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Abstrakt

Glykoproteomika je naro¢nym odvétvim proteomiky, a to zejména kviili mikro-
a makroheterogenité¢ proteinové glykosylace. Hydrofilni interakéni kapalinovou
chromatografii (HILIC) Ize vyuzit pro separaci glykopeptidi pied jejich identifikaci
pomoci hmotnostni spektrometrie. Jedna se o vyhodnou alternativu ke kapalinové
chromatografii na reverzni fazi, kterd se pro tento typ separace bézné vyuziva.
V soucasnosti existuje fada komeré¢né dostupnych HILIC kolon liSicich se v chemické
struktufe stacionarni faze. Zaroven vSak neni publikovan dostatek srovnavacich studii, na
zaklad¢ kterych by bylo mozné vybrat adekvatni staciondrni fazi pro rGzné
glykoproteomické aplikace. V této diplomové praci byly porovnavany tii HILIC kolony
od vyrobce Advanced Chromatography Technologies (ACE): kolona HILIC-A se
silikagelovou stacionarni fazi, kolona HILIC-N s polyhydroxylovou stacionarni fazi na
bazi silikagelu a kolona HILIC-B s aminopropylovou staciondrni f4zi na bazi silikagelu.
Zaroven bylo provedeno srovnani téchto kolon s oktadecylovou reverzni stacionarni fazi.
Kolony HILIC-A a HILIC-B jsou schopny pracovat ve smiSeném retenénim modu, ktery
kombinuje hydrofilni a iontové vyménné interakce. Dle ocekavani, reverzni faze
odseparovala klastry glykopeptidit imunoglobulinu G1 a imunoglobulinu G2, které se
lisily v sekvenci aminokyselin, nicméné nebyla schopna adekvatné separovat glykoformy
se stejnym peptidem. VSechny ACE HILIC kolony doséhly vyssi separace glykoforem,
ruzné skupiny glykopeptidii vSak byly jednotlivymi kolonami separovany s rtiznou
ucinnosti. Kolony HILIC-A a HILIC-N navic separovaly izobarické formy A2GIF1
glykopeptidi a poukdzaly tak na potencidl pro identifikaci struktur izomerickych
glykoforem. V neposledni tfadé¢ byl na zdkladé naméfenych chromatografickych
parametr diskutovan moZzny reten¢ni mechanismus uplatiiyjici se pii vyuziti HILIC

stacionarnich fazi.

Klicova slova: Glykoproteomika, Glykopeptidy, Multimodalni chromatografie,

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie, Imunoglobulin G



Abstract

Glycoproteomics is a challenging branch of proteomics because of the micro- and
macro-heterogeneity of protein glycosylation. Hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC) is an advantageous alternative to reversed-phase
chromatography for intact glycopeptide separation prior to their identification by mass
spectrometry. Nowadays, several HILIC columns differing in used chemistries are
commercially available. However, there is a lack of comparative studies assessing their
performance, and thus providing guidance for the selection of an adequate stationary
phase for different glycoproteomics applications. Here, we compare three HILIC columns
recently developed by Advanced Chromatography Technologies (ACE) with
unfunctionalized (HILIC-A), polyhydroxy functionalized (HILIC-N), and aminopropyl
functionalized (HILIC-B) silica with a C18 reversed phase column in the separation of
human immunoglobulin G glycopeptides. HILIC-A and HILIC-B exhibit mixed-mode
separation combining hydrophilic and ion-exchange interactions for analyte retention.
Expectably, reversed-phase mode successfully separated clusters of immunoglobulin G1
and immunoglobulin G2 glycopeptides, which differ in amino acid sequence, but was not
able to adequately separate different glycoforms of the same peptide. All ACE HILIC
columns showed higher separation power for different glycoforms, and we show that each
column separates a different group of glycopeptides more effectively than the others.
Moreover, HILIC-A and HILIC-N columns separated the isobaric A2G1F1 glycopeptides
of immunoglobulin G, and thus showed the potential for the elucidation of the structure
of isomeric glycoforms. Furthermore, the possible retention mechanism for the HILIC

columns is discussed on the basis of the determined chromatographic parameters.

Keywords:  Glycoproteomics, Glycopeptides, Mixed-mode chromatography,

Hydrophilic interaction liquid chromatography, Immunoglobulin G
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

a Sitka vzestupné €asti chromatografického piku v 10 % vysky [min]
b Sitka sestupné ¢asti chromatografického piku v 10 % vysky [min]
As asymetricky faktor piku

Asn aminokyselina asparagin

AU arbitrarni jednotka

CID fragmentace v kolizni cele

C18 oktadecylova stacionarni faze

ECD disociace zachytem elektronu

ESI ionizace elektrosprejem

ETD disociace pfenosem elektronu

Fab fragment protilatky vazajici antigen

Fc fragment protilatky vazajici se na receptor

FT-ICR iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Fuc fukosa

Gal galaktosa

GalNAc N-acetylgalaktosamin
GlcNAc N-acetylglukosamin
Hex hexosa

HexNAc N-acetylhexosamin

HILIC hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie

HILIC-A kolona obsahujici silikagelovou stacionarni fazi

HILIC-B kolona obsahujici aminopropylovou staciondrni fazi na bazi silikagelu
HILIC-N kolona obsahujici polyhydroxylovou staciondrni f4zi na bazi silikagelu
HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie

IEC iontoveé-vymeénnd chromatografie

Int. intenzita [AU]

IgG imunoglobulin G

kDa kilodalton

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

LTQ linearni iontova past kombinovana s kvadrupolem

MALDI matrici asistovana laserova desorpce/ionizace



Man

M;

MS
MS/MS
m/z
nanoLC
NeuAc
PGC
qTOF

RP
Ser
Sia
SPE
Thr
TOF

15:3

UPLC

mannosa

relativni molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

pomér hmotnosti ku néboji

nanokapalinové chromatografie

N-acetylneuraminova kyselina

kapalinova chromatografie na poréznim grafitizovaném uhliku
pruletovy hmotnostni analyzator s predifazenym kvadrupdlem
rozliSeni mezi chromatografickymi piky analyta

revmatoidni artritida

reverzni faze

aminokyselina serin

sialova kyselina (N-acetylneuraminova kyselina)

extrakce na pevné fazi

aminokyselina threonin

praletovy hmotnostni analyzéator

reten¢ni ¢as [min]

ultra Gi¢inna kapalinova chromatografie

Sitka chromatografického piku pfi zakladné [min]



1. UVOD

Analyza smési glykopeptidii pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni detekci predstavuje jednu z hlavnich metod charakterizace
proteinové glykosylace. Diky rostouci popularité¢ vyuziti monoklonalnich protilatek na
bazi glykoproteinti a zvySujicimu se mnozstvi studii, které uvadéji zmény v glykosylaci
proteini do kontextu se zdvaznymi onemocnénimi, rostou pozadavky na kvalitu
glykoproteomickych analyz. Hojné vyuzivanou metodu v analyze smési glykopeptid
predstavuje kapalinova chromatografie na reverzni fazi ve spojeni s tandemovou
hmotnostni detekci. Jeji nejvétsi vyhody spocivaji v rychlosti, robustnosti a citlivosti
stanoveni analytti. Chromatografie na reverzni fazi vSak vykazuje nizky potencial pro
vzajemnou separaci glykopeptidii v komplexnich smésich. Vyssi selektivitu a potencial
pro separaci glykopeptidit vykazuje hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie
(HILIC), ktera se v dne$ni dobé& s vyhodou vyuziva pro separaci polarnich latek.

Cilem této diplomové prace bylo ukazat separani potencial tii HILIC
stacionarnich fazi od firmy ACE Technologies, které v ramci glykoproteomickych analyz
dosud nebyly pouZity. Jednalo se o staciondrni faze na bazi nemodifikovaného silikagelu,
silikagelu modifikovaného polyhydroxylovymi fetézci a silikagelu modifikovaného
aminopropylovymi skupinami. Analyzovanym vzorkem byla smés glykopeptidi

piipravena tryptickym Stépenim standardu lidského imunoglobulinu G.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Struktura a biosyntéza glykoproteint

Glykosylace je jednou z nejvyznamnéjsSich post-translaénich modifikaci proteinti.
Konjugované proteiny, obsahujici kromé aminokyselin i kovalentné vazané
oligosacharidové ftetézce (glykany), nazyvame glykoproteiny. Tyto latky
zprostiedkovavaji v zivych organismech celou fadu dulezitych funkci (strukturni,
transportni, ochranné, imunitni aj.)".

Glykoproteiny se vyznacuji vyraznou mikro a makroheterogenitou, coz znacné
glykosylaéni misto se mohou lisit svoji strukturou, a to jak skladbou monosacharidovych
jednotek, tak i povahou vazeb mezi nimi. Zaroven plati, Ze kazdé glykosyla¢ni misto
nemusi byt nutné glykosylované. RozliSujeme dva hlavni typy glykosylace, a to

N-glykosylaci a O-glykosylaci®.

2.1.1 N-glykoproteiny

V piipadé N-glykosylace se oligosacharidové fetézce vaZou na postranni fetézec
asparaginu (Asn) pomoci N-glykosidové vazby (Obr. 2.1). Stavebni bloky slozitych
glykanovych fetézcti piredstavuje pét zakladnich monosacharidovych jednotek:
D-mannosa (Man), D-galaktosa (Gal), L-fukosa (Fuc), N-acetyl-D-glukosamin (GlcNAc)
a N-acetylneuraminova (sialovd) kyselina (Sia). U eukaryotickych organismi se

N-glykany k proteinu pfipojuji pfes vazbu GlcNAcB1-Asn’.

Q H
I N\/
HOW\[ _
/C—O
O NH . r
OH N-glykosidova vazba
ese /O
/
NH—C\
CHs

Obr. 2.1: N-glykosidova vazba mezi asparaginem a GIcNAc (pievzato z cit. #).
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Aby mohlo dojit ke glykosylaci, musi byt asparagin soucasti sekvence
Asn-X-Ser/Thr, kde X predstavuje jakoukoliv aminokyselinu kromé¢ prolinu.
Aminokyselina na pozici X muze mit vliv na efektivitu glykosylace — napftiklad
pritomnost aminokyselin s kyselymi postrannimi fetézci (kyselina asparagova, kyselina
glutamova) snizuje efektivitu glykosylace®. Asparagin ve zminéné sekvenci oznacujeme
jako potencialni glykosyla¢ni misto. Diky restrikcim zptisobenym naptiklad konformaci
molekuly nemusi béhem syntézy glykoproteinu v daném misté€ ke glykosylaci vzdy dojit.

Vsechny N-glykany eukaryotickych organismli obsahuji spolecnou sekvenci
sacharidii, oznaCovanou jako jadro glykanu. Jadro je na jedné stran¢ pomoci
N-acetylglukosaminu vézano na postranni fetézec asparaginu a na druhé strané z n¢j
vychazeji ramena, ktera vykazuji rozli¢né strukturni motivy. Na zékladé povahy téchto

ramen rozliSujeme tf1 hlavni typy N-glykani (Obr. 2.2).

-
L

jadro N-glykanu

Asn Asn Asn

-
w

Mannosovytyp  Komplexnityp  Hybridnityp

Obr. 2.2: Hlavni typy N-glykanti. Legenda: modry ¢tverec — GlcNAc, zelené kolecko —
Man, zluté kolecko — Gal, ¢erveny trojuhelnik — Fuc, ¢erveny kosoctverec — Sia (ptevzato

z cit. 3).

Prvnim druhem fetézcii jsou glykany mannosového typu. V tomto ptipadé z jadra
vychézeji ramena, kterd jsou tvofena pouze residui mannosy. Z a-3 mannosy jadra
vychézi jedno rameno, na a-6 mannose dochazi k vétveni na dvé ramena. Na Obr. 2.2 je

zndzornén mannosovy glykan, obsahujici 9 Man residui. V pribéhu modifikace
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glykanového prekurzoru v ramci syntézy glykoproteinu (viz dale) maze dojit k odstépent
dalsich Man jednotek. Mannosové glykany jsou zpravidla tvofeny dvéma GIcNAc residui
a 5-9 mannosovymi residui’.

Druhym typem jsou komplexni glykany, u nichz z jadra vychazeji ramena tvofena
N-acetylglukosaminem a galaktosou. Sekvence GlcNAc-Gal se muze v ramci jednoho
ramene 1 nékolikrat opakovat. Ramena byvaji zakoncena kyselinou N-acetyl-
neuraminovou. Na Obr. 2.2 je zobrazeny komplexni glykan se dvéma rameny. Na obou
mannosach (a-3 a a-6) glykanového jadra muze dochazet k vétvéni. Na kazdou mannosu
mohou byt navazana az t¥i GIcNAc residua, ktera iniciuji ramena komplexniho typu®.

Poslednim typem jsou hybridni glykany, které jsou kombinaci pfedchozich dvou
typt. Na 0-3 mannosu glykanového jadra se vaze GlcNAc, z n¢hoz vychazi rameno
komplexniho typu, zatimco a-6 mannosa je rozsifena pouze pomoci mannosovych residui.

Jadro glykanu mizZe byt modifikovano pomoci dvou riznych monosacharidovych
jednotek. Glykany komplexniho a hybridniho typu mohou na B-mannose jadra nést tzv.
bisektujici GIcNAc®. Druhym monosacharidem je fukosa, ktera se miize vazat na prvni
GlcNAc jadra (tvorici vazbu s asparaginem). Fukosa se zaroveil u komplexnich a
hybridnich typi glykanu miiZe vézat i na GIcNAc v rameni glykanu®.

U IgG se nejcastéji vyskytuji dvouramenné komplexni glykany s riiznou urovni
fukosylace, sializace a vyskytu bisektujiciho GlcNAc (Obr. 2.3). Fukosa se u IgG vaze

pievazné na jadro glykanu’.

@ —
>
<l 1l 1 < -
A A A A A4
Asn Asn Asn Asn Asn

Obr. 2.3: Typicka struktura glykanii IgG. Kazdd z uvedenych forem muize a nemusi
obsahovat fukosu a bisektujici GlcNAc. Legenda: modry ¢tverec — GIcNAc, zelené
kolecko — Man, zluté kolecko — Gal, ¢erveny trojuhelnik — Fuc, fialovy kosoc¢tverec — Sia

(pfevzato z cit. 7).
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N-Glykoproteiny jsou syntetizovany v endoplazmatickém retikulu a v Golgiho
aparatu B-lymfocytii. Po syntéze, transportu a navazani oligosacharidového prekurzoru
GlcsMangGlcNAc, na protein dochazi ve vnitini ¢asti endoplazmatického retikula a
v pozd¢jsi fazi i v Golgiho aparatu k enzymatické modifikaci tohoto prekurzoru za vzniku

riznych typt glykanovych struktur.

2.1.2 O-glykoproteiny

Mnoho glykoproteinii nese glykany, které jsou pfipojeny pies atom kysliku
k hydroxylu serinovych ¢i threoninovych postrannich fetézct (Obr. 2.4). Tyto glykany,
které se k aminokyselindm ptipojuji O-glykosidovou vazbou pies N-acetylgalaktosamin,
nazyvame O-glykany. Mezi typické monosacharidové jednotky, které se nachazeji
v oligosacharidovych fetézcich O-glykani patii N-acetylgalaktosamin (GalNAc),
galaktosa (Gal), N-acetylglukosamin (GlcNAc), fukosa (Fuc) a kyselina N-acetyl-
neuraminova (Sia)’.

Jednu z nejhojnéji O-glykosylovanych tfid glykoproteini ptedstavuji muciny.
Tyto glykoproteiny jsou u zivo€ichti produkovéany epitelovou tkani a ve velkych
koncentracich se nachézeji na sliznicich traviciho, mocopohlavniho i dychaciho ustroji.
Jejich funkci je pfedevSim ochrana epitelové tkané proti fyzickému a chemickému
poskozeni a proti infekeim®. Jelikoz O-glykany vykazuji hydrofilni charakter a ¢asto
byvaji negativné nabité, jsou schopny vazat vodu a soli a tim pfispivat k vysoké viskozité

hlenu vytvafeného muciny”.

I
o O
o O-glykosidova vazba
eee ;p
NH—C\
CHjs

Obr. 2.4: O-glykosidova vazba mezi serinem a GalNAc (pievzato z cit. %).
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Na rozdil od N-glykanii rozliSujeme u O-glykant celkem ¢tyti zdkladni typy jader
(Obr. 2.5). Na jadra O-glykanti byvaji casto navazéna ramena skladajici se z opakujiciho
se zakladniho disacharidového bloku GalB1-3GlcNAc, ptipadné GalB1-4GIcNAc. Tyto
fetézce vytvareji patef, na kterou se vdzou dalSi monosacharidy, poptipad¢ funkcni
skupiny. Ramena byvaji zakoncena rozlicnymi cukernymi jednotkami (Fuc, Sia, Gal,
GalNAc, GIcNAc), nebo sulfatovymi skupinami?.

O-glykosylace proteini probiha v Golgiho aparatu. Podobné jako v ptipade
N-glykosylace se jedna o slozity proces, zahrnujici fadu enzymatickych reakci, pomoci

nichz dochazi k postupné vystavbé a modifikacim glykanového fetézce’.

5§ 7§

Obr. 2.5: Zakladni typy jader O-glykani. Legenda: zluty ¢tverec — GalNAc, modry
étverec — GIcNAc, zluté kolecko — Gal.

2.2 Imunoglobulin G
2.2.1 Charakterizace imunoglobulinu G

Imunoglobulin G (IgG) je glykoproteinem krevniho séra a tkanového moku savcu.
Jedna se o nejpocetnéji zastoupenou tifidu mezi sérovymi imunoglobuliny, tvoii jednu
z hlavnich sou¢asti humoralni slozky imunitni odpovédi'®.

IgG tvoti velké molekuly tvarem pfipominajici pismeno Y (Obr. 2.6) s hmotnosti
priblizné 150 kDa. Kazda molekula obsahuje dvojici tézkych polypeptidovych fetézcl o
molekulové hmotnosti pfiblizné 50 kDa a dvojici lehkych fetézch (cca 25 kDa). Tézké
fetézce jsou vzdjemné propojeny disulfidickymi mistky. Zaroven je ke kazdému tézkému
fetézci piipojen lehky fetézec, a to pomoci nekovalentnich interakci a disulfidickych
mustki. Kazdy fetézec se skladd zné€kolika rozdilnych kompaktné sloZenych
proteinovych struktur tvofenych zhruba 110 aminokyselinami, které se nazyvaji
proteinové domény. Lehké fetézce se skladaji zjedné variabilni a jedné konstantni
domény, tézké tetézce sestavaji z jedné variabilni a tfi konstantnich domén. Slozeni

aminokyselinové sekvence ve variabilnich doménach se méni v zavislosti na bunice, ktera
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protilatky vyprodukovala, zatimco aminokyseliny konstantnich domén zustavaji pro
stejné podtiidy protilatek neménné. U lidského IgG rozliSujeme Ctyti podtiidy, které jsou
pojmenované v poradi podle jejich klesajici relativni etnosti: IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4!!.

Zminéné domény se spojuji za vzniku vétsSich, kulovitych domén. Vysledna
struktura obsahuje tii velké kulovité domény, které jsou v zavésové oblasti vzajemné
spojeny flexibilnim polypeptidovym fetézcem. Tato molekula mize byt proteolyticky
(pomoci enzymu papainu) rozs§tépena na tii fragmenty. Dva identické fragmenty
zodpovidaji za vazbu na antigen a nazavaji se Fab fragmenty (z angl. Fragment antigen
binding). Tieti fragment neinteraguje s antigenem. Diky schopnosti snadno krystalizovat
je nazyvan Fc fragmentem (z angl. Fragment crystallizable). Tato c¢ast molekuly

interaguje s Fc receptory efektorovych molekul a bunék!®.

NH, NH,
NH,

VARIABILNI
DOMENY
L+H

VARIABILNI
DOMENY
L+H
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L+H
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DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU
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DOMENY
TEZKYCH
RETEZCU

Tézky fetezec

COOH COOH

Obr. 2.6: Struktura molekuly imunoglobulinu G (pfevzato z cit. '2).
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Ve druhé konstantni doméné tézkého fetézce na asparaginu 297 se nachazi
glykosyla¢ni misto, obsahujici kovalentn¢ vazany N-glykan. Tento glykan je uzavien
mezi dvéma konstantnimi doménami tézkych fetézcl. Jeho struktura méa vliv na

konformaci Fc regionu, a tudiZ i na interakci s Fc receptory a celkovou funkci protilatky’.

2.2.2 Imunoglobulin G v klinické analyze a farmacii

Studium glykosylace imunoglobulinu G v souvislosti s onemocnénimi bylo
zahajeno v 70. letech minulého stoleti’®. Od té doby se vyzkum zaméfujici se na
glykosylaci IgG dostal do popfedi akademického zdjmu imunologickych a
biomedicindlnich oborl, a to zejména diky rostouci popularité vyuziti 1é¢iv na bazi
protilatek v moderni medicing.

Vyznamnym milnikem ve studiu glykosylace IgG byla studie Thomase
Rademachera, kterd spojila zmény v glykosylaci IgG s revmatoidni artritidou (RA) a
osteoartritidou'*. Bylo zji$téno, Ze relativni ¢etnost urcitych druhti glykant se ve vzorcich
od pacientt trpicich RA 1i$i od kontrolnich vzorka zdravych jedinct. Byl zaznamenan
pokles relativni Cetnosti glykoforem obsahujicich terminalni galaktosu a sialovou
kyselinu a zdroven narast glykoforem zakoncenych N-acetylglukosaminem. Tato data
polozila zaklad dnes uznavanému nazoru, ze pokles v galaktosylaci IgG souvisi se
zanétlivymi onemocnénimi. Dalsi studie RA poukazaly na zvySeny vyskyt hybridnich a
mannosovych glykand'® a také na sniZeni aktivity galaktosyltransferas v B-lymfocytech
pacientd'®. Za zminku stoji také studie, které poukazuji na zvySenou fukosylaci
glykoforem u jedincii s RA'7.

Kromé RA byl pokles v galaktosylaci glykoforem IgG asociovan také s dalSimi
chronickymi zanétlivymi a autoimunitnimi onemocnénimi, a to naptiklad s Crohnovou
chorobou a se systémovym lupus erythematodes'®. Stejny trend se projevuje také u
riznych druh rakoviny, naptiklad u rakoviny prostaty'’.

Velky pralom na poli vyzkumu glykosylace IgG nastal v roce 2006, kdy bylo
zjiSténo, ze piitomnost terminalnich o2,6-sialovych kyselin vykazuje vyrazny
protizanétlivy u¢inek pii intravenosni IgG terapii revmatoidni artritidy?’. Od té doby byly
publikovany vysledky fady vyzkumi, které¢ poukazuji na kli¢ovou roli 02,6-sializace v

IgG se vposlednich dvou dekadach uplatiiuje pii produkci 1é¢iv na bazi
monoklonélnich protiladtek. Monoklonalni protilatky se vyrabi na zdklad€ hybridomové

teorie, kterou v roce 1975 publikovali Kéhler a Milstein?!. Princip spoéiva v izolaci
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bunck schopnych produkovat protilatky ze sleziny mysi, které byly naockovany
specifickymi antigeny. Tyto butiky jsou poté spojeny s rychle se mnozicimi nadorovymi
buiikami za vzniku hybridomti?? (nesmrtelnd bunééna linie), které jsou dale klonovany.
Dcefiné bunky pak kontinudlné produkuji protilatky proti specifickému antigenu.
V kone¢né fazi dochazi ke chimerizaci, pfipadné¢ humanizaci protilatek pomoci
genetického inZenyrstvi a rekombinantnich technologii, a to z toho divodu, Ze mysi
protildtky mohou v lidském organismu vyvol4vat silné imunitni reakce®.

Glykosylace IgG v monoklonalnich protilatkdch vykazuje znacnou heterogenitu.
Ptitomny jsou vSechny typy N-glykant (komplexni, hybridni, mannosov¢). Komplexni a
hybridni glykany jsou fukosylované i afukosylované. Glykany vétSinou neobsahuji vice

neZ dv& ramena a sializace je v porovnani s ostatnimi glykoproteiny niz§i**.

2.3 Metody analyzy glykoproteint
2.3.1 Analytické postupy v glykoproteomice

Studium glykosylace proteint je zatiZzeno fadou komplikaci, které kladou velké
naroky na instrumentalni techniku a experimentalni postupy. Koncentrace glykoproteinii
v biologickych vzorcich byva ¢asto velmi nizka, je proto zapotiebi pouzivat citlivé
metody s nizkymi limity detekce a kvantifikace®”.

Do poptedi analytickych technik pouZzivanych v glykoproteomice se v poslednich
letech dostala hmotnostni spektrometrie (MS). Mezi jeji nejvétsi vyhody patii citlivost a
rychlost analyzy, a hlavné schopnost poskytovat detailni informace o struktuie
glykoforem?. V analyze glykoproteinti se nejéast&ji uplatiuje tzv. ,,bottom-up* piistup,
v ramci kterého rozliSujeme dva rozdilné experimentélni postupy.

Prvnim znich je uvolnéni glykanti z glykoproteinli enzymatickymi nebo
chemickymi procesy. Smés proteinli a sacharidii je poté preciSténa a analyzovana.
Typickymi enzymy pouzivanymi pro odSt€peni N-glykanil jsou N-glykanasy, naptiklad
PNGasa F (cit. 2°). Uvolnéni O-glykant probiha nejéastéji chemickymi postupy, jako je
naptiklad B-eliminace?’. Pro zefektivnéni MS analyzy byvaji cukry &asto derivatizovany,
vyuzivd se zejména permethylace?®. Deglykosylované proteiny jsou $tépeny
endoproteasou (trypsin) a ziskané peptidy jsou analyzovany pomoci MS. Timto postupem
jsme schopni ur¢it strukturu glykanii a sekvenci aminokyselin proteinu, zaroven ale casto

ztracime informaci o charakteru glykosylace ve specifickych glykosyla¢nich mistech’.
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Alternativnim postupem je studium glykosylace na turovni glykopeptidi.
Enzymatickym  St€penim  glykoproteini  uréitou peptiddzou ziskdme smés
glykosylovanych peptidi, kterou poté podrobime analyze pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie, asto ve spojeni s kapalinovou chromatografii?®. Ziskdme informaci o
struktufe glykanu a zaroven 1 peptidu, na ktery je glykan navazan. Na zaklad¢ peptidové
sekvence jsme pak schopni urCit, ve kterém glykosylaénim misté proteinu se
identifikovany glykan nachazel.

Studium glykosylace na urovni glykopeptidl je v komplexnich vzorcich znacné
komplikované. Po Stépeni endoproteasami byvaji koncentrace glykopeptidii v porovnani
s peptidy vyrazné nizsi. Signaly glykopeptidll byvaji oproti neglykosylovanym peptidim
niz8i, v pritomnosti peptidii mize dokonce dochazet k potlaceni signalu glykopeptid®.
Z tohoto ditvodu jsou pii analyze komplexnich smési uplathovany nejriiznéjsi techniky
nabohaceni glykopeptidii pfed vlastni LC-MS analyzou. BéZzné vyuzivanou metodou
nabohaceni je lektinova afinitni chromatografie, vyuzivajici specifickych interakci mezi
lektiny a sacharidovymi fetézci glykopeptid®®!. Extrakce na pevné fazi (SPE)
s oktadecylovou stacionarni fazi se Casto vyuzivd k odsoleni a ptecisténi vzorku po
enzymatickém Stépeni. Glykopeptidy obsahujici sialové kyseliny nesouci zaporny naboj
Ize prekoncentrovat s vyuzitim iontové vyménné chromatografie®?. Jelikoz N-glykany
vyznamné prispivaji k velikosti glykosylovaného peptidu, lze k jejich oddé€leni od
neglykosylovanych peptidii pouzit gelovou permeacni chromatografii®3. Efektivni
metodou pro prekoncentraci glykopeptidi je také hydrofilni interakéni chromatografie.
Mezi jeji nejvétsi vyhody patii schopnost separace polarnich analytl, kompatibilita
s béZné uzivanymi mobilnimi fazemi a ortogonalita ke chromatografii na reverzni fazi.
V neposledni fadé 1ze k nabohaceni glykopeptidii pouzit chemické metody, spocivajici
v tvorbé kovalentni vazby mezi glykopeptidy a funkcionalizovanymi pevnymi nosici.

Popsany jsou metody na bazi chemie hydrazidi*, ¢i kyseliny boronové™®.

2.3.2 Hmotnostni detekce

V glykoproteomice a klinické analyze glykoproteini se nejcastéji vyuziva péti
typt hmotnostnich analyzétorii: iontova past, kvadrupdlovy detektor, priletovy detektor
(TOF), Orbitrap a iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR).
Pouzivaji se mékké ionizacni techniky, a to ionizace elektrosprejem (ESI) a matrici
asistovana laserova desorpce/ionizace (MALDI)?. Ioniza¢ni proces neposkytuje

dostatecné mnozstvi energie k tomu, aby doSlo k fragmentaci molekul, a proto se
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v glykoproteomice uplatituje tandemova hmotnostni detekce. Hybridni hmotnostni
spektrometry, zejména v kombinaci s kapalinovou chromatografii zefektiviluji
identifikaci glykoforem, nebot’ kombinuji vyhody jednotlivych analyzatort a ve spojeni
s riznymi fragmentaénimi technikami poskytuji dileZité informace o struktufe analytf.

MALDI ionizace se Casto provadi v experimentdlnim usporadani MALDI-
TOF/TOF. Tohoto zapojeni bylo vyuzito naptiklad pfi mapovani zmén v glykosylace
sérovych proteinti v ranych stadiich rakoviny Zzaludku®’. Popularni kombinace
hmotnostnich spektrometrii vyuzivajici ESI ionizaci jsou zejména linearni iontova past
ve spojeni skvadrupdlem LTQ (cit. *%), dale pak qTOF (cit. 3°), kombinujici
kvadrupolovy analyzator s pruletovym analyzatorem, LTQ-Orbitrap, skladajici se
z line4rni iontové pasti nasledované spektrometrem typu Orbitrap*’, piipadné trojity
kvadrupol?!.

Nejbéznéji vyuzivanou metodou fragmentace v tandemové MS je fragmentace
v kolizni cele (CID, z angl. ,,collision-induced dissociation®). V prvnim analyzatoru
dochazi k vybéru iontd, které jsou akcelerovany elektrickym polem a nasledné se
v kolizni cele srazi s molekulami inertniho kolizniho plynu (helium, argon nebo dusik).
Pti srdZzce dochézi k rozpadu prekurzori na fragmenty, které jsou analyzovany druhym
analyzatorem. lontova past umoziuje fragmentaci a naslednou analyzu fragmentt v ramci
jediného zafizeni, v porovnani s ostatnimi spektrometry ale vykazuje niz$i citlivost,
rozliSeni a rozsah m/z. Pti CID fragmentaci glykopeptidového prekurzoru dochéazi k
rozsahlé fragmentaci  oligosacharidového  fetézce. Ve  spektru  pozorujeme
charakteristické  oxoniové  ionty, odpovidajici  fragmentim  odstépenych
monosacharidovych residui, o m/z 163 [Hex + H]", m/z 204 [HexNAc + H]", m/z 292
[NeuAc + H]" a m/z 366 [Hex-HexNAc + H]" (cit. *?). Dale pozorujeme signaly ¢astecné
fragmentovaného glykopeptidu s posuny odpovidajicimi charakteristickym ztratdm
monosacharidovych jednotek glykanového fetézce.

Mezi dalsi metody fragmentace, které se vyuZzivaji v glykoproteomice, patii
disociace zachytem elektronu (ECD) a disociace pfenosem elektronu (ETD). Téchto
zpisobil fragmentace se pouziva zejména ve FT-ICR hmotnostni spektrometrii. Dochazi
pfi nich k fragmentaci peptidové kostry, oligosacharidovy fetézec neni fragmentovan a
zustava piipojen k peptidovym fragmentim. Tento zpusob fragmentace poskytuje

informaci o peptidové sekvenci a o glykosyla¢nich mistech?.
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2.3.3 Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci

Standardné¢ pouzivanou separacni metodou v LC-MS glykopeptidi je
chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC). Vyuziva nepolarni stacionarni féze,
nejcastéji oktadecylové (C18), jako mobilni faze slouzi polarni smés vody a organického
rozpoustédla (acetonitril, methanol)*. Vyhodou je vysoka citlivost, reprodukovatelnost
vysledk, rychlost analyzy a dobra dostupnost stacionarnich fazi.

Velmi vysokou citlivost vykazuje technika nanokapalinové chromatografie
(nanoLC), ktera vyuziva kolony s velmi malym pramérem (75 pm). Pii pritocich fadovée
ve stovkach nl/min je koncentrace vzorku (typicky nastiik 1 ul) na koloné€ vysoka, analyza
vykazuje velkou citlivost. NanoLC se vyuziva pfi kvantitativnich glykoproteomickych
analyzach*,

Separace glykopeptidd na C18 kolondch je fizena predevS§im fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi peptidové ¢asti. Hlavnimi faktory, které maji vliv na afinitu
k reverzni staciondrni fazi jsou délka a hydrofobicita peptidové kostry, glykanova cast
glykopeptidu m4 na retenéni vlastnosti analytu vyrazné nizsi vliv®. S rostoucim po&tem
hexos a GIcNAc residui klesd retencni Cas, a to diky rostouci polarité glykopeptidu.
Ptitomnost sialové kyseliny naopak retenci zvysuje, a to z toho ditvodu, Ze nese zaporny
naboj, ktery kompenzuje pozitivni naboj vznikajici protonizaci aminokyselin peptidové
kostry, a tim zvySuje afinitu glykopeptidu k reverzni f4zi*’. Retenéni ¢as glykopeptidil
snizuje také fukosylace a prodlouZeni ramen pomoci N-acetyllaktosaminovych (Gal-
GlecNAc) jednotek?’.

Glykoformy s identickou peptidovou ¢asti jsou na reverzni fazi nedostate¢né
separovany, eluuji v uzkych klastrech. Dalsi nevyhodou je neschopnost reverzni faze
rozlisit jednotlivé izoformy glykopeptid*’. Z tohoto diivodu se v poslednich letech
v glykoproteomice zacaly uplatiiovat alternativni metody separace, jako napiiklad
chromatografie na stacionarni fazi z porézniho grafitizovaného uhliku (PGC) a hydrofilni
interak¢ni kapalinova chromatograftie (HILIC).

Stacionarni faze v PGC je tvofena kulovitymi ¢ésticemi s vysokou porozitou
(az 75 %). Na molekularni urovni jsou Castice tvoreny rovinnymi vrstvami hexagonalné
uspoiadanych atomi uhliku vzajemné propojenych konjugovanym systémem vazeb*,
PGC se vyznacCuje unikdtnimi reten¢nimi charakteristikami. Interakce s nepolarnimi
analyty je pii pouziti vodné-organickych rozpoustédel srovnatelna s alkylovanymi
silikagelovymi staciondrnimi fazemi pouzivanymi v reverzni kapalinové chromatografii.

Se zvySujici se hydrofobicitou analytu nariistd i jeho reten¢ni Cas vlivem snahy
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rozpoustédla vytésnit analyt z roztoku. Druhym faktorem, ktery ma vliv na retenci je
interakce polarizovatelnych a polarizovanych funkénich skupin analytu s grafitem. Sila
této interakce zavisi na velikosti plochy molekuly, kterd je v kontaktu s grafitem a na
povaze funkénich skupin v misté interakce. Cim je molekula analytu planarngjsi, tim
dochazi k lepSimu kontaktu s plochou grafitové vrstvy, coz vede k nariistu poctu
interakénich mist a prodlouzeni retence. Mechanismus interakce dosud neni zcela
objasnén, ukazuje se ale, ze se zvySujici se polaritou analytu roste i jeho reten¢ni cCas.
Diky vlivu tvaru molekuly na interakci s grafitem lze pomoci PGC separovat izomery*®.
PGC byla uspésné aplikovana v glykoproteomickych analyzach pii separaci izoforem
N-glykosylovanych peptida®.

HILIC je efektivni chromatografickou metodou pro separaci polarnich analyta,
které jsou nedostate¢né zadrZzovany na reverzni fazi. Vyhodou této metody je schopnost

separace izoforem glykopeptidi®’.

2.4 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie
2.4.1 Charakterizace metody

Hydrofilni interakéni kapalinovéd chromatografie pfedstavuje chromatografickou
metodu pro separaci polarnich analytt, kterd vyuziva polarni stacionarni faze a vodné-
organické mobilni faze. Jako organicka slozka mobilni faze byva nejcastéji pouzivan
acetonitril, obsah vodné sloZky se obvykle pohybuje mezi 5-40 % (cit. ?).

Mechanismus retence v hydrofilni interakéni chromatografii dodnes zlistava i pies
znacné mnozstvi studii ne zcela objasnén. VSeobecné akceptovana teorie pracuje
s predstavou, Ze na povrchu polarni stacionarni faze dochazi k ¢aste¢né imobilizaci vrstvy
vody z mobilni faze. Tato vodnd vrstva vykazuje koncentra¢ni gradient, s nejvyssi
koncentraci vody u povrchu staciondrni fize a postupnym sniZovanim koncentrace
s rostouci vzdalenosti od povrchu. Retence je zpiisobena rozdélovanim analytu mezi
imobilizovanou vodnou vrstvu a mobilni fizi>2. Retence je pfimo imérna polarité analytt,
polarité stacionarni faze a nepfimo umérna polarit€ mobilni faze.

V zévislosti na typu stacionarni faze, povaze analytu a sloZzeni mobilni faze se pii
retenci v HILIC uplatiiuji také slabé vazebné interakce. Jednd se o elektrostatické
interakce s funk¢nimi skupinami na povrchu stacionarni faze a vodikové vazby mezi

analytem a vodnou vrstvou ¢i funkénimi skupinami stacionarni faze>.
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HILIC lze s vyhodou vyuzit k separaci a analyze polarnich latek. Pokryva tedy
oblast analytl, které jsou obtizn¢ analyzovatelné pomoci vSeobecné vyuzivané
chromatografie na reverzni fizi>*. HILIC rovnéZ vykazuje ortogonalitu k RP-HPLC, tyto

dvé metody lze spojit pro analyzu komplexnich vzork?™>.

2.4.2 Stacionarni faze v HILIC

V hydrofilni interakéni chromatografii jsou vyuzivany polarni stacionarni faze,
které jsou schopny na svém povrchu adsorbovat vodnou vrstvu. NejCastéji vyuzivané
materidly jsou na bazi silikagelu, ktery mtze byt modifikovany raznymi funkénimi
skupinami. Mezi zdkladni typy stacionarnich fazi vyuzivanych v HILIC fadime
nemodifikovany silikagel, chemicky vdzané neutralni polarni funkéni skupiny, vazané
nabité funkéni skupiny schopné iontové vymény a zwitterionické stacionarni fize>!.

Silikagelova stacionarni faze na svém povrchu obsahuje volné poléarni silanolové
skupiny. Volbou vhodného vyrobniho procesu Ize ovlivnit mnozstvi silanolovych skupin
na povrchu stacionarni faze a branit kontaminaci kovovymi necistotami. Staciondrni faze
dodavané rliznymi vyrobci se mohou liSit v Cistot€¢ a poskytovat rozdily v retenci,
Gi¢innosti a tvaru chromatografickych piki®!. Retence na silikagelové stacionarni fazi je
ovlivnéna rozdélovanim analytu mezi vodnou vrstvu a mobilni fazi, adsorpci na povrch
stacionarni fize a elektrostatickymi interakcemi®®. P¥i vy$§im pH dochazi k disociaci
silanolovych skupin a zvySeni vlivu elektrostatickych interakci na retenci. Pozitivné
nabité analyty jsou siln€ zadrZovéany, naopak negativné nabité analyty vykazuji nizsi
retenci diky elektrostatickému odpuzovani. Kolony naplnéné plné poréznimi
silikagelovymi ¢éasticemi s primérem niz$im nez 2 pm umoziuji rychlou a ucinnou
HILIC separaci siln€ a stfedn€ polarnich analytd. Vyhoda silikagelu oproti chemicky
vazanym fazim spoc¢iva v tom, Ze nedochazi k postupnému poklesu separacni €innosti
vlivem ztrat navazanych ligandi, které mohou navic vykazovat nezddouci signaly
v hmotnostnim spektru®’. Nevyhodou je, Ze piky nékterych analytl (napf. sacharidii)
mohou chvostovat, pfipadné mulZe dochazet k ireverzibilni adsorpci na povrch
silikagelu®®,

Véazané faze jsou zpravidla pfipravovany chemickou modifikaci povrchu
silikagelového nosice. Mezi bézné¢ pouzivané HILIC stacionarni faze patii faze
s vazanymi kyanoskupinami, diolovymi skupinami, aminoskupinami, cyklodextriny,
pentafluorofenylpropyly, polyethylenglykoly, ¢&i alkyly svazanymi amidovymi
skupinami®’.
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Aminopropylové faze obsahujici primarni aminoskupinu jsou hojn¢ vyuzivany pii
separacich sacharidu, peptidi, karboxylovych kyselin, nukleosida a nékterych 1é¢iv. Tyto
faze vykazuji zvySenou afinitu ke kyselym analytim, coz je zplsobeno piispévkem
iontoveé vyménnych interakci k retenci. Retence se snizuje se zvySujici se iontovou silou
mobilni fize*. Mezi nevyhody aminopropylovych fazi patii dlouh4 ekvilibrace v p¥ipadé
pouziti nékterych pufrii, ireverzibilni adsorpce a samovolna ztrata navazanych ligandi,
spojend s kontaminaci hmotnostnich spekter®!. Reaktivni primarni aminy mohou tvofit
Schiffovy baze s aldehydy a komplikovat tak analyzu sacharida®.

Diolové stacionarni faze obvykle obsahuji neutralni 2,3-dihydroxypropylové
ligandy. Tyto faze vykazuji vysokou polaritu a ochotu tvotit vodikové vazby. Neobsahuji
ionizovatelné skupiny, nezreagované silanoly byvaji blokovany, ¢imz je zamezeno
ireverzibilni adsorpci poldrnich analytii. Diolové stacionarni faze byly kdysi vyuzivany
pro separace protein®!, dnes se vyuZivaji pro analyzu nizkomolekularnich fenolickych
latek®?. Vyrabi se také stacionarni fize, obsahujici dlouhé alkylové fetézce zakoncené
diolovymi OH skupinami. Tyto stacionarni faze lze vyuzivat v dualnim moédu RP/HILIC
v zavislosti na obsahu organické slozky v mobilni f4zi®*. Nevyhodou je uvoliiovani
vazanych skupin v kyselych podminkéch.

Zwitterionické faze mély pluvodné slouzit jako stacionarni faze pro iontové
vyménnou chromatografii, nicméné jejich vlastnosti lze s vyhodou vyuzit pro
chromatografii v médu HILIC. Typickym zastupcem je stacionarni faze tvofena
sulfoalkylbetainovymi skupinami na silikagelovém ¢i polymernim nosi¢i. Aktivni vrstva
stacionarni faze obsahuje silné kyselou sulfonovou skupinu a siln€ bazickou kvarterni
ammoniovou skupinu, které jsou vzdjemné& oddéleny kratkym alkylovym fetézcem®*,
Tato stacionarni faze umoZiluje soucasnou separaci zadporn¢ i kladné nabitych analyt.
Nezreagované silanolové skupiny na povrchu nosie jsou zneutralizovany asociaci
s opa¢né nabitymi funk&nimi skupinami®. Sulfoalkylbetainové skupiny silné adsorbuji
vodu a zaroven elektrostatickymi interakcemi ovliviiyji retenci nabitych analytt.
Vzhledem k povaze funkénich skupin zdvisi G€innost separace na pH mobilni faze.
Zwitterionickych stacionarnich fazi se vyuziva pro separaci malych polarnich molekul,

metabolitll, peptidi, glykopeptidii aj.>!
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2.4.3 Mobilni faze v HILIC

Mobilni faze pouzivané v HILIC byvaji vodné-organické, obvykle obsahuji
5-40 % vody ¢i pufru. Pfi MS detekci se pouzivaji t€kavé pufry, napiiklad mravencan
amonny ¢i octan amonny.

Volba organické slozky mobilni fdze ma na retenci v HILIC vyznamny vliv.
Obecné plati, ze eluéni sila stoupa se stoupajici polaritou rozpoustédla a schopnosti
ucastnit se donor/akceptorovych protonovych interakei. Mezi rozpoustédla pouzitelnd v
HILIC patii methanol, ethanol, 2-propanol, tetrahydrofuran, acetonitril (sefazena podle
klesajici eluéni sily)®. Ve vétsing aplikaci je preferovanym rozpoustédlem acetonitril,
nebot’ ostatni rozpoustédla ¢asto neposkytuji dostate¢nou retenci a zplisobuji rozsireni a
asymetrii chromatografickych pik°'.

Vodné slozka mobilni fdze byva Casto pufrovéna. lontova sila a pH maji
vyznamny vliv na retenci a selektivitu separace ionizovatelnych analyti. Retence na
neionizovatelnych polarnich staciondrnich fazich se obvykle zvySuje se stoupajici
koncentraci soli v pufru. To je zptisobeno zefektivnénim tvorby vodikovych vazeb mezi
analytem a stacionarni fazi vlivem narastu mnozstvi solvatovanych iontli v mobilni fazi.
Vyssi iontova sila vS§ak mlze zhorSovat retenci na stacionarnich fazich umoznujicich
iontové-vyménné interakce. Dochazi totiz o soupefeni iontll soli a nabitych analytu o

elektrostaticky aktivni mista na staciondrni fazi, solné ionty mohou vytésnovat

ionizované molekuly analytu ze stacionarni faze®’.

2.4.4 Aplikace HILIC v glykoproteomice

Retence  glykopeptidd v HILIC je ovlivnéna pfevazné€  strukturou
oligosacharidového fetézce. S rostoucim mnoZstvim monosacharidovych jednotek se
zvysuje polarita molekuly analytu, coZ se projevuje riistem retenéniho ¢asu®®. K retenci
prispiva v mensi mite také peptidova ¢ast glykopeptidu, retence roste s rostouci polaritou
peptidové kostry®.

Nejvétsi vyhoda HILIC pak spociva ve schopnosti separovat pii adekvatnich
experimentalnich podminkach izomery glykopeptidl, které nelze rozliSit pouze
s pouzitim hmotnostni spektrometrie bez u¢inného separacniho kroku. Byly jiz
separovany izomery které se liSily v poloze fukosy na rameni ¢i jadru glykanu a izomery
monosializovanych glykopeptidii, u kterych byla sialova kyselina vdzéna na rozdilna
ramena glykanu®®. Huang et al. vyuzil HILIC pro separaci izomer@ liicich se pouze

a2-3 a a2-6 vazbami sialovych kyselin’’.

25



Jelikoz kvantitativni analyza a profilovani glykosylace proteinii hraje diilezitou
roli v klinickych vyzkumech a farmaceutickych procesech, je zapotiebi navrhnout
ucinnou a spolehlivou metodu analyzy téchto vyznamnych latek. HILIC vykazuje
potencial stat se mocnou komplementarni metodou k bézn¢ vyuzivané chromatografii na

reverzni fazi.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Instrumentalni vybaveni

Kapalinovy chromatograf Agilent UHPLC 1290 Infinity II s binarnim ¢erpadlem
(Agilent Technologies, Némecko)
Hmotnostni  spektrometr Bruker maXis qTOF (Bruker, Némecko)
s elektrosprejovou ionizaci
Chromatograficka kolona BEH C18 (Waters, USA) o rozmérech 2,1 x 100 mm,
s velikosti ¢astic 1,7 um, obsahujici reverzni oktadecylovou staciondrni fazi
Chromatografické HILIC kolony o rozmérech 2,1 x 100 mm, s velikosti ¢astic
1,7 um od firmy ACE Technologies (Velké Britanie):

o ACE HILIC-N: silikagel modifikovany polyhydroxylovym fetézcem

o ACE HILIC-A: nemodifikovany silikagel

o ACE HILIC-B: silikagel modifikovany aminopropylovou skupinou
SPE C18 kolonka Peptide MacroTrap (Michrom Bioresources, USA)
Lyofilizator Finn-Aqua Lyovac GT2-E (Steris, USA)
Analytické vahy Entris 2241-1S (Sartorius, Némecko)
pH metr Jenway 3540 (Jenway, Velka Britanie)
VyuZity software:

o Bruker HyStar (Bruker, Némecko) — ovladani méticich pfistrojit

o Bruker Data Analysis (Bruker, Némecko) — analyza hmotnostnich spekter

a chromatogramt
o MS Excel (Microsoft, USA) — uprava exportovanych chromatogramu
o GlycoWorkbench (EUROCarbDB initiative) — tvorba schematickych
struktur glykant
o Inkscape (Inkscape Project) — finalni Gpravy grafti pted vlozenim do prace

o Mendeley (Elsevier) — cita¢ni software

3.2 Seznam chemikalii

standard lidského IgG (Sigma Aldrich, USA)
dithiothreitol (Cistota > 99 %, Sigma Aldrich, USA)
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e jodoacetamid (Cistota > 99 %, Sigma Aldrich, USA)

e trypsin (Sigma Aldrich, USA)

e hydrogenuhli¢itan amonny (Cistota pro LC-MS, Merck, Némecko)
e acetonitril (Cistota pro LC-MS, Honeywell, USA)

e voda (¢Cistota pro LC-MS, Merck, USA)

e kyselina mravenci (Cistota pro LC-MS, Sigma Aldrich, USA)

e mravencan amonny (Cistota pro LC-MS, Sigma Aldrich, USA)

e kalibra¢ni roztok pro MS (Agilent, USA)

3.3 Priprava vzorku

Smés glykopeptidt byla pfipravena tryptickym stépenim standardu lidského IgG.
Standardni roztok o koncentraci 2 pg/ul byl pfipraven rozpusténim IgG v 50 mM
hydrogenuhli¢itanu amonném. Ke 100 pl standardniho roztoku bylo pfiddno 11,1 pl
50 mM dithiothreitolu. Redukce disulfidickych mistkli probihala pti 60 °C po dobu
60 min. Nasledn¢ bylo do roztoku ptiddno 19,6 pul 100 mM jodoacetamidu. Alkylace
zredukovanych cysteinil probihala po dobu 30 min v temnu pfi laboratorni teploté. Reakce
byla zastavena pfidanim 15 pl 50 mM dithiothreitolu. Poté bylo do smési ptidano 4,75 pl
roztoku trypsinu o koncentraci 1 pg/ul (v poméru 1:40 w/w vzhledem k proteinové Casti
IgG). St&peni probihalo pies noc pii teploté 37 °C.

Smés glykopeptidli byla poté piecistena na SPE CI18 kolonce. Vzorek byl
okyselen kyselinou mraven¢i (aby jeji koncentrace dosahla 0,5 9%). Kolonka byla
kondicionovana ve dvou krocich: proplachnuti 2 ml 80% acetonitrilu s 0,5 % kyseliny
mravenci a nésledné proplachnuti 2 ml 0,5% kyseliny mraven¢i. Tento pifipravny krok
byl jedenkrat opakovan. Poté byl na kolonku nanesen vzorek. Kolonka byla proplachnuta
1 ml 0,5% kyseliny mravenci a nasledné byl vzorek eluovan pomoci 2 ml 80% acetonitrilu
s 0,5 % kyseliny mravenci. Vzorek byl jiman do ¢tyt frakci po 500 pl. Frakce byly poté
spojeny a opetovné rozdéleny do ctyt mikrozkumavek po 500 pl.

Rozpoustédlo bylo ze vzorku odstranéno lyofilizaci. Lyofilizat byl poté uloZzen do
mrazaku pii teploté -20 °C. Pfed méfenim byl lyofilizovany alikvot resuspendovan ve

100 pl 50% acetonitrilu s 0,1 % kyseliny mravenci.
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3.4 Chromatografie na reverzni fazi

Vzorek byl v prvni fazi studie podroben chromatografické analyze na reverzni fazi
za ucelem identifikace glykopeptidii a vybéru sady glykopeptidu, jejichz separace byla
pfi dal§ich méfenich sledovéna.

Mg¢éteni byla provadéna na ptistroji Agilent UHPLC 1290 Infinity II, na koloné
BEH C18 (1,7 pum; 2,1 x 100 mm). Mobilni fazi tvofila voda (slozka A) a acetonitril
(slozka B). Obé¢ slozky mobilni faze obsahovaly 0,1 % kyseliny mravenci. Byla pouzita
gradientova eluce s gradientem RP (Tab. 3.1). Davkovany objem vzorku byl 2 pl, pratok
mobilni faze 0,250 ml/min, teplota kolony 40 °C.

Detekce byla provadéna za pomoci hmotnostniho spektrometru Bruker maXis
qTOF s ionizaci elektrosprejem. Detekce probihala v rezimu skenu, spektra byla métena
v rozsahu od 600 do 2500 m/z, s frekvenci 1 Hz. V ramci kazdého skenu byly pomoci
CID fragmentovany tfi nejintenzivnéjsi prekurzory, s kolizni energii 35-70 eV. Napéti na
kapilate ¢inilo 4000 V, tlak zmlzovaciho plynu 1,5 bar, susici plyn o teploté 250 °C byl

piivadén s pritokem 8 1/min.

Tab. 3.1: Gradientové programy pro chromatografickou analyzu metodou RP-HPLC (RP)
a metodou HILIC (H1-H3). Legenda: ¢ — Cas, ¢(B) — procentudlni obsah slozky B

(acetonitril).
RP H1 H2 H3
t[min] (B)[%] ¢[min] @B)[%] ¢[min] @B)[%] ¢[min] @(B)[%]
0 5 0 80 0 80 0 80
3 5 10 80 10 80 10 80
9 25 25 65 40 65 17,5 65
24 80 35 40 60 40 27 40
27 80 40 40 70 40 32 40
29 5 43 80 73 80 35 80
34 5 55 80 85 80 45 80
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3.5 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie

Retencni charakteristiky skupiny glykopeptid v zavislosti na vybranych
parametrech méteni byly studovany pomoci metody HILIC. Pti méfeni byly vyuzity tfi
kolony od firmy ACE Technologies o rozmérech 2,1 x 100 mm, s velikosti ¢astic 1,7 pm.
Kolona HILIC-A, obsahujici staciondrni fazi z nemodifikovaného silikagelu, HILIC-B,
aminopropylova stacionarni faze a HILIC-N, polyhydroxylova stacionarni faze.

Méieni probihala s vyuzitim mobilni faze, jejiz vodnou slozku A tvoftila voda
s ptidavkem 0,1 % kyseliny mraven¢i a organickou slozku B tvofil acetonitril
s ptidavkem 0,1 % kyseliny mravenci. Pro kazdou stacionarni fazi byla provedena sada
tii analyz s vyuzitim gradientovych programt HI1-H3 (Tab. 3.1). Experimentalni
podminky vcetné detekce byly shodné s méfenim na reverzni fazi, s vyjimkou priatoku
mobilni faze, ktery ¢inil 0,300 ml/min.

Ve druhé sadé méfeni byl vyuzit 10 mM mravencan amonny o pH 3,5 jako vodna
slozka mobilni faze. Pufr byl pfipraven rozpusténim navazené chemikalie ve vodé
(v 80 % celkového objemu roztoku), titrovanim kyselinou mravenci do pozadovaného
pH 3,5 a doplnénim na findlni objem. Organickou slozkou byl acetonitril s ptidavkem
0,1 % kyseliny mravenci. Byl vyuzit gradientovy program H1 (Tab. 3.1). Experimentalni
podminky byly shodné jako u pfedchozi sady méfeni. Méfeni bylo provedeno na
staciondrni fazi HILIC-N a HILIC-B.

Ttreti sada méfeni byla méfena za stejnych podminek jako ptredchozi sada, ale
s vyS$si iontovou silou mobilni faze. Jako vodna sloZzka byl vyuzit 50 mM mravencan
amonny o pH 3,5 (pufr byl pfipraven stejnym zplisobem), organickou slozkou byl
acetonitrils ptidavkem 0,1 % kyseliny mravenci. Métfeni bylo provedeno na stacionarni

fazi HILIC-N a HILIC-B.

3.6 Zpracovani vysledki
Z namétenych chromatogramti byly odecteny retenéni ¢asy analytt a Sitky pikd
pfi zakladné. Byla vypoctena rozliSeni mezi piky analytl podle rovnice:

— 2(tRz - tRl) (3.1)
wy + w,

R

kde tr predstavuje retencni Cas analytu a w Sitku piku pti zakladné.
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Dale byly vypocteny asymetrické faktory pika analytu podle rovnice:

kde b predstavuje Sitku sestupné casti piku v 10 % vysky piku, a predstavuje Sitku
vzestupné ¢asti piku v 10 % vysky piku.

Parametry fr, w, a, b byly odeCteny ru¢né extrapolaci z chromatogrami s presnosti
na 0,01 min pro méfeni na reverzni fazi a s presnosti na 0,05 min pro méieni na HILIC
kolonach. Vzhledem k tomu, Ze piky u fady analyz nevykazovaly Gaussovsky tvar, byla
Sitka piku odecitana metodou konstrukce tecen v inflexnim bod¢ piku a néaslednym

odectenim vzdalenosti bodu, ve kterych dvojice tecen protnula casovou osu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Identifikace glykopeptidu

K identifikaci glykopeptidii byla vyuzita experimentalni data naméfena béhem
chromatografické analyzy na reverzni fazi za podminek popsanych v kapitole 3.4. Na
zaklad¢ literarni reSerSe bylo zjisténo, které glykopeptidy se v tryptickych smésich
lidského IgG bézné vyskytuji. Nasledné byla vypocitana m/z téchto glykopeptida
v riznych nabojovych stavech. Pro vypoctena m/z byly extrahovany chromatogramy.
Pritomnost glykopeptidu ve smési byla ovéfena rozborem fragmentacniho spektra
prekurzoru v piku extrahovaného chromatogramu.

Fragmentacni spektrum glykopeptidu IgG1:A2F1 (glykan obsahuje ¢tyfi GlcNAc
residua, tfi Man residua a jednu fukosu) je zobrazeno na Obr. 4.1. Jedna se o spektrum
naméfené v ¢ase 5,9 min, po fragmentaci prekurzoru s m/z 878,68 skolizni energii
35-70 eV. Tato hodnota odpovidéa m/z iontu identifikovaného glykopeptidu v ndbojovém
stavu 3+. Ve spektru pozorujeme oxoniové ionty [HexNAc + H]" pii m/z 204,09,
[Hex-HexNAc + H]" pti m/z 366,14 a [Hex>-HexNAc + H]" pfi m/z 528,19. Tyto ionty,
odpovidajici fragmentiim odstépenych monosacharidovych rezidui, jsou charakteristické
pro spektra glykopeptidii. Dale pozorujeme signal odpovidajici iontu peptidové patete
glykopeptidu [EEQYNSTYR + H]" pti m/z 1189,52. Pii vy$sich m/z pozorujeme signaly
odpovidajici iontiim peptidové patete s ¢asti glykanového tfetézce. Jedna se o ionty s m/z
1392,59; 1538,65; 1741,73; 1903,78; 2065,83 a 2227,89. Ptictenim hmoty dvou GIcNAc
residui (M: = 203,08) k poslednimu identifikovanému signalu pii m/z 2227,89 a
odectenim hmoty protonu (4: = 1,008) dostaneme hmotu 2633,04, kterd odpovida
relativni molekulové hmotnosti identifikovaného glykopeptidu. Analogickym zpiisobem
byly identifikovany i ostatni glykopeptidy. Jejich spektra jsou zobrazena na Obr. 4.2-4.8.

Identifikované glykopeptidy jsou popsany v Tab. 4.1 (str. 37). Jedna se o Ctyfi
glykopeptidy podtiidy IgGl1 a ctyii glykopeptidy podtiidy IgG2 s rGznymi strukturami
glykanovych fetézct: A2F1, fukosylovany dvojramenny glykan; A2G1F1, fukosylovany
dvojramenny glykan zakonceny jednou galaktosou; A2G2F1, fukosylovany dvojramenny
glykan zakonCeny dvéma galaktosami; A2G2F1S1, fukosylovany dvojramenny glykan

se dvéma galaktosami a sialovou kyselinou.
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Obr. 4.1: Fragmentacéni spektrum glykopeptidu IgG1:A2F1. Fragmentovan byl prekurzor
v ndbojovém stavu 3+ s m/z 878,68. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Obr. 4.2: Fragmentacni spektrum glykopeptidu IgG1:A2GI1F1. Fragmentovan byl

prekurzor v nabojovém stavu 3+ s m/z 932,70. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Obr. 4.3: Fragmentacni spektrum glykopeptidu IgG1:A2G2F1. Fragmentovan byl

prekurzor v nabojovém stavu 3+ s m/z 986,72. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Obr. 4.4: Fragmentacni spektrum glykopeptidu IgG1:A2G2F1S1. Fragmentovan byl

prekurzor v nabojovém stavu 3+ s m/z 1083,75. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Obr. 4.5: Fragmentacéni spektrum glykopeptidu IgG2:A2F 1. Fragmentovan byl prekurzor
v nabojovém stavu 3+ s m/z 868,02. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Obr. 4.6: Fragmenta¢ni spektrum glykopeptidu IgG2:A2G1F1. Fragmentovan byl

prekurzor v ndbojovém stavu 3+ s m/z 922,04. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Obr. 4.7: Fragmentacni spektrum glykopeptidu IgG2:A2G2F1. Fragmentovan byl

prekurzor v nabojovém stavu 3+ s m/z 976,06. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Obr. 4.8: Fragmentacni spektrum glykopeptidu [gG2:A2G2F1S1. Fragmentovan byl

prekurzor v nabojovém stavu 3+ s m/z 1073,09. Kolizni energie byla 35-70 eV.
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Tab. 4.1: Piehled identifikovanych glykopeptidii. Symboly: zelené kolecko — mannosa,
zluté kolecko — galaktosa, modry ctverec — N-acetylglukosamin, Cerveny trojuhelnik —
fukosa, fialovy kosoctverec — sialova kyselina. M; — relativni molekulovd hmotnost

analytu.

Glykopeptid M Peptid Glykan

IgG1

A2F1 2633,04 EEQYNSTYR

A2G1F1 2795,09 EEQYNSTYR I_'_<::: —0
A2G2F1 2957,14 EEQYNSTYR '_'_‘<:_._O

'|
||
= B
A2G2F1S1 3248,24 EEQYNSTYR I_'_(:::g
'|
||
= B

-

1gG2

A2F1 2601,05 EEQFNSTFR

A2G2F1 2925,15 EEQFNSTFR '_'_‘<:_._O
A2G2F1S1 3216,25 EEQFNSTFR I_'_(:::g

-

-
A2G1F1 2763,10 EEQFNSTFR I_'_<::: —0
-
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4.2 Chromatografie na reverzni fazi

Pti chromatografické analyze glykopeptidii na reverzni fazi ma na retenci nejvetsi
vliv hydrofobicita peptidové kostry. Na Obr. 4.9 je zachycen chromatogram analyzy
vzorku na kolon¢ BEH C18 s vyuzitim gradientu RP za experimentalnich podminek
popsanych v kapitole 3.4. Glykopeptidy eluuji v izkych ¢asovych intervalech v zavislosti
na struktufe peptidové casti. V intervalu 5,42-5,61 min eluuji glykoformy tridy IgGl,
v intervalu 7,38-7,55 min pak glykoformy tiidy IgG2. Peptidické ¢asti glykopeptida IgG1
a IgG2 se 1i8i ve dvou aminokyselindch. IgG1 (EEQYNSTYR) obsahuje dva tyrosiny (Y),
které jsou v ptipad¢ IgG2 (EEQFNSTFR) nahrazeny dvéma fenylalaniny (F). Tyrosin je
oproti fenylalaninu polarnéj$i aminokyselinou’!, glykopeptidy IgG1 tedy vykazuji nizsi

afinitu k reverzni fazi a eluuji diive.
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Obr. 4.9: Separace glykopeptidi IgG na koloné BEH C18 pii gradientovém programu RP
(Tab. 3.1). Slozeni mobilni faze: A, voda s 0,1% kyselinou mraven¢i; B, acetonitril
s 0,1% kyselinou mravenci; pritok, 0,25 ml/min; teplota kolony, 40 °C. Symboly: zelené
kolecko, mannosa (Man); zluté kolecko, galaktosa (Gal); modry Cctverec,
N-acetylglukosamin (GlcNAc); cerveny trojuhelnik, fukosa (Fuc); fialovy kosoctverec,

sialova kyselina.
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S rostoucim poctem neutralnich monosacharidovych jednotek glykanu dochazi
k zvySeni polarity molekuly glykopeptidu, coz se projevi v poklesu retencniho casu.
Naptiklad pfipojenim galaktosy ke glykopeptidu IgG1:A2F1 doslo k poklesu retenéniho
¢asu o 0,06 min. Naopak pfitomnost sialové kyseliny retenci prodluzuje, nebot’ jeji ndboj
kompenzuje ndboj vznikajici na peptidové kostie a tim zvySuje afinitu glykopeptidu
k reverzni fazi*®. Ptipojenim sialové kyseliny ke glykopeptidu IgG1:A2G2F1 doslo
k nartstu reten¢niho ¢asu o 0,19 min. Stejné trendy pozorujeme i v piipade glykopeptida

IgG2.

4.3 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie

Na kazd¢ HILIC stacionarni fazi byla provedena sada meéfeni s vyuzitim tii
odlisnych gradientovych programi H1-H3 (Tab. 3.1). Na zdklad¢ chromatografického
rozliSeni mezi piky analytl byl zvolen nejvhodnéjsi gradient pro kaZzdou stacionarni fazi.
Vzhledem kpovaze HILIC stacionarni fdze byla porovnévana rozliSeni mezi
glykopeptidy stejné tfidy IgG vzdjemné se liSicimi o monosacharidovou jednotku.
V ptipad¢ stacionarni faze HILIC-N poskytoval nejvyssi hodnoty rozliSeni gradientovy

program H2 (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: RozliSeni mezi piky analyti v chromatografickych analyzach na koloné
HILIC-N v mobilni fazi voda/acetonitril s 0,1% kyselinou mraven¢i, za podminek
popsanych v kapitole 3.5. RozliSeni R pifi gradientovych programech H1-H3 byla

pocitana dle rovnice (3.1).

Analyty Ru1 Ru2 Rus3
lgG1: A2F1/A2G1F1 1,64 2,72 1,80
IgG1: A2G1F1/A2G2F1 1,71 2,96 1,64
lgG1: A2G2F1/A2G2F1S1 25,14 41,22 24,55
lgG2: A2F1/A2G1F1 2,10 4,30 1,82
IgG2: A2G1F1/A2G2F1 1,60 3,37 1,64

IgG2: A2G2F1/A2G2F1S1 25,73 50,00 25,09

39



Pro HILIC-A poskytoval nejlepsi rozliseni gradientovy program H1 (Tab. 4.3).
Pro kolonu HILIC-B byl jako nejvhodnéjSi zvolen gradientovy program H2, ktery
poskytoval srovnatelna rozliSeni pro glykopeptidy IgG1 jako H3, ale doslo k lepSimu
rozliseni glykoforem IgG2 (Tab. 4.4).

Tab. 4.3: RozliSeni mezi piky analytd v chromatografickych analyzach na koloné
HILIC-A v mobilni fazi voda/acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci, za podminek
popsanych v kapitole 3.5. RozliSeni R pii gradientovych programech HI1-H3 byla

pocitana dle rovnice (3.1).

Analyty Ru1 Ru2 Rus3
lgG1: A2F1/A2G1F1 1,71 1,14 0,85
IgG1: A2G1F1/A2G2F1 1,82 1,34 1,24
IgG1l: A2G2F1/A2G2F1S1 3,25 2,37 2,13
IgG2: A2F1/A2G1F1 2,40 1,87 1,50
IgG2: A2G1F1/A2G2F1 1,78 1,43 1,16

IgG2: A2G2F1/A2G2F1S1 3,71 2,83 2,43

Tab. 4.4: RozliSeni mezi piky analyt v chromatografickych analyzich na koloné
HILIC-B v mobilni fazi voda/acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci, za podminek
popsanych v kapitole 3.5. RozliSeni R pifi gradientovych programech HI1-H3 byla

pocitana dle rovnice (3.1).

Analyty Ru1 Ru2 Rus
lgG1: A2F1/A2G1F1 0,68 1,32 1,40
IgG1l: A2G1F1/A2G2F1 0,81 1,33 1,27
lgG1: A2G2F1/A2G2F1S1 14,67 29,50 31,00
lgG2: A2F1/A2G1F1 0,67 1,95 1,64
IgG2: A2G1F1/A2G2F1 0,64 1,64 1,27

IgG2: A2G2F1/A2G2F1S1 14,27 38,61 19,60
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Se zvySujicim se pocCtem sacharidovych jednotek v oligosacharidové casti
glykopeptidu dochazi k narastu retencnich Casti analyti. Tento trend 1ze pozorovat na
Obr. 4.10. Jedna se o chromatogram analyzy vzorku na kolon¢ HILIC-N pii pouziti
gradientového programu H2 za experimentalnich podminek popsanych v kapitole 3.5.
Glykopeptidy podtiidy IgG1 eluuji v zévislosti na struktufe glykanu v nasledujicim
potadi: A2F1, A2G1F1, A2G2F1, A2G2F1S1. Stejny trend pozorujeme i u glykopeptidi
podtridy IgG2.
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Obr. 4.10: Separace glykopeptidli IgG na kolon€ HILIC-N pfii gradientovém programu
H2 (Tab. 3.1). SloZeni mobilni faze: A, voda s 0,1% kyselinou mravenci; B, acetonitril
s 0,1% kyselinou mravenci; pratok, 0,30 ml/min; teplota kolony, 40 °C. Symboly: zelené
kolecko, mannosa (Man); zluté kolecko, galaktosa (Gal); modry Cctverec,
N-acetylglukosamin (GlcNAc); Cerveny trojuhelnik, fukosa (Fuc); fialovy kosoctverec,

sialova kyselina.
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Vliv polarity aminokyselin peptidové ¢asti na retenci analyta je v ramci HILIC
opacny nez v piipadé chromatografie na reverzni fazi. Glykopeptidy IgG1 obsahujici
polarnéjsi tyrosin jsou tedy na koloné vice zadrzovany nez glykopeptidy IgG2, které
obsahuji mén¢ polarni fenylalanin.

Dle udaji poskytnutych vyrobcem jsou kolony HILIC-A a HILIC-B schopny
pracovat ve smiSeném modu HILIC/IEC. V zévislosti na slozeni mobilni faze tedy
dochdzi k disociaci silanolovych skupin na povrchu silikagelu (HILIC-A), ptipadné
k protonizaci aminoskupin aminopropylové stacionarni faze (HILIC-B). Naboj vazany na
povrchu stacionarni faze zprostfedkovava elektrostatickou interakci mezi nabitymi
funkénimi skupinami stacionarni fize a nabitymi analyty. Analyzované glykopeptidy
vykazuji amfoterni charakter. Pozitivni naboj je v ramci peptidové ¢asti lokalizovan na
zasadité aminokyselin€ argininu (R) a na koncové aminoskuping. Peptidova ¢ast obsahuje
dvé kyseliny glutamové (Q) a koncovou karboxylovou skupinu, které jsou pii 0,1%
koncentraci kyseliny mravenci Casteéné disociované a nesou zaporny naboj. Vliv
elektrostatické interakce mezi staciondrni fazi a peptidovou casti analytu je vSak
potlacovan stérickymi efekty. Pravdépodobné diky adsorbované vodné vrstvé na povrchu
staciondrni faze vykazuji glykopeptidy tendenci orientovat se tak, aby v kontaktu se
stacionarni fazi byla jejich oligosacharidova cast. Z tohoto divodu dochazi na obou
zminénych kolonach k silné elektrostatické interakci mezi zdporné nabitou sialovou
kyselinou a nabitymi funkénimi skupinami stacionarni faze. V ptipad¢ silikagelové
staciondrni faze HILIC-A (Obr. 4.11) dochazi k elektrostatickému odpuzovani mezi
zaporn¢ nabitymi sialovymi kyselinami a ¢éasteCné disociovanymi silanolovymi
skupinami silikagelu. V dusledku toho eluuji glykoformy nesouci glykan A2G2F1S1
s vyrazn€ krat§imi reten¢nimi Casy neZ v piipadé aminopropylové stacionarni faze
HILIC-B (Obr. 4.12, str. 44). Zaroven lze v piipadé kolony HILIC-A sledovat vyrazny
pokles retenénich cCasit vSech sledovanych analytti, a to diky elektrostatickému
odpuzovani mezi zaporné nabitymi skupinami peptidické Casti a disociovanymi silanoly.
U staciondrni faze HILIC-B dochazi naopak k elektrostatickému pfitahovani mezi
sialovymi kyselinami a protonizovanymi aminoskupinami, sializované glykopeptidy jsou

na koloné¢ vice zadrZzovany.

42



MEEY TR
\ \ S

[

.

16 17 18 19 20 21
t, min

Obr. 4.11: Separace glykopeptidli IgG na kolon€ HILIC-A pfi gradientovém programu
HI (Tab. 3.1). SloZeni mobilni faze: A, voda s 0,1% kyselinou mravenci; B, acetonitril
s 0,1% kyselinou mravenci; pritok, 0,30 ml/min; teplota kolony, 40 °C. Symboly: zelené
kole¢ko, mannosa (Man); zluté kolecko, galaktosa (Gal); modry Cctverec,
N-acetylglukosamin (GlcNAc); ¢erveny trojuhelnik, fukosa (Fuc); fialovy kosoctverec,

sialové kyselina.

Vyznamnou piednosti metody HILIC v porovnani s RP-HPLC je potencial pro
separaci izobarickych forem glykopeptidli. Na Obr. 4.10 pozorujeme ¢asteCnou separaci
glykoforem analytu 1gG2:A2GI1F1 pii analyze na polyhydroxylové stacionarni fazi.
Metodou HILIC jsme schopni rozliSit mezi glykoformami s galaktosou vazanou na a3-
¢i na a6-rameno glykanu®. Casteénou separaci izobarickych glykoforem zmin&ného
analytu jsme pozorovali i v pfipad¢ analyzy na silikagelové stacionarni fazi HILIC-A
(Obr. 4.11). V piipadé této stacionarni faze doslo 1 k ¢astecné separaci izobarickych forem
glykopeptidu IgG1:A2G1F1. V pfipad¢ analyzy na aminopropylové stacionarni fazi

HILIC-B k Zadné separaci izoforem nedoslo.
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Obr. 4.12: Separace glykopeptidi IgG na koloné¢ HILIC-B pii gradientovém programu
H2 (Tab. 3.1). SloZeni mobilni faze: A, voda s 0,1% kyselinou mravenci; B, acetonitril
s 0,1% kyselinou mravenci; pritok, 0,30 ml/min; teplota kolony, 40 °C. Symboly: zelené
kole¢ko, mannosa (Man); zluté kolecko, galaktosa (Gal); modry CcCtverec,
N-acetylglukosamin (GlcNAc); ¢erveny trojuhelnik, fukosa (Fuc); fialovy kosoctverec,

sialové kyselina.
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4.4 Porovnani testovanych stacionarnich fazi

Pro ucely porovnani vhodnosti testovanych stacionarnich fazi pro separaci
glykopeptidii pii danych experimentalnich podminkach byly z dat naméfenych pii
nejvhodnéjsich gradientovych programech vyhodnoceny nasledujici parametry: rozliSeni
mezi piky analytd, Sitky chromatografickych pikl analytl a asymetrické faktory pikt
analytq.

Rozliseni mezi piky glykopeptidii vzdjemné se liSicich o monosacharidovou
jednotku jsou uvedena v Tab. 4.5. Nejvyssich rozliSeni vSech studovanych glykoforem
bylo dosazeno v ptipad¢ vyuziti polyhydroxylové stacionarni faze HILIC-N. Stacionarni
faze HILIC-A a HILIC-B poskytly nizsi rozliSeni. HILIC-A byla ve srovnani s HILIC-B
schopna Iépe vzajemné rozlisit asializované glykoformy, naopak glykoformy se sialovou
kyselinou byly Iépe rozlisSeny na koloné¢ HILIC-B. Tato skutecnost je zpusobena
elektrostatickymi interakcemi mezi sialovou kyselinou a stacionarni fazi — odpuzovani
v ptipadé HILIC-A a pfitahovani v ptipadé¢ HILIC-B. Navzdory tomu je vSak separace
sializovanych glykoforem na koloné¢ HILIC-A dostatecna, a proto je za danych
experimentalnich podminek tato kolona pro separaci studovanych glykopeptidi
vhodné;jsi nez kolona HILIC-B. Rozliseni glykoforem na reverzni fazi jsou v porovnani
s HILIC kolonami vyrazné nizsi, reverzni faze neni vhodna k separaci glykopeptidli na

zaklad¢ rozdilné struktury oligosacharidové ¢asti.

Tab. 4.5: Porovnani rozliSeni R mezi piky analytl namétfenych na: reverzni fazi (RP),
kolon¢ HILIC-N (N), kolon¢ HILIC-A (A) a kolon¢ HILIC-B (B) v mobilni fazi

voda/acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci pifi optimalnich gradientech.

Analyty Rrp Rn Ra Rs
IgG1: A2F1/A2G1F1 0,55 2,72 1,71 1,32
IgG1: A2G1F1/A2G2F1 0,20 2,96 1,82 1,33
IgG1: A2G2F1/A2G2F1S1 2,24 41,22 3,25 29,50
IgG2: A2F1/A2G1F1 0,20 4,30 2,40 1,95
IgG2: A2G1F1/A2G2F1 0,50 3,37 1,78 1,64

IgG2: A2G2F1/A2G2F1S1 2,27 50,00 3,71 38,61
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Dalsim ze zkoumanych parametrii bylo rozliSeni mezi piky glykopeptidi IgG1 a
IgG2 nesoucimi stejny glykan. Vypoctena rozliSeni jsou uvedena v Tab. 4.6. Nejvyssich
rozliSeni bylo dosaZeno na reverzni fazi, kde je hydrofobicita peptidové ¢asti hlavnim
stacionarni fazi HILIC-A, kde dochazelo ke koeluci glykoforem se stejnym glykanem.
V ptipad¢ stacionarnich fazi HILIC-N a HILIC-B doslo k separaci sledovanych
glykoforem na zékladni linii. Polyhydroxylova stacionarni fdze byla schopna sledované

analyty rozlisit 1épe nez aminopropylova.

Tab. 4.6: Porovnani rozliSeni R mezi piky analytl se stejnym glykanem naméfenych na:
reverzni fazi (RP), kolon¢ HILIC-N (N), kolon¢ HILIC-A (A) a koloné¢ HILIC-B (B)

v mobilni fazi voda/acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci pti optimalnich gradientech.

Analyty Rrp Rn Ra Re
A2F1:1gG1/IgG2 20,53 6,10 0,59 3,30
A2G1F1: 1gG1/1gG2 17,30 4,16 0,08 2,26
A2G2F1: 1gG1/1gG2 23,06 6,00 0,37 3,26
A2G2F1S1: 1gG1/1gG2 25,87 3,73 0,43 3,25

V ramci méteni metodou HILIC eluuji analyty v SirSich chromatografickych
picich neZ v ptipadé€ analyzy na reverzni fazi (Tab. 4.7). RozSifovani chromatografickych
pikt souvisi s diftizi analytti v mobilni fazi. Vzhledem k tomu, ze celkova doba analyzy
je v ptipad¢ méfeni na reverzni fazi vyrazné kratsi neZ u metody HILIC, analyty nemaji
dostatek casu difundovat a vysledné chromatografické piky jsou uzsi. Delsi doba analyzy
metodou HILIC naopak vedla k $ir§im chromatografickym pikiim vlivem difuze analytt
Sitky chromatografickych pikii v piipadé stacionarnich fazi HILIC-N a HILIC-A byly

srovnatelné.
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Tab. 4.7: Porovnani Sifek piku w analyti namétenych na: reverzni fazi (RP), koloné
HILIC-N (N), kolon¢ HILIC-A (A) a kolon¢ HILIC-B (B) v mobilni fazi voda/acetonitril

s 0,1% kyselinou mraven¢i pii optimalnich gradientech.

Glykopeptid  wgre [min]  wn [min]  wa [min]  wsg [min]

IgG1
A2F1 0,11 0,50 0,40 0,80
A2G1F1 0,11 0,75 0,65 1,40
A2G2F1 0,09 0,50 0,45 1,00
A2G2F1S1 0,08 0,40 0,35 0,40

1gG2
A2F1 0,08 0,50 0,45 1,05
A2G1F1 0,12 0,50 0,55 0,90
A2G2F1 0,08 0,45 0,35 0,75
A2G2F1S1 0,07 0,35 0,35 0,40

Tvar chromatografického piku souvisi s mechanismem retence analytu. Symetrie
pikt analytt byla vyjadfena pomoci asymetrickych faktort, které jsou shrnuty v Tab. 4.8.
polyhydroxylové staciondrni fazi HILIC-N. Zatimco retencni mechanismus v pfipadé
reverzni faze zavisi pfedevSim na nespecifickych hydrofobnich interakcich, mechanismus
retence v piipadé metody HILIC je komplikovanéjsi, coz ma za nasledek vy$si asymetrii
(,,tailing®) chromatografickych pik. Vzhledem k tomu, Ze vyrobce kolon poskytuje
pouze omezené informace o chemické struktufe staciondrni faze, neni v tuto chvili mozné
tento jev podrobnéji diskutovat. Lze vSak spekulovat o tom, ze v pfipadé€ kolon HILIC-A
a HILIC-B méa na symetrii pikid vliv elektrostatickd interakce mezi nabitymi analyty a
nabojem vazanym na povrchu stacionarni faze. Zatimco v ptipadé kolony HILIC-A doslo
v porovnani s HILIC-N k poklesu asymetrického faktoru, v pfipadé kolony HILIC-B
doslo k jeho naristu. Z této skuteCnosti 1ze usoudit, Ze elektrostatické odpuzovani mezi
zaporng nabitymi karboxylovymi skupinami analytd a disociovanymi silanoly v ptipadé
HILIC-A pfispélo ke zlepSeni symetrie pikil, v ptipadé HILIC-B pak doslo ke zhorSeni
symetrie pikti vlivem elektrostatického ptitahovani mezi karboxyly glykopeptidi a

aminoskupinami stacionarni faze.
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Tab. 4.8: Porovnani asymetrickych faktor piku 4 analyti naméfenych na: reverzni fazi
(RP), kolon¢ HILIC-N (N), kolon¢ HILIC-A (A) a koloné¢ HILIC-B (B) v mobilni fazi
voda/acetonitril s 0,1% kyselinou mraven¢i pfi optimalnich gradientech. Asymetrické

faktory byly vypocteny podle rovnice (3.2).

Glykopeptid Arp [min] An[min] Aa[min] Ag[min]

IgG1
A2F1 1,00 2,00 1,40 3,40
A2G1F1 1,75 3,25 1,80 4,20
A2G2F1 1,67 2,00 1,20 5,00
A2G2F1S1 1,67 1,25 1,33 2,00

IgG2
A2F1 1,67 2,00 1,40 4,20
A2G1F1 0,83 1,40 1,17 2,50
A2G2F1 1,67 2,00 1,00 3,75
A2G2F1S1 1,33 1,67 1,67 1,75

4.5 Vyuziti pufrované mobilni faze

Zménou pH mobilni faze lze v HILIC modu ovlivnit disociaci ¢i protonizaci
funkénich skupin analytu a stacionarni faze, ¢imz dochazi ke zintenzivnéni ¢i potlaceni
elektrostatickych interakci mezi analytem a stacionarni fazi. Byla provedena série
experimentl s vyuzitim stacionarnich fazi HILIC-N a HILIC-B a mobilnich fazi, jejichz
vodnou slozkou byl 10 mM mraven€an amonny s pH 3,5 a organickou sloZkou acetonitril
s pfidavkem 0,1 % kyseliny mraven¢i. Byl vyuzit gradient Hl a métfeni probihala za
experimentalnich podminek popsanych v kapitole 3.5. Stejné experimenty byly poté
provedeny s mobilni fazi, kterd obsahovala 50 mM mravenc¢an amonny s pH 3,5 jako
vodnou sloZku.

V pribehu analyz s pufrovanou mobilni fazi vSak doslo k vyraznému potlaceni
ionizace analytil, v disledku ¢ehoz nebylo mozné identifikovat fadu analytt a sledovat
tak jejich chromatografické chovani. Pro posouzeni vlivu pfitomnosti pufru v mobilni fazi

na retenci glykopeptidi v HILIC modu bude potieba provést dalsi experimenty.
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5. ZAVER

V ramci diplomové prace byla porovnana separacni uc¢innost tii stacionarnich fazi
v analyze smési glykopeptidi metodou hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie
ve spojeni standemovou hmotnostni detekci. Byla testovana polyhydroxylova
(HILIC-N), silikagelova (HILIC-A) a aminopropylova (HILIC-B) stacionarni faze.
Vysledky téchto analyz byly porovnany s vysledky analyzy ziskanymi za pouZiti reverzni
oktadecylové stacionarni faze (BEH C18), kterd se v rutinnich glykoproteomickych
analyzach bézn¢ vyuziva.

Enzymatickym S$tépenim standardu lidského imunoglobulinu G byla piipravena
smés glykopeptidl, ktera byla vyuzita jako vzorek pro vSechny analyzy. Nejprve byla
smés charakterizovana s vyuzitim kapalinové chromatografie na oktadecylové stacionarni
fazi s tandemovou hmotnostni detekci pomoci prilletového hmotnostniho analyzatoru
s predfazenym kvadrupdlem (qTOF). Pomoci fragmentacnich spekter byla identifikovéna
sada osmi glykopeptidi, jejichz chromatografické parametry byly sledovany v priabéhu
analyz na HILIC kolonach.

Na kazdé z testovanych HILIC stacionarnich fazi byla provedena série tii analyz
pfiriiznych gradientech mobilni faze, kterd byla tvofena smési vody a acetonitrilu s 0,1%
koncentraci kyseliny mravenci. Pro kazdou stacionarni fazi byl na zdklad¢ ziskanych
rozliSeni chromatografickych pikii vybran nejvhodnéj$i gradient. Nasledné bylo
provedeno srovnani chromatografickych parametrii ziskanych pomoci jednotlivych
stacionarnich fazi pfi zvolenych gradientech.

NejlepSiho rozliSeni mezi piky glykoforem v zdvislosti na struktufe
oligosacharidového fetézce bylo dosazeno na polyhydroxylové stacionarni fazi
(HILIC-N). Kolony HILIC-A a HILIC-B poskytly niz$i rozliSeni analytt. HILIC-A byla
v porovnani s HILIC-B schopna 1épe separovat asializované glykoformy, naopak
HILIC-B 1épe odseparovala glykopeptidy obsahujici sialovou kyselinu. VSechny
testované HILIC stacionarni faze poskytly lepsi rozliSeni nez reverzni stacionarni faze.

Kolona HILIC-N poskytla vrdmci HILIC kolon nejvyssi rozliSeni mezi
glykopeptidy se stejnym glykanem liSici se ve struktuie peptidické ¢asti. Nejhorsi
rozliSeni poskytla kolona HILIC-A, kde dochazelo ke koeluci glykopeptidi IgG1 a IgG2

nesoucich stejny glykan. V porovnani s reverzni fazi bylo na vSech HILIC kolonach

49



dosazeno vyrazné nizSiho rozliSeni mezi glykopeptidy IgG1l a IgG2 nesoucimi stejny
glykan.

V ptipadé kolon HILIC-A a HILIC-B byl demonstrovan vliv elektrostatické
interakce na separaci nabitych analyti obsahujicich sialovou kyselinu. Vlivem
elektrostatického odpuzovani doSlo na kolon¢ HILIC-A keluci sializovanych
glykopeptidl v kratSich reten¢nich ¢asech. Naopak na koloné¢ HILIC-B dochazelo diky
elektrostatickému ptitahovani k delsi retenci glykopeptidii obsahujici sialovou kyselinu.

Kolony HILIC-N a HILIC-A byly schopné ¢astecn¢ separovat izobarické formy
glykopeptidu IgG2:A2G1F1 lisici se ve vazb¢ terminalni galaktosy na a3-, ¢i a6-rameno
glykanu. Na kolon¢ HILIC-A byla pozorovéna casteCna separace izobarickych
glykoforem 1 v ptipad¢ glykopeptidu IgG1:A2F1. Na koloné¢ HILIC-B ani na reverzni
fazi tento jev pozorovan nebyl.

S ohledem na studované chromatografické parametry lze =za danych
experimentalnich podminek povazovat polyhydroxylovou stacionarni fazi HILIC-N za
nejvhodnéjsi pro analyzu studované smési glykopeptidi. Kolona HILIC-A poskytla nizsi
rozliSeni, jeji vyhoda vSak spociva v rychlejsi analyze a schopnosti Castecné separace
izoforem IgGl:A2F1S1. Kolona HILIC-B poskytla za danych podminek nejhorsi

vysledky, tudiz ji k analyze nelze doporucit.
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