Abstrakt

Glykoproteomika je narocnym odvétvim proteomiky, a to zejména kvili 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 uplatiiujici se pii vyuziti HILIC

stacionarnich fazi.



