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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A2G2
A2G2F1
A2G2S1
BMI
BTMA
C18

CFo6
CF6-P
CID

CZE

ETD
EThcD
Fuc
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GalNAc
Glc
GIcNAc
HIC
HILIC
HILIC-A
HILIC-B
HILIC-N
H-Phe-Trp
H-Phe-Tyr
HPLC
H-Trp-Phe
H-Tyr-Phe
IEC

IgG
IRMPD
LC

LFER
Man

MF

MLC

dvojramenna glykoforma

dvojramenna glykoforma s jednou fukosou
dvojramenna glykoforma s jednou sialovou kyselinou
index télesné hmotnosti

benzyltrimethylamonium chlorid

oktadecyl

silikagel modifikovany nativnim cyklofruktanem 6
silikagel modifikovany isopropylovanym cyklofruktanem 6
kolizn¢ indukovana disociace

kapilarni zonova elektroforéza

disociace prenosem elektroni

vysokoenergetickd disociace pfenosem elektront
fukosa

galaktosa

N-acetylgalaktosamin

glukosa

N-acetylglukosamin

hydrofobni interakéni chromatografie

hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie
kolona obsahujici nemodifikovany silikagel

kolona obsahujici aminopropylové skupiny vazané na silikagelu
kolona obsahujici polyhydroxylovy fetézec vazany na silikagelu
fenylalanyl-tryptofan

fenylalanyl-tyrosin

vysokoucinna kapalinova chromatografie
tryptofanyl-fenylalanin

tyrosyl-fenylalanin

iontové-vymeénna chromatografie

imunoglobulin G

infracervend multifotonova disociace

kapalinova chromatografie

model linearnich vztahli volnych energii

manosa

mobilni faze

micelarni kapalinova chromatografie



MRM
MS
MS/MS
NP-LC
PGC

RBD
REM
RP-LC
RRT
RSD
SD
SEC
SF
SHGB
Sia
SPE
SRM

TEA
ToF
Tris
UHPLC
uv

monitorovani vice reakci mezi prekurzorovym a produktovym iontem
hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
kapalinova chromatografie s normalnimi fazemi
porézni grafitizovany uhlik

kvadrupol

porucha chovéani v REM fazi spanku

rychlé pohyby oci

kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi
relativni retencni Cas

relativni smérodatnd odchylka

smerodatna odchylka

molekulova vylucovaci chromatografie
stacionarni faze

globulin vézajici sexualni hormony

sialova kyselina

extrakce na tuhé fazi

monitorovani vybranych reakci mezi prekurzorovym a produktovym
iontem

triethylamin

analyzator doby letu
tris(hydroxymethyl)aminomethan
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

ultrafialova oblast spektra

acidita vodikové vazby (donor vodiku)

plocha na povrchu stacionarni faze obsazena molekulami analytu
bazicita vodikové vazby (akceptor vodiku)

schopnost analytu interagovat pomoci n- a - elektronti

reten¢ni faktor

molarni zlomek vodné slozky v mobilni fazi

plocha na povrchu stacionarni faze obsazena molekulami vody
rozliSeni

parametr dipolarity/polarizability popisujici interakce dip6l-dip6l
McGowantv charakteristicky objem popisujici disperzni a kohezni
interakce

objemovy zlomek vodné slozky mobilni faze



PREDMLUVA

Kapalinovd chromatografie (LC) provazi mou profesni drahu jiz od pocatku
studii na vysoké Skole, kdy jsem se vénoval vyvoji LC metody vhodné ke stanoveni
estrogennich latek ve vodach. Ma pozornost se ndsledné ubirala smérem analyzy
polarnich latek, pro které je vhodné pouZzivat hydrofilni interakéni kapalinovou
chromatografii (HILIC). Touto metodou jsem se zabyval po celou dobu mé dosavadni
védecké drahy, a proto je tato habilitacni price zaméfena na studium separacniho
mechanismu a aplika¢niho potencialu HILIC.

Habilitaéni prace je zaloZzena na patnicti vybranych odbornych c¢lancich
publikovanych v impaktovanych odbornych €asopisech v letech 2012-2022 a sklada
se ze tif ¢4sti. Prvni ¢4st je zaméfena na studium separacniho mechanismu v HILIC a
charakterizaci tohoto chromatografického médu. Druhd ¢ést prace ukazuje aplikacni
potencidl HILIC v analyze malych polarnich molekul, a to konkrétné stanoveni
efedrinu v pevnych lékovych forméch, alantoinu v lidském séru a pterinti v kutikuldch
plostic. Posledni, treti, ¢ast prace je zaméfena na HILIC v glykoproteomické analyze.
V této Casti prace jsou ukdzdany vyhody pouZziti HILIC oproti systému s reverznimi
fazemi v analyze intaktnich glykopeptidi. Déle je ukdzdn a porovndn separacni
potencidl raznych HILIC staciondrnich fazi, a také je ilustrovan koncept predikéniho
modelu retenc¢nich oken pro jednotlivé glykopeptidy v HILIC. Na konci prace jsou
pfiloZeny odborné ¢lanky, které jsou oznaceny fimskymi ¢islicemi.

Tato habilitaéni prace vychdzi z experimentdlnich vysledkl ziskanych béhem
mé védecké pridce na Katedie analytické chemie PfF UK, ale také z vysledka
ziskanych béhem mého postdoktorandského pobytu u prof. Radoslava Goldmana na
Georgetownské univerzit¢ (Washington DC, USA). Na tomto mist¢ bych rad
podékoval vSem, ktefi se jakkoliv podileli na vzniku publikaci, které tvofi zdklad
pfedkladané habilitacni prace. Ddle bych chtél podékovat celé Katedie analytické
chemie PiF UK za pifijemné a ptatelské pracovni prostiedi a v neposledni fadé téz

dékuji své rodiné za trpélivost a toleranci, kterou vii¢i mné chovaji.



1 UVOD

Analytickd chemie hraje nezastupitelnou roli v fadé oblasti lidské Einnosti.
Vhodné analytické metody slouzi ke kontrole vstupnich surovin a vyslednych
produkt, i celych technologickych procestt v rizném pramyslovém odvétvi
(farmaceuticky, potravinafsky, automobilovy, kosmeticky primysl atd.) [1]. Bez
analytické chemie by se neobeSlo zdravotnictvi, kdy na zdkladé vysledkli analyz
obsahu specifickych biomarkerii v rizném biologickém materidlu (krev, moc¢, stolice
aj.) dochézi k diagnostice onemocnéni daného pacienta a ndslednému ndvrhu zptisobu
1éCby [1, 2]. Stanoveni obsahu urcitych latek v biologickém materiélu se té€Z uplatiiuje
ve sportu (dopingové kontrola), nebo v soudnictvi (ureni obsahu omamnych létek)
[2]. Velice vyznamnou oblasti, kde analytickd chemie nachdzi uplatnéni, je ochrana
zivotniho prostiedi (sledovéani kontaminace jednotlivych slozek Zivotniho prostiedi
riznymi polutanty). Bez nadsazky mlizZeme fici, Ze vyvoj a vyzkum v fad¢ védnich
obort a aplikovanych vyzkumnych odvétvich by nebyl mozny bez analytické chemie
[2].

V soucasné dobé je poptdvka po analyzach sloZitych a komplexnich vzorku,
které mohou obsahovat tisice riiznorodych latek. Analyza komplexnich vzorkil je
nelehkym dkolem a ve vétSin€ pfipadli musime pouZit urcitou separacni techniku,
abychom rozd¢lili jednotlivé slozky vzorku a tim docilili pozadované selektivity [3].
Mezi hlavni separaéni techniky fadime plynovou chromatografii, kapalinovou

chromatografii, kapilarni elektroforézu, nebo superkritickou fluidni chromatografii

[3].

Ve

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) je bezesporu nejpouZivanéjsi
separacni technikou, ale je také povazovédna za nejvyznamnéjs$i a nejrozSifenéjsi
metodu v analytickych laboratofich vibec (po vdZeni a méteni pH) [4]. Objev
kapalinové chromatografie je pfipisovdn Michailu Semjonovi¢i Cvétovi, ktery
zacatkem dvacatého stoleti provadél separaci rostlinnych barviv (chlorofyly, xantofyly
a karotenoidy) v sloupci uhli¢itanu vapenatého a jako mobilni fazi pouZil petrolether
[5]. Zasadni rozvoj HPLC probihal v Sedesitych a sedmdesétych letech dvacédtého

stoleti, kdy dochdzelo k hlubSimu pochopeni teoretickych aspektli separace

v kapalinové chromatografii a zaroven doSlo k uvedeni prvnich komer¢nich



kapalinovych chromatografi na trh [4]. V priabéhu poslednich let sledoval vyvoj
v HPLC nékolik hlavnich cild, a to zvySeni G¢innosti a selektivity separace, zkraceni
doby analyzy a zvySeni citlivosti. Za jeden z hlavnich pokrokd, které naSly uplatnéni
v praxi, miZeme povazovat spojeni HPLC s hmotnostni detekci (MS), ¢imz doslo
k zvySeni citlivosti a selektivity analyz. Druhym vyznamnym pokrokem bylo
zmenSeni Castic chromatografického sorbentu pod 2 pm, coZz jde ruku v ruce se
zlepSenim instrumentace, kterd je schopna odolat zvySenému zpétnému tlaku. V roce
2004 mohl byt diky tomu uveden na trh prvni pfistroj pro ultra-vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (UHPLC). V neposledni fad¢ k pokrokiim v HPLC patii
pouzivani povrchové poréznich c¢astic, monolitickych kolon, dvoudimenziondlni
chromatografie a miniaturizace v LC (kapilarni a nanoL.C) [4-6].

Na zdklad¢€ typu staciondrni faze (SF) a mobilni faze (MF) a interakce mezi
analytem a SF rozezndvdme rizné separacni médy LC, kterych existuje relativné
Sirokd paleta — systém s normdalnimi fazemi (NP-LC), systém s reverznimi fazemi (RP-
LC), hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie (HILIC), iontové-vyménna
chromatografie (IEC), iontové-parovd chromatografie, hydrofobni interakéni
chromatografie (HIC), miceldrni kapalinovd chromatografie (MLC), afinitni
chromatografie, vicemodalni chromatografie, molekulova vylucovaci chromatografie
(SEC) a chirdlni chromatografie [4, 5]. Nejpouzivan¢jSim a nejprobadancj$im
separatnim moédem je RP-LC. Tento mdd je vhodny pro separaci nepoldrnich az
sttedné polarnich latek. Velmi polédrni latky maji v tomto separacnim mdédu nizkou
retenci a selektivitu. Pro takové latky je daleko vhodnéjsi pouZiti HILIC médu, ve
kterém vykazuji dobrou retenci [7]. Mezi vyzdvihovand pozitiva HILIC patii dobra
kompatibilita MF obsahujici vysoké mnoZstvi acetonitrilu s MS detekci, nizka
viskozita MF (nizky zpétny tlak) a moZnost pfimého néstiiku extraktu po extrakci na
tuhé fazi (SPE) v RP mdédu. Na druhou stranu, HILIC ma také své nevyhody, a to
zejména relativné dlouhou dobu ekvilibrace chromatografickych kolon, vyznamny
vliv rozpoustédla vzorku na tvar chromatografického piku a slozity a zatim ne zcela
objasnény mechanismus separace [7]. Vzhledem ke komplexnosti separa¢niho
mechanismu v HILIC a velkému mnoZstvi SF pouZitelnych v tomto separacnim médu
je nutné studovat fyzikdlné-chemické déje, které se pii procesu retence/separace

uplatituji. Popis a pochopeni téchto déji milZe napomoci pii tvorbé obecnéjSich



pravidel, kterymi se fidi retence a separace v HILIC a tim zjednodusit a zrychlit proces
vyvoje HILIC chromatografickych metod pro konkrétni dcely. V neposledni fad¢ je
dialezité prozkoumat aplikacni potencidl HILIC pro analyty, které jsou velmi téZce

analyzovany/separovany v jinych separa¢nich médech.

2  HYDROFILNI INTERAKCNI KAPALINOVA
CHROMATOGRAFIE

Pojem hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie byl poprvé pouZzit v roce
1990 Alpertem pfti separaci aminokyselin na poldrni SF s relativné nepolarni mobilni
fazi, kde vodna slozka slouZila jako silné elu¢ni ¢inidlo [8]. S HILIC mddem se ale
pravdépodobné setkdvdme jiz v pocétcich rozvoje kapalinové chromatografie, kdy
Martin a Synge separovali aminokyseliny na silikagelové SF s mobilni f4z{ obsahujici
vodu a chloroform. Dle autor dochédzelo k rozdélovani analyti mezi vodnou vrstvu
sorbovanou na SF a chloroform [9]. HILIC systém z pohledu sloZeni mobilni a
staciondrni faze tak, jak ho zndme dnes, byl pouZit jiZz v roce 1975 pii separaci
sacharidi a oligosacharidii (poldrni SF — vtomto piipadé aminopropyl, MF:
voda/acetonitril) [10]. Obliba HILIC z pohledu poctu védeckych publikaci
v poslednich letech je dokumentovédna na Obr. 1. Do roku 2002 byl pocet publikaci do
50 za jeden rok. Od roku 2003 dochézi k velkému rozmachu HILIC, kdy posledni roky
se pocet publikaci tykajicich se HILIC pohybuje kolem 500 za rok. Tento nartst
pravdépodobné souvisi se zvysSujicim se zdjmem o analyzu polarnich latek, pro které
RP-LC neposkytuje dostatecnou selektivitu, a s dobrou kompatibilitou HILIC
mobilnich fazi s MS detekci [11].

V HILIC se pouZzivaji polarni SF. Témi nejbéznéjSimi jsou silikagel, nebo
silikagel modifikovany poldrnimi skupinami (aminopropyl, amid, diol, sulfobetain
atd.) [12-14]. MF se sklddd z vodné (voda nebo vodny pufr) a organické slozky
(nej€astéji acetonitril), pficemz organicka sloZzka musi byt v nadbytku (alespon 60

objemovych %) a vodné slozka by méla tvofit alesponl 2,5 objemovych % [7, 15-17].
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Obr. 1 Pocet publikaci v letech 1990-2022 obsahujicich pojem ,,HILIC*, nebo ,,hydrophilic interaction
liquid chromatography®, nebo ,hydrophilic interaction chromatography“ podle databize Web of
Science ke dni 8.4.2023.

2.1 MECHANISMUS RETENCE A SEPARACE V HILIC

I kdyz se popisu mechanismu retence a separace v HILIC vénuje velké mnoZstvi
publikaci, je zfejmé, Ze HILIC mechanismus neni stdle zcela objasnén [14]. Mezi
nejuzndvanéjsi princip HILIC mechanismu v chromatografické komunité patii
ptedpoklad, Ze dochdzi k adsorpci vodné slozky z MF na povrch poldrni SF [8]. Tim
dojde k vytvoteni imobilizované vodné vrstvy a vzniku difizni vrstvy s gradientem
obsahu vody od povrchu SF do MF [14]. Analyty jsou zadrZovdny na zdklad¢ své
polarity a to tak, Ze ¢im je analyt polarn&jsi, tim ma vyS$i retenci, nebot’ ma vyssi
afinitu k vodné vrstvé imobilizované na SF [7]. Pfi zvySovani obsahu vodné slozky
v MF se polarita MF pfiblizuje polarit¢ vodné vrstvy imobilizované na SF, a tim
dochdzi ke sniZovéni retence [7]. Pritomnost imobilizované vodné vrstvy byla
prokdzdna fadou metod, jako je nukledrni magnetickd rezonance [18], coulometricka
titrace [19], metoda frontdlni analyzy spojend s titraci dle Karla Fischera [20],
molekuldrné¢ dynamické simulace [21, 22], nebo méfenim retence hydrofobnich latek

(benzen a toluen) [23]. Ukazalo se, Ze SF neslouZi pouze jako inertni material, na ktery



se vaze vodnd slozka z MF, ale mtiZe se téz aktivné podilet na retenci poldrnich analytl
v zavislosti na zvolenych chromatografickych podminkach pomoci dalSich typt
interakci, jako jsou napiiklad vodikové vazby, elektrostatické interakce, dipolové
interakce atd. [14]. Z vySe zminéného vyplyva, Ze reten¢ni mechanismus v HILIC je
komplexnim procesem, na kterém se podili jak rozdélovani analyti mezi
imobilizovanou vodnou vrstvu na povrchu SF, tak interakce se samotnou SF, a je silné
zavisly na pouzitych chromatografickych podminkéch (typ analytu, SF a sloZzeni MF)
[24-27].

Popis a charakterizace chromatografickych systémii napomdhd nejen
k pochopeni celého separacniho procesu, ale také pfispivd k zrychleni vyvoje
chromatografickych metod (vybér vhodné SF a MF pro konkrétni analyty). Existuje
celd fada testd a modell, které slouzi k popisu chromatografickych systému. Pro
jednodussi testy je typické, Ze se sleduje retence konkrétni sady analytl za daného
slozeni MF a zvysledkii se usuzuje napiiklad na selektivitu pro hydrofilni a
piistupy, které se ujaly pii popisu HILIC systémili, miZeme zafadit Snyder-
Soczewinského rovnici (rovnice 1), kterd slouZi k popisu adsorpce analytl na povrchu

SF [29].
logk = logk‘,l,—:—slogNW (1)

kde k je retencni faktor, k,, oznacCuje reten¢ni faktor, kdy MF je tvofena pouze vodnou
slozkou, A; je plocha na povrchu SF obsazend molekulami analytu, n,, je plocha na
povrchu SF obsazend molekulami vody a N,, je molarni zlomek vodné slozky v MF.
Pokud se uplatituje adsorpéni mechanismus retence, vyneseni zdvislosti log k na log
N,» by mélo poskytovat linedrni zdvislost.

Rozdélovaci mechanismus muiZeme naopak popsat dle rovnice navrZené
Schoenmakersem (rovnice 2), kterd vyjadifuje polynomickou zdvislost logaritmu

retencniho faktoru na objemovém zlomku ¢ vodné slozky MF [30, 31].
logk = Ap? + Bp +C (2)

kde k je retencni faktor a A, B, C jsou konstanty.
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V popisu HILIC mechanismu se téZ uplatnily vicemodélni modely, které
kombinuji adsorpéni mechanismus a mechanismus rozdélovani (rovnice 3) [32]. Tyto
modely vice koreluji s experimentdlnimi daty v porovndni s vySe zminénymi modely

[32, 33].
logk = A+ Blng + Co 3)

kde k je retenc¢ni faktor, A je parametr souvisejici s interak¢éni energii mezi analytem a
stacionarni/mobilni fazi, B se vztahuje k interakci analyt-stacionarni faze, C oznacuje
parametr tykajici se interakce mezi analytem a rozpoustédlem a ¢ je objemovy zlomek
vodné slozky MF.

Mezi Casto pouzivané modely, jimiZ se daji popsat chromatografické systémy,
patii modely linearnich vztahd volnych energii (LFER) [12, 13, 17, 34]. Tyto modely
jsou zaloZeny na zméné Gibbsovy energie systému, ke které dochazi pfenosem analytu
z MF do SF, tedy zménou reten¢niho faktoru. Tato zména Gibbsovy energie se sklada
z ptispevkl jednotlivych molekuldrnich interakci, které ovliviuji zadrZovani analyth
v daném chromatografickém systému [35]. Pro charakterizaci chromatografického
systému metodou LFER musime mit vhodnou sadu analytd, které jsou popsany tzv.
deskriptory E, S, A, B a V popisujicimi nasledujici molekuldrni interakce: E je
schopnost analytu interagovat pomoci n- a m- elektronl; Sje parametr
dipolarity/polarizability popisujici interakce dipdl-dipdl; A je acidita vodikové vazby
(donor vodiku); B je bazicita vodikové vazby (akceptor vodiku); V je McGowanlv
charakteristicky objem popisujici disperzni a kohezni interakce (nékdy oznacovén jako
hydrofobicita). Deskriptory pro rtznorodé analyty je moZzné bud spocitat, nebo
stanovit fadou experimentdlnich technik a urcuji schopnost daného analytu podilet se
na jednotlivych typech interakci [36, 37]. Zdkladni rovnice LFER vyjadiuje korelaci

logaritmu retenéniho faktoru s danymi deskriptory (rovnice 4) [35, 38].
logk=c+eE+sS+aA+bB+vV 4)

kde e, s, a, b a v jsou regresni koeficienty ziskané multivariacni regresni analyzou a
koresponduji s danymi molekuldrnimi interakcemi. Koeficient ¢ vyjadiuje vliv
ostatnich interakci, které nejsou zahrnuty v rovnici 4, a graficky odpovida useku na

ose y. Kladné hodnota regresniho koeficientu ukazuje silnéjsi interakci se staciondrni
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fazi, coz se projevi zvySenim retence. Naopak zdpornd hodnota ukazuje silngjsi
interakci analytu s mobilni fazi, coZ vede ke sniZeni retence. Rovnice 4 muZe byt
rozSitena 1 o dalSi prispévky jako napiiklad ptispévky iontové vymeény,
stereoselektivity atd. [39, 40]. Modely LFER se uspéSné uplatnily v charakterizaci
fady HILIC systémt [26, 27, 41-46].

2.1.1 Cyklofruktany jako stacionarni faze v HILIC

V kapalinové chromatografii obecné plati, Ze vybér SF md zdsadni vliv na
separaci. V HILIC existuje velké mnoZstvi rGznorodych SF, coZ je ddno tim, Ze
jakakoliv polarni SF schopnd védzat na svém povrchu vodnou vrstvu, miiZe byt pouZita
v HILIC médu. Kazda z HILIC SF, v zavislosti na sloZeni mobilni faze, muZe na svém
povrchu vazat jiné mnoZzstvi vodné slozky a upfednostiovat rozdilné molekularni
interakce [43, 47]. To ma za nésledek, Ze rizné SF mohou poskytovat naprosto
odliSnou retenci a selektivitu pro shodné analyty [7, 12, 13].

Jednim z neddvno popsanych typi SF pro HILIC jsou cyklofruktanové faze.
Cyklofruktany se fadi mezi cyklické oligosacharidy obsahujici Sest a vice D-
fruktofuranézovych jednotek [48]. Jejich poldrni charakter z nich ¢ini vhodny materiél
k pouziti v HILIC. Prvni pouZiti cyklofruktanu jako SF v HILIC bylo uskute¢néno v
roce 2011 pfi separaci fady polarnich latek napt. cukrii, nukleovych kyselin, xantini
atd. [48]. V naSi prvni studii (Pfiloha I) vé€nované HILIC jsme se zaméfili na
charakterizaci a porovnani interakénich a separaCnich vlastnosti tfi SF, a to
nemodifikovaného silikagelu, silikagelu modifikovaného nativnim cyklofruktanem 6
(CF6) a silikagelu modifikovaného isopropylovanym cyklofruktanem 6 (CF6-P).

Jako prvni jsme testovali, zda se v danych HILIC systémech uplatiiuje pfi retenci
rozdélovani a/nebo adsorpce. Jako modelové analyty byly pouzity Ctyfi pentapeptidy
a pet nonapeptidi. Sledovali jsme vliv obsahu vodné slozky v MF skladajici se
z acetonitrilu a octanu amonného (20 mM; pH 4,00) na retenci jednotlivych peptida.

Vyneseni zdvislosti log k jednotlivych peptidi na logaritmu moldrniho zlomku
vodné slozky a proloZeni dat pifimkou dle rovnice 1 a vyneseni zévislosti log k na
objemovém zlomku vodné slozky a proloZeni dat polynomem dle rovnice 2 poskytlo
vysoké hodnoty koeficientli determinace pro vSechny tfi testované kolony. Z toho

vyplyvd, Ze na retenci testovanych peptidl se podili jak rozdé€lovéni, tak i adsorpce.
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Pro ilustraci jsou na Obr. 2 uvedeny tyto z4vislosti pro nonapeptid [deamino-Cys', D-

Arg®]-Vasopressin.

X x
2161 RP-09%84 | S16 R = 0,991
124 1,24
- R? = 0,9958 R = 0,9956
0,81 * 0,81
0,4 silikagelova SF . 0,4 silikagelova SF N
0.01cFe-P SF 0,01 CF6-P SF

016 020 024 028 032 036 045 040 035 030 -025 -020
objemovy zlomek vodné slozky log (molarni zlomek vodné slozky)

Obr. 2 Zavislost logaritmu k nonapeptidu [deamino-Cys', D-Arg®]-Vasopressinu na objemovém zlomku
vodné slozky a na logaritmu moldrniho zlomku vodné sloZky. Vodn4 sloZka: octan amonny (20 mM,;

pH 4,00), organicka sloZka: acetonitril (pfevzato a upraveno z Ptilohy I).

K identifikaci molekuldrnich interakci uplatiujicich se pii retenci v danych
chromatografickych systémech byla pouzita metoda LFER. M¢feni bylo provedeno
v MF skladajicich se z acetonitrilu a octanu amonného (20 mM; pH 4,00) o rizném
objemovém poméru, a to 88/12, 83/17 a 80/20 (v/v). Ukazalo se, ze u silikagelové SF
se na retenci vyznamné podili pouze jeden typ molekulédrni interakce, a to schopnost
interagovat pomoci vodikové vazby, kdy SF slouzi jako donor vodiku (regresni
koeficient b v rovnici 4). Tato interakce nebyla vyznamné ovlivnéna zménou poméru
vodné a organické sloZzky v MF a byla slabsi nez u cyklofruktanovych SF. U systému
s cyklofruktanovymi SF se uplatiiuji tf1 hlavni molekuldrni interakce, a to dip6l-dipol
a dipdl-indukovany dipdl (regresni koeficient s v rovnici 4), schopnost ptsobit jako
donor vodiku (regresni koeficient b v rovnici 4) a disperzni a kohezni interakce
(regresni koeficient v v rovnici 4). Kladné regresni koeficienty b a s tikaji, Ze dané
molekulérni interakce jsou siln€jS$i mezi SF a analytem neZ mezi analytem a MF, coz
m4 za ndsledek zvySeni retence. Vyssi hodnoty téchto regresnich koeficient byly u
CF6 nez u CF6-P, coz znamend, Ze se dané interakce vice uplatiuji u

nederivatizovaného cyklofruktanu. U obou cyklofruktanovych SF je pozorovéin
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shodny trend, a to rostouci uplatnéni téchto interakci se vzrastajicim obsahem vodné
slozZky v MF. Naopak disperzni a kohezni interakce (zdporny regresni koeficient v)
jsou siln€j$i mezi MF a analytem, coZ snizuje retenci. Z hodnot regresniho koeficientu
v plyne, Ze niz$i hydrofobicitu vykazuje CF6, coz je ve shod€ s provedenym
Waltersovym testem popisujicim hydrofobicitu staciondrnich fazi [49]. Vyssi obsah
vodné slozky v MF podporuje tyto interakce u obou systémil.

Selektivita studovanych SF byla porovnédna pfi separaci smési pentapeptidl a
nonapeptidd. Na Obr. 3 vidime porovndni separace smési pentapetidll pii sloZzeni MF:
acetonitril/octan amonny (20 mM; pH 4,00), 88/12 (v/v). Z obrazku je ztejmé, Ze ve
srovndni se silikagelovou SF vykazuji cyklofruktanové SF vyS§i selektivitu u
kritického paru analytli 3 a 4. Ani vySsi obsah acetonitrilu v MF nezlepsil separaci
analytli 3 a 4 u silikagelové SF (doslo pouze k prodlouZeni retence). Naopak u CF6 SF
pii zvySeni eluéni sily MF (zména poméru acetonitril/octan amonny na 83/17 (v/v))
doslo k zrychleni analyzy (celkové doba analyzy byla 13 minut) pfi soucasné separaci
vSech Ctyf analytd na zdkladni linii. MZeme konstatovat, Ze modifikace silikagelové
SF cyklofruktany, popfipad¢ derivatizovanymi cyklofruktany, pfinasSi fadu dalSich

interak¢nich moZnosti a ukdzala se jako vhodnd pro separaci peptidit v HILIC médu.

34

silikagelova SF

1 2
3 4 CFe-PSF
]
/\ 2 3 4 crese
J\ AN A
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
t (min)

Obr. 3 Chromatogram separace smesi pentapeptidi. MF: acetonitril/octan amonny (20 mM; pH 4,00),
88/12 (v/v). Eluéni pofadi: 1, leucin enkefalinamid, 2, [D-Ala?]-leucin enkefalin, 3, leucin enkefalin, 4,

[Met’Jenkefalin (pfevzato a upraveno z Pfilohy I).
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2.1.2 Porovnani amidovych kolon v HILIC

Stacionarni fédze obsahujici shodny ligand mohou poskytovat rozdilnou
selektivitu, retenci a separacni ucinnost v zavislosti na vyrobci dané chromatografické
kolony. MiiZe to byt zplsobeno rozdilnou technologii vyroby, typem a cistotou
silikagelového nosice, popiipad¢ zptisobem navazani daného ligandu. V nasi druhé
studii (Ptiloha II) jsme se zam¢fili na porovnani dvou komerénich amidovych HILIC
kolon, a to kolony XBridge™ Amide (Waters, Milford, USA) a kolony TSK gel
Amide-80 (Tosoh, Tokyo, Japonsko), fadou chromatografickych testd. Studiem vlivu
obsahu vodné slozky v mobilni f4zi na retenci peptidd a nukleobasi dle rovnic 1 a 2
jsme prokézali, Ze retencni mechanismus u obou kolon je komplexni a podili se na
ném jak rozdélovani, tak adsorpce. Pti separaci peptidi bylo vySsi separacni G¢innosti
dosazeno na kolon& XBridge™ Amide, kdy bylo dosaZeno separace na zakladni linii
behem 10 minut pti slozeni MF acetonitril/octan amonny (20 mM; pH 4,00), 85/15
(v/v), jak ukazuje Obr. 4. Za shodného sloZeni MF dochédzelo na koloné TSK gel
Amide-80 ke koeluci analytli 1 a 2. Separace peptidil na zdkladni linii na kolon¢ TSK
gel Amide-80 bylo dosazeno zvySenim obsahu acetonitrilu v MF na 88 obj. % za
soucasného prodlouZeni doby analyzy na 25 minut. Separace nukleobasi na zdkladni
linii bylo dosazenou na obou kolondch za shodného sloZzeni MF (acetonitril/octan

amonny (20 mM; pH 4,00), 85/15 (v/v)).

[TSK gel Amide-80 1

XBridge™ Amide 2

: —T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

t (min)
Obr. 4 Chromatogram separace smesi pentapeptidii. MF: acetonitril/octan amonny (20 mM; pH 4,00),

85/15 (v/v). Eluéni pofadi: 1, leucin enkefalinamid, 2, [D-Ala?]-leucin enkefalin, 3, leucin enkefalin, 4,

[Met’]enkefalin (pfevzato a upraveno z Pfilohy II).
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Kolona XBridge™ Amide vykazovala pfi separaci obou sad strukturné odlignych
analytl (peptidy a nukleobase) vyS$$i ic¢innost, coz zcela jisté souvisi s mensi velikosti
castic (3,5 um) oproti koloné¢ TSK gel Amide-80 (5 um). Naopak kolona TSK gel
Amide-80 vykazovala vyssi retenci pro dané analyty. Metodou LFER jsme zjistili, Ze
kolona TSK gel Amide-80 m4 vyssi schopnost interagovat pomoci vodikovych vazeb
(vyssi hodnoty regresnich koeficientii a a b v rovnici 4), coZ je ve shodé s vyssi retenci
peptidl a nukleobasi. Vysledky modelu LFER potvrzuji také testy selektivity. Test
selektivity pro methylenovou skupinu [28] (pomér retencnich faktori uridinu a 5-
methyluridinu) poskytl shodné hodnoty pro obé& kolony, coZ koresponduje se
shodnym regresnim koeficientem v indikujicim podobnou hydrofobicitu obou kolon.
Test selektivity pro aminoskupinu (pomér reten¢nich faktort aminokyseliny a jeji N-
blokované formy) poskytl vyssi hodnotu pro kolonu TSK gel Amide-80, coZ odpovida
vyS$Simu regresnimu koeficientu b. Na zdkladé retence bazickych latek s rozdilnymi
disociaénimi konstantami, které slouzi jako vhodné indikétory iontovych interakci
[50], se ukdazalo, Ze kolona TSK gel Amide-80 poskytuje vyznamnéjSi moznosti
uplatnéni kation-vyménné interakce v porovnani s kolonou XBridge™ Amide. Z vyse
uvedenych vysledkll je zifejmé, Ze obé amidové kolony poskytuji podobné, ale ne

totozné interakéni mozZnosti.

2.1.3 Vliv typu kationtu pufru mobilni fize na retenci aminokyselin a

dipeptidua

Druhym nejzdsadnéjSim zptusobem (po vybéru SF), jak lze ovlivnit separaci
v HILIC, je slozeni MF. Existuje fada studii popisujicich vliv obsahu vodné a
organické slozky v MF, pH a koncentrace pufru v MF na retenci a separaci fady
analytt [13, 14, 17, 51-53]. Ale pouze né€kolik praci se vénovalo popisu vlivu typu
kationtu v mobilni fazi [54-56]. Na§ dalsi piispévek byl proto zaméfen na studium
vlivu typu kationtu a jeho koncentrace v MF na retenci vybranych aminokyselin
(tyrosin, tryptofan, fenylalanin) a dipeptidi (tyrosyl-fenylalanin (H-Tyr-Phe),
fenylalanyl-tyrosin (H-Phe-Tyr), fenylalanyl-tryptofan (H-Phe-Trp) a tryptofanyl-
fenylalanin (H-Trp-Phe) a jejich N-blokovanych analogli na amidové a silikagelové

staciondrni fazi (Ptiloha III). Bylo testovdno pét pufrii o pH 4,00 a rizné koncentraci
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kationtu (5 — 50 mM), a to tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)/kyselina octova,
triethylamin (TEA)/kyselina octova, NHs*/kyselina octovd, Li*/kyselina octova a
Ba?*/kyselina octova.

N-blokované aminokyseliny vykazovaly niz$i retenci ve vSech testovanych
pufrech neZ neblokované analogy vzhledem k jejich niz$i polarité. Se vzrastajici
koncentraci pufru vzristd i jejich retence, coZ miZe byt vysvétleno nardstem polarity
vodné vrstvy na povrchu SF s rostouci koncentraci pufru [57]. Zajimavé je, Ze u
amidové SF bylo dosazeno nejnizsich retenci N-blokovanych aminokyselin u pufru
obsahujictho TEA, naopak u silikagelové SF bylo dosaZeno nejnizsich retenci u pufru
obsahujiciho Li*. Nejvyssich retenci, jak N-blokovanych aminokyselin, tak i
neblokovanych analogli, bylo dosaZzeno na obou staciondrnich fazich u pufru
obsahujiciho Ba®*. Retence neblokovanych aminokyselin se zvySovala, sniZovala,
nebo se neménila s koncentraci pufru v zdvislosti na typu kationtu. Napiiklad zvySeni
koncentrace pufru obsahujiciho Tris zptisobilo nartst retence, naopak u pufru s TEA
dochézelo ke sniZeni retence. Toto sniZeni retence s rostouci koncentraci TEA pufru
muZze souviset s potlaenim pfitazlivych elektrostatickych interakci mezi
neblokovanymi aminokyselinami a caste¢né disociovanymi volnymi silanolovymi
skupinami. Velmi podobné trendy byly zaznamenany v retenci dipeptidi a N-
blokovanych dipeptidfi. Prekvapivé pfi pouZiti MF obsahujici Ba** doglo ke zméné
eluéniho poradi dipeptidi (H-Phe-Tyr > H-Tyr-Phe > H-Phe-Trp > H-Trp-Phe)
vzhledem k elu¢nimu pofadi v ostatnich pufrech (H-Tyr-Phe > H-Phe-Tyr > H-Trp-
Phe > H-Phe-Trp) na obou staciondrnich fazich. V této praci bylo ukdzano, Ze rizna
koncentrace a typ pufru v MF mizZe slouZit jako vhodny ndstroj k ovlivnéni retence i

selektivity v HILIC.

2.14 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie siontové-

vyménnou chromatografii

V poslednich nékolika letech se objevila snaha vyuZivat pii separacich
komplexnich vzorkii n€kolik rGznych separa¢nich mechanismt soucasné [58-60].
Takovéto separace se nazyvaji vicemodalni separace a je pro né typické, Ze kombinuji
tradiéni chromatografické moédy. Mezi vicemodélni chromatografii zafazujeme

kombinaci RP/IEC, RP/HILIC, HILIC/IEC, poptipadé¢ RP/HILIC/IEC [61, 62]. Pro
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vicemodalni chromatografii existuji specidlni komeréné dostupné SF. Mezi relativné
nové komercni chromatografické kolony vhodné pro HILIC a HILIC/IEC patii tzv.
ACE HILIC kolony. Jedn4 se o tfi kolony s riznymi staciondrnimi fizemi, a to kolonu
HILIC-A obsahujici nemodifikovany silikagel, kolonu HILIC-B obsahujici
aminopropylové skupiny vazané na silikagelu a kolonu HILIC-N obsahujici
polyhydroxylovy fetézec vdzany na silikagelu. V této studii (Pfiloha IV) jsme se
zam¢fili na porovnani a aplikacni potencidl ACE HILIC kolon v analyze biologicky
aktivnich peptidd. Byl testovan vliv obsahu vodné sloZky, pH a koncentrace pufru MF
na chromatografické chovani sedmi peptidi. Jako prvni byl testovan potenciél kolon
podilet se na iontovych interakcich. K tomu byly zvoleny tfi modelové analyty —
kofein (neutrdlni ldtka), kyselina benzensulfonovd (negativné nabitd latka) a
benzyltrimethylamonium chlorid (BTMA, pozitivné nabitd litka). Pfi sledovani
retence téchto latek v zavislosti na koncentraci pufru (10-50 mM) a jeho pH (2,10;
3,50; 5,50) pii isokratickém sloZeni MF acetonitril/mravencan amonny 83/17 (v/v) se
ukdzalo, Ze kolona HILIC-A muzZe v zavislosti na pH nést na svém povrchu negativni
naboj (disociace silanolovych skupin) a kolona HILIC-B muze v zdvislosti na pH nést
na svém povrchu pozitivni ndboj (pozitivné nabité aminopropylové skupiny). U
kolony HILIC-N, ktera dle vyrobce obsahuje neutrdlni polyhydroxylovy fetézec, byl
zaznamenan shodny trend v retenénim chovani modelovych analytli jako u kolony

HILIC-B, jak je dokumentovano na Obr.5.

26— HILIC-A 4,O_HILIC-N . HILIC-B

—a— BTMA k
| —e— kyselina benzensulfonova 3,5
2,5 —A— kofein 3.0 n
2,4 25
- 2,0—_
2,3+ = 1,5 -
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Obr. 5 Zavislost retencniho faktoru £ modelovych analyti na koncentraci pufru vodné slozky. MF:
acetonitril/mraven¢an amonny (pH 3,50), 83/17 (v/v). Teckovand linie znaci mrtvy Cas (pfevzato a

upraveno z Piilohy IV).
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Ze z4avislosti retenc¢niho faktoru na koncentraci pufru je patrné, Ze retence neutralniho
kofeinu se vyznamné neméni. Retence negativné nabité benzensulfonové kyseliny na
kolon¢ HILIC-B rapidné klesd se zvySujici se koncentraci pufru z divodu potlaceni
pfitazlivych iontovych interakci mezi pozitivné nabitou SF a negativné nabitou
kyselinou. Naopak pozitivn€ nabity BTMA je na této kolon¢ elektrostaticky
odpuzovén (nizka retence) do té€ miry, Ze pti nizké koncentraci pufru eluuje dokonce
pfed markerem mrtvého casu kolony. Opacné retencni chovani nabitych analytii bylo
pozorovéano na koloné¢ HILIC-A.

U studované sady peptidu byl nejprve sledovan vliv obsahu vodné slozky v MF
na jejich retenci. S klesajicim obsahem vodné slozky v MF dochdzelo ke zvySovani
retence vSech peptidi. Vynesenim zdvislosti dle rovnic 1, 2 a 3 bylo zjisténo, Ze
retenni mechanismus je vicemoddlni. V zdvislosti na pH MF mohou testované
peptidy nést vice ndboji. Zména koncentrace pufru a pH MF hraje vyznamnou roli
v retenci peptidd, jelikoZ ovliviiuje silu elektrostatické interakce. Pti slozeni MF
acetonitril/mravenan amonny pH 3,50 83/17 (v/v) dochazelo u pozitivné nabitych
peptidii ([Lys®] vasopresin, [Arg®] vasotocin a leucin enkefalin amid) ke zvySovani
retence s naristem koncentrace pufru v MF na kolonach HILIC-B a HILIC-N. Naopak
u peptidil leucin enkefalinu a [Met’] enkefalinu (celkovy ndboj 0, ¢dstené disociovand
C-termindlni karboxylovéa skupina) dochédzelo ke sniZeni retence. Na koloné¢ HILIC-A
byl efekt opacny, i kdyZ v mnohem mensi mife, nebot’ pti pH 3,50 nejsou silanolové
skupiny silikagelu plné€ disociovdny, a proto se elektrostatické interakce uplatni
v mens$i mife. Vicemodalni reten¢ni mechanismus je ndzorné¢ dokumentovén na retenci

angiotensinll na koloné¢ HILIC-N (Obr. 6).
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u ¢ Obr. 6 Zavislost retencniho
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MEF: acetonitril/mravencan
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Pti daném sloZeni MF angiotensin I nese Ctyfi kladné a dva Caste¢né negativni naboje
a angiotensin II nese tfi kladné a dva ¢aste¢n¢ negativni ndboje. Z Obr. 6 Ize vidét, Ze
se zvysujici se koncentraci pufru dochdzi ke zvySeni retence obou angiotensinll a
zaroven ke zméné jejich elu¢niho poradi. Angiotensin I, ktery nese vyssi kladny néboj,
je pfi nizké koncentraci vice elektrostaticky odpuzovén, a proto ma nizZ$i retenci nez
angiotensin II. Se zvySujici se koncentraci dochézi k odstinéni elektrostatické repulze
mezi analyty a SF a vice se projevi mechanismus rozdélovani, coz mé za nasledek
vy$§i retenci obou angiotensinll a zménu elu¢niho potadi.

Vliv pH byl studovén pfti sloZzeni MF acetonitril/10 mM mravenan amonny
nebo 10 mM octan amonny 83/17 (v/v). Pfi vy$§im pH (5,50) doslo k pIné disociaci

silanolovych skupin u kolony HILIC-A, coZ se projevilo vyraznym ndriistem retence

u pozitivné nabitych peptidi (Obr. 7).
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Obr. 7 Zavislost retencniho faktoru k vybranych peptidii na pH pufru vodné slozky. MF: acetonitril/10
mM mravencan amonny (pH 2,10 a 3,50) nebo 10 mM octan amonny (pH 5,50), 83/17 (v/v) (pievzato
a upraveno z Piilohy I'V).

Vzhledem k nizké retenci leucin enkefalinamidu, leucin enkefalinu a [Met’]
enkefalinu na koloné¢ HILIC-A nebyl pozorovdn ziddny vyznamny trend v jejich
retenci. Na kolon¢ HILIC-B doSlo k razantnimu nértistu retence leucin enkefalinu a
[Met’] enkefalinu se zvySujicim se pH, nebot pfi vy$§im pH pievlddne pfitazlivd
elektrostatickd interakce mezi pozitivné nabitou SF a disociovanymi karboxylovymi
skupinami peptidii, zatimco v nizkém pH ptevladd elektrostatickd repulze mezi
pozitivnim ndbojem N-koncovych aminoskupin (karboxylové skupiny jsou

nedisociované) a SF. Stejné retencni chovéni, 1 kdyZ v mensi mife, bylo pozorovano i
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u ostatnich peptidii. Tak jako u modelovych analytii pfi testovani vlivu pH, tak i u
peptidl, byl zaznamendm obdobny trend v retenénim chovéni na kolon¢ HILIC-N jako
na koloné HILIC-B.

Pti porovndni separace studovanych peptidl za isokratické eluce se ukdzalo, Ze
pfi optimalizaci gradientového programu pro kazdou kolonu doslo k separaci vSech
peptidl na zdkladn{ linii na vSech kolondch. Dané kolony ukdzaly potencidl v separaci
biologicky aktivnich peptidi v HILIC/IEC médu. Bylo ukdzéano, jak koncentrace a pH

pufru efektivné ovliviuji retenci peptida.

2.2 HILIC ANALYZA MALYCH MOLEKUL

V poslednich  nékolika letech se HILIC stal bézné pouzivanym
chromatografickym médem v analyzdch malych polarnich latek, které jsou Spatné
separovany v ostatnich chromatografickych médech (hlavné v RP-LC). HILIC se
uplatiiuje zejména v oblastech metabolomiky [63], Zivotniho prostiedi [64, 65],

farmaceutického pramyslu [15, 66, 67], potravinafstvi [68-70] atd.

2.2.1 Stanoveni efedrinu v pevné lékové formé

V souCasném globalnim svété neni problém na internetu zakoupit témér
jakékoliv 1éCivo. Mezi jedny z nejvice poptdvanych a proddvanych farmaceutickych
preparati patii anabolické androgenni steroidy [71-73]. Zdravotni riziko pro uzZivatele
takto na internetu zakoupenych latek nespociva ,,pouze* v samotné ucinné litce, ale i
v tom, Ze v fad¢ piipadd se jedna o padélky pochybné kvality a pochybného sloZeni
(Jind ucinna latka, vySsi nebo nizsi obsah deklarované latky). Dalsi latkou oblibenou u
uzivatelil anabolickych androgennich steroidil je efedrin. Svou popularitu si ziskal
diky stimula¢nimu efektu na centrdlni nervovou soustavu a termogennim vlastnostem.
Proto je hojné pouzivan jako ptipravek vhodny ke spalovani tuka [74]. I kdyZ se pro
stanoveni efedrinu béZn¢ pouzivd RP-LC, tak vzhledem k jeho chemické povaze
(velmi poldrni amin), neni tento chromatograficky méd zcela vhodny z diivodu nizké
retence, Sirokych a chvostujicich pikti [75]. Vhodné&jsim médem pro analyzu efedrinu

je HILIC [75, 76].
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V nasi studii (Pfiloha V) jsme vyvinuli velmi rychlou a selektivni HILIC-
MS/MS metodu pro stanoveni obsahu efedrinu v pevné lékové formé. Byla
optimalizovdna fada chromatografickych parametri (typ kolony a sloZzeni MF).
Optimalni LC podminky byly nésledujici: Kolona Acquity BEH Amide (100 x
2,1 mm; 1,7 pm) a MF: acetonitril/mravencan amonny (5 mM, pH 3,00) 88/12 (v/v).
Pratok MF byl 0,4 ml/min a teplota kolony byla 30 °C. Detekce probihala v MS/MS
modu (sledovani specifického prechodu mezi prekurzorovym a produktovym iontem).
Dana metoda byla validovana a ukézala se jako robustni, dostate¢né citliva (limit
detekce byl 1 ng/ml a limit kvantifikace 3 ng/ml), selektivni, pfesnd (RSD do 1,22 %)
a spravnd (relativni chyba do 1,36 %). Tato metoda byla ndsledné pouZita k analyze
20 vzorkl zakoupenych na internetu. Ukdzalo se, Ze devét piipravkd mélo odliSny
obsah efedrinu od deklarované hodnoty. P&t z nich neobsahovalo Zadny efedrin. Tfi
vzorky obsahovaly zna¢né niZ$i mnozstvi, nez bylo deklarovano, naopak u jednoho
vzorku byl obsah efedrinu pomérné€ vyssi, nez bylo deklarovédno. Vzhledem k rychlosti
analyzy, kterd trvala 1,5 minuty a vysoké pfesnosti a spravnosti stanoveni, je tato
HILIC-MS/MS metoda vhodnd pro analyzu velkého mnoZstvi vzorkid, a tudiZz

pouzitelnd napiiklad ve statnich kontrolnich a regulacnich organech.

2.2.2 Stanoveni alantoinu v lidském séru

Alantoin je prokdzanym biomarkerem oxidativniho stresu u lidi jakoZto hlavni
produkt oxidace kyseliny mocové reaktivnimi formami kysliku [77, 78]. Stanoveni
alantoinu v biologickych matricich je pomérné naro¢né vzhledem k jeho nizkym
koncentracim, vysoké polarité a nepfitomnosti chromoforu pro UV detekci. VétSina
dosavadnich metod pouZivd riizné Casové ndroc¢né derivatizacni kroky, které se
potykaji s niZ§i robustnosti a nedostatecnou citlivosti, nebo vyZaduji vyS$i mnozstvi
vzorku [79-82]. NaSim cilem v této studii (Pfiloha VI) bylo vyvinout jednoduchou,
dostate¢né citlivou a robustni analytickou metodu vhodnou ke stanoveni alantoinu
v lidském krevnim séru, kterd by mohla byt implementovéana do klinickych laboratofi.
Pti vyvoji metody se jako zdsadni ukdzalo aditivum vodné slozky MF, které sice nijak
vyznamné neovliviiovalo retenci alantoinu v HILIC systému, ale mélo velky vliv na
jeho ionizaci v MS. Nejvyssi ionizace bylo dosazeno pfi pouZziti 0,1% kyseliny

mravenci, naopak pufry mravenan nebo octan amonny poskytovaly zhruba

22



pétindsobné niZ8i odezvu. Oproti metodam v literatufe [81, 83], které pracovaly
v negativnim médu MS, bylo vyss$i odezvy a poméru signdlu k Sumu dosazeno
v pozitivhim médu. Z pohledu rychlosti analyzy a pfenositelnosti do jinych laboratoii
byla pouzita isokratickd eluce se slozenim MF acetonitril/0,1 % kyselina mravenci
90/10 (v/v) a prutokem 0,3 ml/min a jako kolona slouzila UHPLC kolona Acquity BEH
Amide (100 x 2,1 mm; 1,7 um). Celkova doba analyzy byla pouhé Ctyfi minuty. Aby
se predeslo kontaminaci MS, tak prvni dv€ minuty a posledni jednu minutu analyzy
byl eluent odklonén do odpadu. Vzhledem k jednoduchosti provedeni a nizké spotiebé
vzorku byla k dpravé séra pred vlastni HILIC-MS/MS analyzou pouZita precipitace
proteini v nadbytku acetonitrilu. Celkem se pracovalo s 20 ul séra, ke kterym se
pfiddvalo 60 pl acetonitrilu obsahujiciho isotopicky znaceny standard. Cely analyticky
postup byl nasledné validovan. Vyslednd HILIC-MS/MS metoda byla schopna
pracovat v linedrnim rozsahu 0,05 — 100 uM koncentrace alantoinu v séru s mezidenni
spravnosti do 6 % (relativni chyba) a pfesnosti do 11 % (RSD). Tato HILIC-MS/MS
metoda spliuje vSechny klinické poZadavky z pohledu citlivosti, spravnosti, pfesnosti,
rychlosti a nizké spotieby vzorku ke stanoveni koncentrace alantoinu v lidském séru a
je vhodna pro méfeni velkého souboru vzorkll. V rdmci této studie byla stanovena
koncentrace alantoinu v séru u 71 pacientl trpicich chronickou dnou, pfi¢emz nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v hladindch alantoinu v rdmci vékovych
skupin, ani ve skupindch dle indexu télesné hmotnosti (BMI). Tuto metodiku jsme
nasledné vyuZzili ve studii zamétené na porovnani hladiny alantoinu a kyseliny mocové
u pacientli trpicich RBD (porucha chovéani v REM fazi spanku) ve spolupraci s doc.
MUDr. Petrem Duskem, Ph.D. z Neurologické kliniky 1. Iékatské fakulty UK a VFN
[84]. V této studii byla zjiSténa zvySend hladina alantoinu a poméru alantoin/kyselina
moc¢ovd u RBD pacientil v porovndni se zdravymi jedinci, coZ koresponduje se

zvySenym oxidativnim stresem prodromadlni synukleinopatie.

2.2.3 Stanoveni pterini v kutikule plostic

Pteriny a jejich derivaty zastdvaji fadu vyznamnych biologickych funkei.
Podileji se na dulezitych procesech bunééného metabolismu, jako jsou naptiklad
hydroxylacni reakce, konverze tyrosinu na 3,4-dihydroxyfenylalanin, hraji roli

v bunéném transportu elektronti atd. [85, 86]. Pteriny se také podileji na
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pigmentovém zbarveni kutikul hmyzu [85, 87]. Jednotlivé pteriny jsou zodpoveédné za
rizné barvy: Zlutd (xanthopterin), ¢ervena (erythropterin), bild (leukopterin) atd. [88].
Jednou z funkci zbarveni kutikul je funkce ochrannd. Z pohledu ochranné funkce
muZeme zbarveni délit na varovné nebo maskovaci [89-91]. Zbarveni kutikul se méni
s vyvojovym stiddiem hmyzu, ro¢nim obdobim a je také zavislé na lokalité vyskytu a
slozeni potravy. V ramci spoluprice s prof. RNDr. Pavlem Stysem, CSc. z katedry
zoologie PTF UK vznikla studie zabyvajici se vyvojem HILIC-MS/MS metody vhodné
ke stanoveni jednotlivych pterinli (biopterin, isoxanthopterin, leukopterin, neopterin,
xanthopterin a erythropterin) v kutikuldch plostic (Pfiloha VII). Stanoveni pterint
v kutikulach bylo provedeno na dvou druzich plostic, a to Graphosoma lineatum a
Graphosoma semipunctatum z riznych lokalit a v riznych vyvojovych stadiich.
HILIC systém byl zvolen kviili vysoké polarité pterini a MS/MS detekce pro
zajiSténi dostatecné citlivosti a selektivity. V rdmci optimaliza¢niho procesu metody
byly nalezeny vhodné MRM piechody pro jednotlivé analyty. HILIC metoda byla
optimalizovdna s cilem dostatecné separace pterinli, symetrického tvaru piku,
minimdlniho vlivu matrice na ionizaci analytd a maximdlni odezvy pterini v MS
detektoru. Optimalizované podminky byly nasledujici: Kolona ZIC-HILIC (150 x
4,6 mm, 3,5 um), MF acetonitril/octan amonny (5 mM, pH 6,80) 85/15 (v/v), pratok
mobilni faze 0,5 ml/min a teplota kolony 30 °C. Za téchto podminek bylo dosazeno
dostate¢né retence analytl (retencni faktor byl vySsi nez 1), dobré separace (rozliSeni
bylo vys$§i nez 1,3), uspokojivého tvaru pikl (faktor symetrie se pohyboval mezi 0,9 a
1,2) a dostatecné citlivosti. Na Obr. 8 je ukdzdna separace standardli studovanych
pterini o koncentraci 625 ng/ml. JelikoZ nebyly dostupné isotopicky znacené
standardy, ani matrice extraktu kutikul, kterd by neobsahovala pteriny, tak byla
kalibracni zdvislost naméfena v Cistych rozpoustédlech. K ovéteni, zda data ziskana
kalibra¢ni z4vislosti jsou spravnd, byla pouZzita metoda piidavku standardu. K tomuto
ucelu byla pouzita kutikula Graphosoma lineatum Cervené formy, v které byl obsah
pterinll stanoven obéma piistupy. Nebyl pozorovén zZadny statisticky vyznamny rozdil
mezi vysledky ziskanymi z kalibracni zavislosti v Cistych rozpoustédlech a metodou
piidavku standardu. Z toho je zfejmé, Ze nedochdzelo k vyznamnému vlivu matrice na

ionizaci pterind, a proto mohla byt dale pouzivana kalibra¢ni zavislost.
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Obr. 8 Prekryté MRM chromatogramy standardl pterinti (¢ = 625 ng/ml). SF: ZIC-HILIC. MF:
acetonitril/octan amonny (5 mM, pH = 6,80) 85/15 (v/v); analyt.: 1, isoxanthopterin 2, biopterin 3,

xanthopterin 4, leukopterin 5, erythropterin 6, neopterin (pfevzato a upraveno z Piilohy VII).

Tato optimalizovand metoda byla pouZita ke stanoveni pterinii ve Ctyfech
formach Graphosoma lineatum (larvélni, svétld, Zlutd a Cervend) a jedné forme
Graphosoma semipunctatum (oranZova). Z vysledkl je patrné, Ze jednotlivé formy
plostic obsahuji rozdilné pteriny o rizném relativnim zastoupeni. To m4 za nésledek
jejich rozdilné zbarveni. Tato metoda byla pfevzata a ispeSné pouZita pii objasiovani

mechanismu zbarveni u Zelvy sitované [92].
2.3 HILIC V GLYKOPROTEOMICKE ANALYZE

2.3.1 Glykoproteiny

Glykoproteiny jsou biomolekuly, které se sklddaji z proteinli, na které je
kovalentné vazana sacharidova Cast neboli glykan. Glykosylace se fadi mezi jednu
z nejvyznamngéjSich post-translacnich modifikaci proteind a pfedpoklada se, Ze vice
jak 50 % proteinti je glykosylovanych [93, 94]. Glykosylace proteini hraje zdsadni roli
v mnoha vyznamnych biologickych procesech jako napiiklad v bunééném vyvoji [95],
lektinem zprostiedkované komunikaci mezi buitkami [96], imunitni odpovédi [97-99]
atd. Podili se také na spravné konformaci proteinli a ovliviiuje jejich rozpustnost a
nachylnost k proteolytickému $té€peni [100, 101]. Zména v glykosylaci proteint, at’ uz
pfitomnost neobvyklych glykanovych struktur, nebo jejich zvySend/sniZena
koncentrace v biologickych tekutinich, je spojena s fadou riznych onemocnéni, jako

je mnaptf. rakovina [102, 103], neurodegenerativni onemocnéni [104], plicni
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onemocnéni [105], infekce a zanét [106, 107], poptipad¢ schizofrenie [108]. Spravna
glykosylace je také kli€ova pro spravnou a efektivni funkci biofarmaceutik, jejichz
zakladem jsou glykoproteiny [109, 110].

Glykoproteiny jsou zchemického pohledu strukturné velmi rozmanité
biomolekuly. Na zdklad¢ toho, jakym zplsobem je glykan pfipojen k peptidovému
fetézci proteinu, rozezndvame dva zdkladni typy glykosylace: N-glykosylaci a O-
glykosylaci [94]. Biosyntéza obou typi glykanll je fizena enzymatickou kaskddou
glykosyltransferas. Tato biosyntéza se nefidi zcela jasnou Sablonou, a proto muze
vznikat veliké mnozZstvi strukturné¢ podobnych glykant. U eukaryotickych organismu
zacind biosyntéza N-glykanl v endoplazmatickém retikulu. Jako prvni vznikd glykan
skladajici se ze dvou N-acetylglukosamini (GIcNAc), deviti manos (Man) a tfech
glukos (Glc). Tento glykan je pfipojen na peptidovy fet€zec a napomahd spravnému
sbaleni proteinu. Po sbaleni proteinu dochazi k odSt€peni glukos a postupnému
odstranéni manos a k naslednému piiddvani riznych monosacharidi. Tento proces
probihd jak v endoplazmatickém retikulu, tak v Golgiho apardtu. Mezi nejbéZné&jsi
monosacharidy, které miZeme v glykanech nalézt patii N-acetylglukosamin, manosa,
galaktosa (Gal), N-acetylgalaktosamin (GalNAc), fukosa (Fuc), a sialovd kyselina
(Sia). N-glykany maji spole¢né tzv. jadro, které se sklddd ze dvou N-
acetylglukosaminti a tfech manos. Na toto jddro se vdZou dal$i monosacharidové
jednotky [94]. Rozezndvame tfi nejbéZnéjsi skupiny N-glykanl: vysoce manosovy typ,

hybridni typ a komplexni typ. Jednotlivé typy N-glykant jsou ukdzdny na Obr. 9.

sialova kyselina
galaktosa
N-acetylglukosamin
manosa

fukosa

asparagin

serin

threonin

jakakoliv aminokyselina kromé prolinu
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Obr. 9 Zakladni typy N-glykand: A) vysoce manosovy B) hybridni C) komplexni (pfevzato a upraveno
z [111]).
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Pro vysoce manosovy typ je charakteristické, Ze se na jadro glykanu vdZou jen manosy.
Z a3 ramena jadra je vazan jednoduchy fetézec manos, pficemz u a6 ramena dochdzi
k vétveni manos. Vysoce manosovy typ obvykle obsahuje 5 az 9 manos. U
komplexniho N-glykanového typu vychézeji z jadra ramena tvofend GIcNAc-Gal. Ta
byvaji ¢asto zakoncena sialovymi kyselinami. Na o3 a a6 manose miZe dochdzet
k vétveni za vzniku viceramennych komplexnich N-glykanii. Poslednim béznym
typem je hybridni typ. U tohoto typu je na a3 manosu vdzdn GIlcNAc-Gal (miiZze
dochazet k vétveni) a rameno a6 je vétveno pouze dalSimi manosami. Na GIcNAc, a
to jak jaderné, tak i ramenné, se béZné vaze fukosa. N-glykany se kovalentn€ vdZou na
peptidovou kostru N-glykosidovou vazbou na postranni fetézec asparaginu, ktery musi
byt soucdsti sekvence asparagin-X-serin/threonin, kde X predstavuje jakoukoliv
aminokyselinu kromé prolinu. Pfitomnost tohoto motivu vS§ak nezarucuje, Ze konkrétni
misto bude glykosylované, coz se oznacuje jako makroheterogenita glykoproteinu. Na
zékladé regulace biosyntézy se jednotlivé N-glykany mohou na jednom glykosyla¢nim
misté lisit v délce a sloZeni jednotlivych ramen a také ve vazbé monosacharidii mezi
sebou, coZ se nazyva mikroheterogenita glykoproteinu [94, 111].

O-glykany jsou pfipojeny na peptidovy fetézec O-glykosidovou vazbou mezi
GalNAc a hydroxylovou skupinou serinu nebo threoninu. Na rozdil od N-glykanti pro
n¢ neexistuje jasny motiv v sekvenci proteinu, ktery by urcoval misto jejich navazani
na peptidovy fetézec. O-glykany jsou strukturné velmi rozmanité. Nejbéznéjsi a
nejvice prostudované jsou O-glykany mucinového typu. V soucasné dobé je popsano
osm typu jader, kterd se nasledn¢ mohou vétvit a prodluzovat dal§imi monosacharidy

[94, 112] . Téchto osm jader je ukdzano na Obr. 10.

B N-acetylglukosamin
S/, S/, S/T... S/, B N-acetylgalaktosamin

S serin
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a3 B6 a6 a3
WS/Tee LS/T S/ ST,

Obr. 10 Osm typt jader mucinovych O-glykanti (pfevzato a upraveno z [111]).
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2.3.2 Glykoproteomicka analyza

Vzhledem k vysoké strukturni diverzité glykand, mikro- a makroheterogenité
glykoproteind, velmi rozdilnym koncentraénim hladindm jednotlivych glykoforem a
komplexnosti biologickych materidli je glykoproteomickd analyza ne zcela
jednoduchym analytickym udkolem. Obecné rozezndvame dva zdkladni pfistupy
v analyze glykoproteinti. Prvni piistup je zaloZen na uvolnéni glykani z peptidového
fetézce. N-glykany se nejCastéji odStépuji od peptidu enzymaticky pomoci PNGasy F,
zatimco O-glykany jsou odStépeny chemicky, a to nej€astéji B-eliminaci. Vzorek je
nasledné preciStén pomoci extrakce na tuhé fazi (Cis, HILIC, nebo kolonky s poréznim
grafitizovanym uhlikem (PGC)). Uvolnéné glykany jsou analyzovany bud’ pfimo LC-
MS/MS, nebo jsou derivatizovany scilem zvySeni ioniza¢ni ucinnosti, napf.
permethylaci nebo derivatizaci 2-aminobenzamidem. Deglykosylované proteiny jsou
podrobeny tryptickému Stépeni a analyzoviany LC-MS/MS. Timto zpusobem
ziskdvame informaci o jednotlivych typech glykani a aminokyselinové sekvenci
vdaném glykoproteinu, ale zdroven ztrdcime informaci ohledné charakteru
glykosylace na urCitém glykosylatnim mist€. Druhy pfistup je zaloZen na Stépeni
glykoproteinu peptidasou (nejCastéji trypsin). Tim se ziskaji tzv. intaktni
glykopeptidy, tedy peptidy nesouci glykany, a ty jsou analyzovany LC-MS/MS. Tim
ziskdvame informaci o daném glykanu a aminokyselinové sekvenci a zaroveil mame
informaci o glykosylaénim misté. Pfistupy ke glykoproteomické analyze jsou
prehledné a detailn¢ shrnuty v fad¢ ¢lanka [111, 113-117].

Kli¢ovou analytickou technikou v glykoproteomické analyze je MS, a to kvili
své citlivosti, rychlosti, a hlavn& schopnosti poskytovat strukturni informace o
jednotlivych glykoformdch [111, 114]. Mezi nejpouzivanéjsi MS instrumenty
v glykoproteomické analyze patii hybridni MS kombinujici né€kolik analyzatorti za
sebou, jako je napf. Q-ToF a Q-orbitrap. I kdyZ je stdle nejbéZnéjSim typem
fragmentace kolizn¢ indukovand disociace (CID), stdle vice se v glykoproteomické
analyze prosazuji alternativni typy fragmentaci, jako je disociace pfenosem elektroni
(ETD), infraCervend multifotonovd disociace (IRMPD), poptipadé vysoko-
energetickd disociace prenosem elektronii (EThcD). Témito typy fragmentaci se
dosahuje komplexnéjSich fragmentacnich spekter jak peptidové kostry proteinu, tak i

danych glykand. Pokroky v technice MS v rdmci glykoproteomické analyzy jsou
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prehledn¢ shrnuty v fad¢ piehledovych ¢lankt [111, 114]. Ackoliv je MS silnym
analytickym ndstrojem, potykd se sfadou problémul: nizZ§i ionizacni ucinnost
glykopeptidli ve srovndni s peptidy, nekompletni fragmentacni spektra, a to jak
peptidd, tak i glykanti, fragmentace ve zdroji spojend se ztratou sialovych kyselin a
nizk4 schopnost rozlisit jednotlivé isoformy glykant [111, 113, 118]. Z téchto diivodi
je vyhodné spojit MS s vhodnou separaéni technikou. V glykoproteomické analyze se
nejcastéji vyuzivd spojeni LC-MS, popiipadé spojeni MS s kapilarni zénovou
elektroforézou (CZE). Retenc¢ni, popiipadé¢ migracni Cas, velmi dobie dopliuje
informaci ziskanou z MS a miiZe napomoci ve spravné identifikaci jednotlivych
glykopeptidli. PouZiti téchto dvou separacnich technik v analyze glykani a

glykopeptidli shrnujeme v nasem ptehledovém c¢lanku (Pfiloha VIII).

2.3.3 Chromatografické chovani N-glykopeptidi v RP-LC médu

Vv s

Nejbézné€jsim chromatografickym médem v analyze glykopeptidli je méd RP-
LC za pouZiti staciondrni fdze obsahujici fetézce Cis. Obecné plati, Ze glykan vazany
na peptid zvySuje polaritu glykopeptidu, a tudiZ sniZuje jeho retenci v RP-LC médu
[119-121]. V nasi prvni studii (Pfiloha IX) zaméfené na glykoproteomickou analyzu
jsme se veénovali vlivu neutrdlnich monosacharidi glykanu na retencni chovani
glykopeptidli hemopexinu, haptoglobinu a globulinu vazajicitho sexudlni hormony
(SHBG) v nanoRP-LC. Od kazdého proteinu byly vybrany dva tryptické peptidy
s jednim glykosylatnim mistem. Celkem bylo od kazdého peptidu naslednym
Stépenim specifickymi glykosidasami ziskdno osm az deset glykoforem. Retence N-
glykopeptidi v RP-LC mdédu je fizena hlavné peptidovou kostrou. Retence
jednotlivych deglykosilovanych peptidii odpovidala jejich polarité, kdy nejvice poldrni
peptid (SHEIWTHSCPQSPGDGTDASH) eluoval jako prvni, naopak nejméné polarni
peptid (MVSHHDLTTGATLINEQWLLTTAK) eluoval jako posledni. Separace
jednotlivych glykoforem haptoglobinového peptidu VVLHPNYSQVDIGLIK je

ukazana na Obr. 11.
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Obr. 11 Normalizovany chromatogram extrahovanych iont (EIC) jednotlivych glykoforem peptidu
haptoglobinu VVLHPNYSQVDIGLIK v RP-LC médu. Symboly monosacharidti (viz Obr. 9), N forma
— peptidova kostra glykopeptidu obsahujici asparagin, D forma - peptidova kostra glykopeptidu
obsahujici kyselinu asparagovou (konverze asparaginu po odstépeni N-glykanu PNGasou F) (pievzato

a upraveno z Pfilohy IX).

Z tohoto obrizku je ziejmé, Ze ¢im vétsi je N-glykan, tim vice se sniZuje retence.
V tomto piipad¢ bylo nejnizsi retence dosaZzeno pro monofukosylovany Ctyframenny
N-glykan, naopak nejmensi reten¢ni posun od neglykosylovaného peptidu (N forma)
byl zaznamendn pro glykoformu obsahujici jeden GIcNAc. Zéaroven plati, Ze ptidavek
fukosy ke komplexnimu N-glykanu se projevi vyrazng&j$im retenénim posunem u
mensich N-glykant nez u vétSich. Diivodem je, Ze vétsi N-glykan ma vyssi polaritu, a
tudiz ptidavek jedné polarni fukosy se na celkové polarité projevi méné nezZ u mensich
N-glykant. Stejné retenéni chovani bylo pozorovdno u vSech studovanych

glykopeptidl ostatnich proteint.
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Retenc¢ni ¢as jednotlivych glykoforem je vyhodné vyjadfit pomoci relativniho
reten¢niho Casu (RRT), kdy vztahujeme retenci riznych glykoforem k jedné urcité
glykoformé. Na Obr. 12 vidime zdvislost RRT piirozené se vyskytujicich glykoforem
peptidu VVLHPNYSQVDIGLIK (vztaZzené k retenci glykoformy obsahujici jeden
GIcNAc) na poctu monosacharidovych jednotek. Zavislost miiZeme prolozZit

polynomem druhého stupné s koeficientem determinace 0,9968.

o
(o]
0
»
1

R®=0,9968

9 10 11 12 13 14
pocet monosacharidovych jednotek

Obr. 12 Polynomicka zéavislost druhého stupné RRT (fr/figienac forma) N@ poCtu monosacharidovych
jednotek pfirozené se vyskytujicich glykoforem peptidu VVLHPNYSQVDIGLIK. Symboly

monosacharidi (viz. Obr. 9) (pfevzato a upraveno z Ptilohy II).

UvaZujeme-li vSechny glykoformy uvedené na Obr. 11 (jak pfirozené se vyskytujici,
tak 1 ziskané Stépenim glykosidasami), tak regresni analyzou polynomem druhého
stupné ziskdme koeficient determinace 0,9151. Vyznamné sniZzeni koeficientu
determinace je zpisobeno relativné velkym retenénim posunem mezi
galaktosylovanymi a negalaktosylovanymi glykoformami, jak je patrné na Obr. 11.
Toto chovani by mohlo pravdépodobné souviset s rozdilnou polaritou galaktosy (log
P = -2,6) a N-acetylglukosaminu (log P = -1,7)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound). Vzhledem k této skutecnosti byla
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nalezena nejlepsi korelace mezi RRT jednotlivych glykoforem v zavislosti na sloZeni
glykanu pomoci dvouparametrické rovnice:

RRT = a*N(sacch - gall)2 + b*N(sacch - gal) + C*N(gal)2 + d*N(gal) +e 5
kde N(sacch - gal) pfedstavuje celkovy pocet monosacharidovych jednotek glykanu
minus pocet galaktos a N(gal) predstavuje celkovy pocet galaktos v glykanu. Tento
kvadraticky model zlepSil koeficient determinace u glykoforem peptidu
VVLHPNYSQVDIGLIK na 0,9959. Tato rovnice byla aplikovdna na vSechny
studované glykopeptidy a poskytla velmi vysokou shodu mezi predikovanymi a
naméfenymi daty. Testovani vlivu riznych gradientovych programii ukdzalo, Ze
ackoliv se absolutni retence glykopeptidi méni se zménou gradientového programu,

tak RRT se vyrazné neméni a odpovida hodnoté ziskané dle vySe popsané rovnice.

2.3.4 HILIC v separaci glykopeptidu

Ackoliv je RP-LC mdd stéle prvni volbou v analyze glykopeptidi, tak jak bylo
ukdzdno vySe, neposkytuje dostateCnou selektivitu pro separaci jednotlivych
glykoforem. Alternativou k RP-LC v analyze glykopeptidl je HILIC. HILIC systém
byl dspésné pouZit k zakoncentrovéani glykopeptidii pomoci HILIC SPE [122, 123] a
k analyze uvolnénych glykand [124, 125]. Naopak analyza intaktnich glykopeptidi
metodou HILIC neni zcela béZna a existuje relativné maly pocet publikaci na toto téma
[126-128]. Metodou HILIC byly také dspesné separoviny isomerni formy glykanil
[118, 128-130]. V naSi dalSi praci (Pfiloha X) jsme se zaméfili na analyzu
glykopeptidii hemopexinu v HILIC. Zmény glykosylace obecné a zejména zvySend
fukosylace byly navrzeny jako markery pro sledovani onemocnéni jater [131].
V neddvné studii byla ukdzdna zmeéna v koncentraci fukosylované isoformy
hemopexinového glykopeptidu v séru v souvislosti s jaternim onemocnénim [132].
Cilem nasi studie bylo zjistit, zda by HILIC systém neposkytl G¢innéjs$i separaci
jednotlivych glykoforem hemopexinu nez RP-LC, a nebyl tedy vhodné&j$i pro
kvantifikaci jednotlivych glykoforem. Analyza probihala v nanométitku na ¢ipu, kdy
jako staciondrni fdze byl pouzit Cisty silikagel (kolona HALO HILIC (150 x
0,075 mm, 2,7 pum)). Na Obr. 13 je ukdzan chromatogram separace glykoforem
peptidu SWPAVGDCSSALR za optimalizovanych HILIC podminek.
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Obr. 13 Normalizovany SRM chromatogram jednotlivych glykoforem peptidu hemopexinu

SWPAVGDCSSALR ziskany za optimalizovanych HILIC podminek (gradientovd eluce; MF: A: 0,1%
kyselina mravenc¢i B: acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci). Symboly monosacharidii (viz Obr. 9)

(ptevzato a upraveno z Piilohy X).

Elucni potadi glykopeptidl s neutrdlnimi monosacharidy je zaloZeno na jejich polarité,
tedy nejméné polarni glykopeptid (dvojramenny glykan) eluuje jako prvni a pfidavek
dal$i monosacharidové jednotky zvySuje polaritu molekuly a tim dochazi ke zvySeni
retence (opacny trend nezZ u RP-LC). HILIC v porovnani s RP-LC poskytuje vyrazné
vyS$$i rozliSeni jednotlivych glykopeptidii s neutrdlnimi monosacharidy. Na druhou
stranu u RP-LC bylo mozné od sebe separovat glykopeptidy obou studovanych peptida
(SWPAVGDCSSALR a ALPQPQNVTSLLGCTH), nebot’ jejich retence je zaloZena
hlavné na peptidové kostie. To se u HILIC nepodatilo a dochazelo k ¢4stecné koeluci
n¢kterych  glykopeptidi  obou  peptidii, kdy  glykopeptidy  peptidu
SWPAVGDCSSALR eluovaly v retencnim okné 29,5 — 35,5 min a glykopeptidy
peptidu ALPQPQNVTSLLGCTH v reten¢nim okné 31,5 — 36,0 min.

Z Obr. 13 je patrné, Ze u dvojramenného fukosylovaného peptidu byly ziskdny
¢astecné oddelené dva piky (Rs= 0,44) pii jednom SRM prechodu, coZ naznacovalo,
Ze by se mohlo jednat o separaci isoforem liSicich se vazbou. Pro potvrzeni nebo
vyvrdceni této hypotézy jsme pouZzili specifické fukosidasy, a to al-2 a al-34
fukosidasy, které nestépi fukosu vdzanou na jaderny GlcNAc (vdzana vazbou al-6), a

naopak odStépuji fukosu védzanou na ramenni GIcNAc. V chromatogramu takto
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upraveného vzorku se mensi z dvou pikli dvojramenného fukosylovaného peptidu jiz
nevyskytoval. TudiZ prvni pik odpovida glykanu, kde je fukosa vdzdna na jaderny
GlcNAc a druhy pik odpovida fukose lokalizované na ramennim GIcNAc. Timto
zpusobem bylo také prokdzdno, Ze vétSina fukosylovaného trojramenného
glykopeptidu je ve formé s fukosou vdzanou na ramenu. HILIC tedy md potencidl
v separaci  fukosylovanych isoforem glykopeptidi hemopexinu. Vyhoda
chromatografické separace téchto isoforem spocivd v moZnosti pfimé analyzy bez
nutnosti dalsitho glykosidického Stépeni.

Na zdkladé¢ vySe ukdzaného potencidlu HILIC v separaci intaktnich
glykopeptidli byla testovdna staciondrni faze HALO penta-HILIC pro separaci
glykopeptidii hemopexinu (Pfiloha XI). Tato staciondrni fize obsahuje povrchové
porézni Castice s pentahydroxylovanym ligandem vdzanym na silikagelu, a tudiZ mize
vykazovat odliS§nou selektivitu od pfedchozi HILIC kolony. Na Obr. 14 je zobrazena
separace hemopexinovych glykopeptida tryptickych peptidi SWPAVGDCSSALR a
ALPQPQNVTSLLGCTH za optimalizovanych podminek.
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Obr. 14 Normalizovany SRM chromatogram jednotlivych glykoforem tryptickych peptidii hemopexinu
ziskany za optimalizovanych nanoHILIC podminek (gradientova eluce; MF: A: 0,1% kyselina mravenci
B: acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci). Symboly monosacharidi (viz Obr. 9) (pfevzato a upraveno

z Piilohy XI).
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Opct plati, Ze s rostouci velikosti glykanu dochazi ke zvySeni retence, ale ve srovnani
s kolonou HALO HILIC vykazovala kolona HALO penta-HILIC vySsi selektivitu 1
rozliSeni pro jednotlivé glykoformy. Zajimavé je, Ze ptfitomnost sialové kyseliny
vyrazn¢ prodluZuje retenci dané glykoformy. U fukosylovanych a mono-sialovanych
glykoforem bylo zaznamendno vice pikii pro jeden specificky SRM piechod. To
indikuje moZnou separaci isomerickych forem. Tak jako v ptedchozim pitipadé jsme
pro rozliSeni fukosylovanych glykoforem pouZili specifické fukosidasy. Bylo zji§téno,
Ze prvni pik fukosylované dvojramenné glykoformy peptidu SWPAVGDCSSALR
patii fukose vdzané na jaderny GIcNAc a druhy pik patii fukose vdzané na ramenni
GlcNAc. Stejné rozloZeni fukosy bylo prokdzano u trojramenné formy téhoZ peptidu,
tj. difve eluujici pik obsahuje fukosu védzanou na jadro a pozdéji eluujici pik fukosu
vdzanou na rameno. U fukosylované dvojramenné glykoformy peptidu
ALPQPQNVTSLLGCTH byla zaznamenéna ¢aste¢nd separace, kdy jako prvni eluuje
opét glykoforma obsahujici fukosu vdzanou na jadro a jako druhd eluuje glykoforma
s fukosou vdzanou na rameno. Fukosylovana trojramennd glykoforma tohoto peptidu
je ve formé s fukosou vdzanou na rameno. U glykoforem obsahujicich jednu sialovou
kyselinu vdzanou na dvouramenny glykan obou peptidi jsme obdrzeli dva dobie
rozdélené piky a u trojramenné glykoformy s jednou sialovou kyselinou peptidu
SWPAVGDCSSALR byly ziskany tfi piky. Pfedpokladalo se, Ze separaci zpusobuje
rozdilna vazba sialové kyseliny na galaktosu, kdy se mize vazat bud’ 02-3 nebo 02-6
vazbou. Pro potvrzeni této domnénky byla pouZita o2-3 neuraminidasa, kterd
odstépuje z glykanu sialové kyseliny vdzané pouze 02-3 vazbou. Analyza vzorku po
Stépeni 02-3 neuraminidasou vSak ukazala, Ze ani jedna sialové kyselina neni vazana
a2-3 vazbou. Naopak po pouziti 02-3,6,8,9 neuraminidasy se jiZ v chromatogramu
nevyskytovaly Zadné sialové glykoformy. To prokazuje, Ze vSechny sialové kyseliny
jsou véazany vazbou 02-6. S nejvétsi pravdépodobnosti se jednd o separaci isoforem,
které se 1iSi v umisténi sialové kyseliny, a to bud’ na a3 nebo na a6 ramené. Tfi
chromatografické piky trojramenné glykoformy s jednou sialovou kyselinou peptidu
SWPAVGDCSSALR mohou odpovidat separaci isoforem liSicich se v lokalizaci
sialové kyseliny na vétveném a6 ramené nebo na vétveném a3 ramené vétvicim se

dale B2 nebo B4 vazbou.
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Dile jsme v ramci této studie zkoumali vliv sloZeni mobilni fdze na retenci a separaci
glykopeptidl. Bylo zjisténo, Ze sloZeni vodné slozky MF ma zdsadni vliv na jejich
retenci a separaci. VySe zminéné separace jednotlivych glykopeptidi a jejich isomert
byly provadény s 0,1% kyselinou mravenci jako vodnou slozkou MF. Pfi pouziti
mravenc¢anu amonného (20 mM, pH 4,00) jako vodné slozky MF doslo k vyraznému
ndriistu retence pro vSechny neutrdlni glykoformy, napiiklad u dvojramenné
glykoformy peptidu SWPAVGDCSSALR doslo ke zvySeni retence z ptivodnich 28,9
min na 48,3 min. U glykopeptidi obsahujicich sialovou kyselinu nebyl narast retence
tak vyrazny, naopak u nékterych sialo-glykoforem doSlo ke sniZeni retence.
Mravencan amonny zpusobil také vyznamné zhorSeni separace jednotlivych
fukosylovanych isoforem a koeluci sialovych isoforem. Bylo ukdzdno, Ze sloZenim
MF se d4 velmi efektivné ovliviiovat retence, selektivita a separace glykopeptidil

v HILIC a Ze HILIC m4 velky potencidl v separaci isomert intaktnich glykopeptida.

2.3.5 Vliv obsahu acetonitrilu v nastiikovém solventu na rozpustnost
glykopeptidi

cvv s

V nasi pfedchozi studii [133] byly zaznamendny nizZ$i odezvy pro jednotlivé
glykopeptidy v HILIC v porovnani s RP-LC. Tento jev by mohl byt zptisoben odliSnou
ionizacni ucinnosti v ESI pfi odliSném slozeni MF, ale také moZnou niZ$i rozpustnosti
glykopeptidli v rozpoustédlech s vysokym obsahem organické slozky. Z tohoto
divodu jsme testovali vliv obsahu acetonitrilu (90, 80, 70 a 60 objemovych %)
v ndstiikovém solventu na rozpustnost glykopeptidi hemopexinu a haptoglobinu
(Ptiloha XII). Jako referentni standard byl pouzit solvent sklddajici se z 0,1% kyseliny
mravenéi v 2% acetonitrilu, kde jsou glykopeptidy pln€ rozpustné. Vzorky
glykopeptidii byly ziedény acetonitrilem tak, aby obsah acetonitrilu odpovidal
zminénym objemovym procentim. Findlni koncentrace proteinli ve vSech vzorcich
byla 0,05 pg/ul. Jedna ¢éast vzorka byla ponechdna po dobu 10 minut za laboratorni
teploty a druhd c¢4st byla ponechdna 24 hodin pii 4 °C (simulace podminek
v autosampleru), pficemz vzorky v 90% acetonitrilu byly testovany pouze za
laboratorni teploty po dobu 10 minut. Pfed analyzou byly vzorky odstfedény na
centrifuze a supernatant byl 5x zfedén MF (analyza probihala pomoci RP-LC). Na

Obr. 15 vidime vysledky pro glykopeptidy hemopexinu. Data jsou vyjidiena jako
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relativni plocha dané glykoformy v solventu obsahujicim rizné mnozZstvi acetonitrilu

vztazena k referenci (standard v solventu sloZzeném z 0,1% kyseliny mravenci v 2%

acetonitrilu).
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Obr. 15 Vliv mnozstvi acetonitrilu v nastfikovém solventu na precipitaci glykopeptidii hemopexinu.

Symboly monosacharidi (viz Obr. 9) (pfevzato a upraveno z Piilohy XII).

Z obrazku je ziejmé, Ze u 90% acetonitrilu doSlo k vyznamné precipitaci vSech
glykoforem. Déle je vidét, Ze ¢im vétsi je glykan, k tim vyznamnéjSi precipitaci
dochdzi, jak je patrné u 80% acetonitrilu, a také, Ze pii nizsi teploté¢ (4 °C) maji
glykopeptidy niz$i rozpustnost. Pfitomnost sialové kyseliny vyrazné€ sniZuje
rozpustnost glykopeptidi v acetonitrilu. Stejné chovdni bylo pozorovdno i u
haptoglobinovych glykopeptidi. SloZeni néstfikového solventu v HILIC nemusi
ovlivnit pouze rozpustnost glykopeptidi, ale méd také vyznamny vliv na
chromatografické parametry, jak jsme ukdzali v nasi pfedchozi studii (Pfiloha X)
[133], kdy sniZeni obsahu acetonitrilu v néstfikovém solventu z 80 obj.% na 70 obj.%
zpusobilo posuny v reten¢nich ¢asech glykopeptidii hemopexinu a sniZeni na 60 obj.%
acetonitrilu zpuasobilo rozdvojeni chromatografickych pikt. Je zitejmé, Ze sloZeni

nastfikového solventu je vyznamnym parametrem, ktery se musi v HILIC
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glykopeptidii peclivé optimalizovat, aby nedochdzelo k negativnimu ovlivnéni
separace a zkresleni dat v kvantitativni analyze zptisobenému precipitaci specifickych

glykoforem.

2.3.6 Vliv typu stacionarni faze na separaci glykopeptidii hemopexinu a
IgG v HILIC

Jak jiz bylo ukédzano vySe, hlavnim parametrem ovliviiujicim separaci v HILIC
je vybér staciondrni faze. V nésledujici studii (Pfiloha XIII) jsme porovnali separaéni
potencidl tii riznych HILIC kolon, a to HALO penta-HILIC, ZIC-HILIC
(zwitteriontova sulfoalkylbetainové stacionérni faze) a Glycan BEH Amide v analyze
vybranych glykopeptidli hemopexinu a IgG. Separace hemopexinovych glykopeptidi
ziskand za gradientové eluce (MF: A: 0,1% kyselina mravenci, B: acetonitril s 0,1%

kyselinou mravenc¢i) na jednotlivych kolondch je ukazana na Obr. 16.

PEP1  pgp2 PEP1
HALO penta-HILIC Ei by PEP2 e
¢ de . Jum
b b 4’. 1
[ PEP2
1001 tsn |
PEP1 A \
50 / E PEP1 PEP2
g £ &
604 PEP1 e *

normalizovana odezva (%)

/ i
40 ?:3 X i f‘ w :
227 ‘ U/( \ L L

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
t (min)
pEp2 w2 PEP1 PEPI
Glycan BEH Amiderept £ [} 1 e ZIC-HILIC

4
'

PEP1 PEP2 PEP1 PEP2 PEP2 PEP1
H i s PEP1 & H .
ol Fal R =

‘e i ¥

i I

< 100 % 100 (
s ©
J 80 N 801  pepe
] o o
B 8 A
s 60 g 60 i
g g
g 40 g 40
N N
© ©
E 20 E 20
o o
< c
0 0
29 33 38 39 40 41 42 43 44 45

t (min)

Obr. 16 Normalizované chromatogramy glykopeptidd hemopexinu ziskané za gradientové eluce na
kolonach HALO penta-HILIC, Glycan BEH Amide a ZIC HILIC. PEP1 je peptid SWPAVGNCSSALR
a PEP2 je peptid ALPQPQNVTSLLGCTH. Symboly monosacharidut (viz Obr. 9) (pfevzato a upraveno
z Piilohy XIII).
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Z tohoto obrazku je patrné, Ze nejlepsi separace bylo dosaZeno na koloné¢ HALO penta-
HILIC, kdy doslo k separaci vétSiny glykopeptidi téméf na zdkladni linii. Kolony
Glycan BEH Amide a ZIC-HILIC poskytovaly vyrazné horSi separaci, kdy fada
glykopeptidli koeluovala. Studované kolony se liSily téZ elu¢nim pofadim nékterych
glykopeptidli, kdy napiiklad na koloné HALO penta-HILIC jako prvni eluovala
dvojramennd glykoforma (A2G2) peptidu SWPAVGNCSSALR a u kolony Glycan
BEH Amide eluovala jako druha. Sialové kyselina vyrazné prodluzovala retenci u
kolony HALO penta-HILIC, zatimco u kolony Glycan BEH Amide nebyl jeji vliv tak
markantni. Naopak u kolony ZIC-HILIC dochéazelo vlivem elektrostatické repulze
mezi negativné nabitou sulfonovou skupinou sulfoalkylbetainu a negativné nabitou
sialovou kyselinou ke snizovéni retence. Kolona HALO penta-HILIC jako jedind byla
schopna velmi dobte separovat fukosylované isoformy dvojramenného glykopeptidu
(A2G2F1; fukosa na jadfe nebo na rameng) u obou peptidi. U kolony Glycan BEH
Amide bylo dosazeno separace fukosylovanych isoforem glykopeptidu A2G2F1
pouze u peptidu SWPAVGNCSSALR, zatimco u druhého peptidu dochézelo k uplné
koeluci obou isoforem. Kolona ZIC-HILIC neposkytovala Zadnou separaci
fukosylovanych isoforem. Také u isoforem obsahujicich sialovou kyselinu bylo
nejlepsi separace dosazeno na koloné¢ HALO penta-HILIC, kdy byly monosialované
isoformy dvojramennych glykopeptidii (A2G2S1) oddéleny az na zdkladni linii. U
kolony Glycan BEH Amide dochézelo pouze k ¢aste€né separaci (rozliSeni 1,02 pro
isoformu A2G2S1 peptidu SWPAVGNCSSALR a 0,82 pro stejnou isoformu peptidu
ALPQPQNVTSLLGCTH) a nejhorsi separace bylo dosaZzeno na kolon¢ ZIC-HILIC
(rozliSeni 0,74 pro formu A2G2S1 peptidu SWPAVGNCSSALR a 0,43 pro stejnou
formu peptidu ALPQPQNVTSLLGCTH). Pti separaci glykopeptidi IgG bylo nejlepsi
separace dosazeno na koloné HALO penta-HILIC, naopak nejhorsi na koloné ZIC-
HILIC. Kolony HALO penta-HILIC a Glycan BEH Amide byly schopné ¢aste¢né
separovat isoformy dvojramenného glykopeptidu s jednou galaktosou (A2G1F1) liSici
se v pozici galaktosy (umisténi na a3 nebo a6 ramen¢). V piipadé kolony ZIC-HILIC
tyto isoformy eluovaly v jednom piku. V této studii bylo ukdzdno, Ze vyber spravné
stacionarni faze je zdsadni pii optimalizaci HILIC metody uréené k charakterizaci

glykoproteind a jejich isomert.
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2.3.7 Separace glykopeptidi IgG za pouziti HILIC/IEC

V této studii (Pfiloha XIV) jsme zkoumali separacni potencidl kolon ACE
HILIC v analyze glykopeptidi IgG. Peptidova kostra studovanych glykopeptidii IgG
ma dva kladné néboje, jeden na argininu, druhy na terminalni aminoskupiné, a tfi
zéporné naboje, které nesou dvé glutamové kyseliny a C-termindlni karboxylova
skupina. V MF skléddajici se z acetonitrilu a 0,1% kyseliny mravenci jsou vSak tyto
karboxylové skupiny pouze ¢astecné disociované. Za optimalizovanych gradientovych
podminek bylo nejniZSich retenci glykopeptidii dosazeno na koloné HILIC-A, coz
muze byt zplusobeno elektrostatickou repulzi mezi casteCné disociovanymi
silanolovymi skupinami SF a tfemi casteCné disociovanymi karboxylovymi
kyselinami peptidové kostry IgG. Naopak u kolony HILIC-B doslo ke zvyseni retence
v porovnani s kolonou HILIC-A vlivem pfitazlivych elektrostatickych interakci. Tento
efekt byl nejvyrazngj$i u glykopeptidii obsahujicich sialovou kyselinu. Opét bylo
zaznamendno podobné retencni chovani na koloné¢ HILIC-N a kolon& HILIC-B, jak
Jiz bylo popsdno v kapitole 2.1.4. Na zdkladé¢ porovnédni rozliSeni jednotlivych
glykopeptidll 1ze pozorovat urcité trendy. V tabulce 1 je uvedeno porovnani rozliSeni
glykopeptidii obsahujicich shodny glykan vazany jednou na IgGl (sekvence
EEQYNSTYR) a podruhé na IgG2 (sekvence EEQFNSTFR). Nejvyssi rozliSeni
téchto glykopeptidii bylo dosaZeno na kolon¢ HILIC-N, naopak nejhor$i na koloné
HILIC-A.

Tabulka 1 RozliSeni glykopeptidl obsahujicich shodny glykan vazany na rozdilny peptid (IgG1 a IgG2),
R (R = (tr2 — tr,1)/0,5 X (Wwi+ w»)); tr1— retenéni Cas difve eluujiciho piku, fr» — retenéni ¢as pozdéji
eluujictho piku, w Sitka piku pfi zdkladné difive eluujictho piku, w; Sitka piku pii zdkladn€ pozdéji

eluujiciho piku. Schéma studovanych glykant je uvedeno na Obr. 17.

HILIC-A HILIC-B HILIC-N
A2F1: IgG1/1gG2 0,56 125 3,38
GOFB: IgG1/1gG2 0,48 1,90 3,26
A2GIFI1: IgG1/IgG2 0,32 1,13 2,29
GIFB: IgG1/IgG2 0,31 1,25 2,08
A2G2F1: IgG1/IgG2 0,35 1,26 2,96
A2G2F1S1: IgG1/IgG2 0,33 1,02 1,71
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Obr. 17 Schéma studovanych glykant z Tabulky 1. Symboly monosacharidt (viz Obr. 9).
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Jednotlivé monosacharidy glykanu maji vliv na fyzikdlné-chemické vlastnosti
celého glykopeptidu. V této praci bylo testovano celkem Sest pard glykopeptidli
liSicich se o galaktosu, Ctyfi pdry liSici se o N-acetylglukosamin a dva pary liSici se o
sialovou kyselinu. Nejlepsi rozliSeni glykopeptidi liSicich se o galaktosu bylo
dosazeno na koloné¢ HILIC-A, naopak nejhor$i u kolony HILIC-B, jak je patrné
z tabulky 2. Kolona HILIC-A také vykazovala nejlepsi rozliSeni u glykopeptidi
lisicich se o N-acetylglukosamin. Naopak nejvyssi rozliSeni glykopeptidil lisicich se
pfitomnosti sialové kyseliny bylo dosaZzeno na koloné¢ HILIC-N.

Tabulka 2 Rozligeni glykopeptidii ligicich se o uréitou monosacharidovou jednotku, R (R = (tr> —

trr,1)/0,5 X (Wi+ w»)); tr,1— retencni Cas diive eluujiciho piku, fr» — retencni cas pozde¢ji eluujiciho piku,

wi Sitka piku pii zdkladné diive eluujictho piku, w» Sitka piku pfi zdkladné pozdéji eluujiciho piku.
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Schéma studovanych glykanti je uvedeno na Obr. 18.
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HILIC-A HILIC-B HILIC-N
rozdil o galaktosu R
IgG1l: A2G1F1/A2F1 2,07 0,75 1,48
IgG1: A2G2F1/A2GIF1 2,18 0,82 1,46
IgG1: G1FB/GOFB 1,31 0,57 1,48
IgG2: A2G1F1/A2F1 2,00 0,58 1,97
IgG2: A2G2F1/A2G1F1 2,26 0,50 1,52
IgG2: G1FB/GOFB 2,28 0,69 1,41
rozdil o N-acetylglukosamin
IgG1: GOFB/A2F1 1,91 0,54 1,24
IgG1: GIFB/A2GI1FI 1,16 0,44 0,86
IgG2: GOFB/A2F1 2,12 0,56 1,45
IgG2: G1FB/A2GI1F1 1,59 0,38 0,65
rozdil o sialovou Kkyselinu
IgG1l: A2G2F1S1/A2G2F1 3,12 11,90 17,89
IgG2: A2G2F1S1/A2G2F1 3,63 11,08 23,32
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Obr. 18 Schéma studovanych glykani liSicich se o urc¢itou monosacharidovou jednotku z Tabulky 2.

Symboly monosacharidi (viz Obr. 9).
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Pouze na koloné HILIC-A bylo moZné ¢aste¢né separovat isoformy glykanu A2G1F1
na obou peptidech (IgG1, R = 0,37 a IgG2, R = 0,51), zatimco na koloné¢ HILIC-N
byly ¢astené separovdny tyto isoformy pouze na peptidu IgG2 (R = 0,45). U kolony
HILIC-B nedochazelo k zaddné separaci isoforem. Na zdkladé vysledki se ukdzalo, Ze

kazda z testovanych kolon je vhodna pro separaci urcité skupiny glykopeptida.

2.3.8 Predikce retencnich oken glykopeptidi v HILIC

V poslednich nékolika letech byla vyvinuta fada glykoproteomickych program,
které umoznuji identifikaci glykopeptidii na zdklad€é porovnani naméfenych MS/MS
dat s in silico databazi teoretickych kombinaci glykant a peptidi [134-136]. Tyto
programy poskytuji relativné vysoké mnoZzstvi faleSné€ pozitivnich nebo negativnich
identifikaci vzhledem ktomu, Ze ne vZdy se podaii ziskat MS/MS spektrum
odpovidajici kvality, poptipad¢ vzorek obsahuje glykany nebo modifikované peptidy,
které program neznd [134, 137]. Reten¢ni chovani glykopeptidii v LC muze slouzit
jako doplnujici informace k MS spektrim a zaneseni této informace do
glykoproteomickych algoritmii miZze vést ke sniZeni mnoZstvi nespravné
identifikovanych glykopeptida [121, 138, 139]. Studie zabyvajici se predikci
retenCnich oken (Pfiloha XV) vzeSla z poznatku, Ze RRT jednotlivych glykoforem
v HILIC se vyznamné neméni v zdvislosti na peptidové kostte, 1 kdyz absolutni retence
glykopeptidl je v fad¢ piipadii velmi rozdilnd. Méfeni byla provddéna na koloné
HALO penta-HILIC v nanoméfitku. Pro vypocet RRT jednotlivych glykopeptidi byla
pouzita dvojramennd glykoforma A2G2 (RRT = ti(glykoforma x)/fr(glykoforma A2G2)), ktera se
u mnoha plasmatickych glykoproteinii vyskytuje ve vysokém zastoupeni a k jeji
identifikaci neni potfeba z4ddnd dal$i enzymatickd dprava. Predikce absolutnich
retencnich Cast glykopeptidi v HILIC nenf zcela jednoduchym tkolem, a proto byla
pouzita predikce RRT. Namisto predikce pfesné hodnoty RRT bylo predikovano

reten¢ni okno — zky Casovy interval, ve kterém eluuje dand glykoforma. K uréeni
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retencnich oken byly pouzity RRT glykopeptidi ziskanych tryptickym Stépenim
plasmatickych glykoproteini haptoglobinu, hemopexinu a SHBG. Nasledné byl
vypoften medidn a standardni odchylka (SD) RRT pro danou glykoformu. Za
pfedpokladu Gaussova rozdé€leni RRT byly urCeny hranice daného retencniho okna
jako median RRT + 3xSD, coz ptedstavuje 99,7% pravdépodobnost vyskytu dané
glykoformy. Na Obr. 19 je na proteinu fetuinu demonstrovano, jak dany koncept RRT
funguje v ptipadé¢ glykopeptidi peptidu LCPDCPLLAPLNDSR. Nejprve byla
identifikovdna glykoforma A2G2 daného peptidu pomoci LC-MS/MS (horni
chromatogram). Pomoci retence této glykoformy byla ur¢ena horni a dolni hranice
retenéniho okna ostatnich glykoforem (na chromatogramu oznaceno cervenymi
liniemi). Z obrazku je patrné, Ze vSechny identifikované glykoformy daného peptidu
eluovaly v predikovanych reten¢nich oknech (,,rozdvojené* piky u sialoglykoforem
odpovidaji ¢aste¢né separaci isoforem 02-3 nebo 02-6 vdzané sialové kyseliny), coZ
zvySuje spolehlivost identifikace daného glykopeptidu. I kdyz byl koncept reten¢nich
oken v HILIC testovan na omezeném mnoZstvi glykopeptidl, ukézal se jako funkéni
a vhodny k zac¢lenéni do glykoproteomickych programt s cilem zlepSeni spolehlivosti
identifikace glykopeptidil.
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Obr. 19 SRM chromatogramy glykopeptidi LCPDCPLLAPLNDSR fetuinu s ozna¢enymi retenénimi

okny (Cervené linie) predikovanymi dle RRT modelu (pfevzato a upraveno z Ptilohy XV).
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3 ZAVER

V predkladané habilitac¢ni préaci byly shrnuty vysledky mé vyzkumné Cinnosti
v oblasti hydrofilni interak¢éni kapalinové chromatografie z let 2012 az 2022.

Prvni &4st price je zaméfena na popis mechanismu separace v HILIC. Radou
chromatografickych testii jsme charakterizovali a porovnali riizné HILIC systémy.
Uka4zali jsme, Ze ve studovanych systémech dochédzi ke komplexnimu mechanismu
retence/separace a identifikovali jsme hlavni interakce, které se v danych systémech
uplatnuji. Cyklofruktanové SF vykazovaly vyssi selektivitu a separacni potencial pii
analyze polarnich peptidii ve srovndni s klasickou silikagelovou SF a mohou tedy
slouzit jako vhodné SF v HILIC. Na zdklad¢é tfady chromatografickych testli jsme
prokdzali, Ze dvé kolony se shodnym ligandem (amidové SF) vykazuji podobné, ale
ne totozné interakéni moznosti. Perspektivnim LC mdédem je HILIC/IEC. Nedavno
pfedstavené stacionarni faze (ACE HILIC kolony) schopné pracovat v HILIC/IEC
modu byly porovnédny z hlediska uplatnéni iontovych interakei a byl demonstrovan
jejich potencidl pro separaci biologicky aktivnich peptidii. Opomijenym ale
vyznamnym parametrem, kterym lze ovliviiovat retenci a selektivitu v HILIC, je typ a
koncentrace kationtu pufru MF, jak bylo prokdzdno pii analyzidch vybranych
aminokyselin, dipeptidl a jejich N-blokovanych analogli na amidové a silikagelové
SF.

Vzhledem ke komplexnimu a stidle ne zcela objasnénému separacnimu
mechanismu HILIC, a s tim spojené horsi predikci reten¢niho chovani poldrnich
analytli, neni HILIC pfi vyvoji chromatografickych metod stéle tak populdrni jako RP-
LC. I ptesto je ve druhé ¢asti prace ukdzan aplikacni potencidl HILIC v analyze
malych molekul. Podatilo se vyvinout robustni, presné a dostate¢né citlivé HILIC-
MS/MS metody pro stanoveni konkrétnich analytd ve tfech rGznych oblastech, a to
stanoveni efedrinu v pevnych 1ékovych formach, stanoveni alantoinu v lidském séru a
stanoveni pterint v kutikuldch plostic.

Tteti ¢ast prace je vénovana HILIC v glykoproteomické analyze. Z porovnani
RP-LC a HILIC v analyze intaktnich glykopeptidl plyne, Ze HILIC poskytuje vySsi
rozliSeni pro jednotlivé glykoformy téhoZ peptidu a vykazuje vysoky potencidl

v separaci isomernich struktur. Hlavnim parametrem ovlivilujicim separaci
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glykopeptidli v HILIC je vybér SF. Ze vSech testovanych SF bylo dosazeno nejvyssiho
rozliSeni jednotlivych glykopeptidii na kolon¢ HALO penta-HILIC. Zéiroven tato
kolona poskytovala nejvyssi rozliSeni fukosylovanych a sialovanych isoforem.
Vyznamnym parametrem ovliviiujicim HILIC analyzu glykopeptidi je sloZeni
nastfikového solventu, které se musi peclivé optimalizovat. Pfi vysokém obsahu
acetonitrilu miZe dochdzet k precipitaci urcitych glykoforem a naopak pfi nizkém
obsahu miiZze dochdzet k posunu retencnich casii, popiipadé az k rozdvojeni
chromatografickych pikil. V posledni studii zahrnuté v habilita¢ni prici je ilustrovano
vyuziti retencniho chovani glykopeptidiit v HILIC k vytvoreni predikéniho modelu
retencnich oken pro jednotlivé glykopeptidy. Inkorporace reten¢nich oken do
glykoproteomickych programi muZe vyznamné snizit faleSnou pozitivitu nebo
negativitu identifikace glykopeptidi na zdkladé MS spekter.

I kdyz vyvoj HILIC metod nebyvd z fady divodl rychlym a jednoduchym
tikolem, tak zcela jist¢ ma HILIC své pevné misto v analyzach polédrnich latek. Pro
HILIC je dostupné velké mnoZstvi SF. To na jednu stranu poskytuje velké mnoZstvi
moznosti pfi vyvoji metody, ale na druhou stranu je to komplikace pfi vybéru SF
vhodné pro konkrétni tcely. Z tohoto diivodu je nutné studovat, popsat a pochopit
procesy, které se pii HILIC uplatiiuji. V sou€asné dobé& se zabyvame popisem vlivu
iontovych interakci v HILIC/IEC v separaci intaktnich glykopeptidd pomoci
derivatizace ionizovatelnych funk¢nich skupin glykopeptidil a dile se zamétfujeme na
pochopeni a objasnéni separace isomert glykopeptidii v HILIC. Tento smér vyzkumu
bude piinosny v oblasti glykoproteomiky, charakterizace biologickych 1éCiv a

objevovani biomarkert charakteristickych pro riznd onemocnéni.
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