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Abstrakt

Dizertaini prace se sklada ze dvou tematickyehsti; prvni cast se zabyva
charakterizaci trypsinu, enzymu vyuzivaného v moiekém vyzkumu Kk identifikaci
proteinovych sekvenci, a rychlosti trypsinovéhipéni peptid. Druhacast je zar‘ena na
chiralni separace biologicky aktivnich latek.

V prvni ¢asti projektu byla studovana kinetik&gni syntetickych peptidtrypsinem
a vyvinuta metoda vysokeéinné kapalinové chromatografie (HPLC) pro detekaihto
peptidh a jejich fragmernit. Za pouZiti enzymové reakce v roztoku a HPLC kstgnoveny
relativni rychlostni konstanty &iné reakce problematickych sekgefth motivi. Bylo
objasrno, které aminokyseliny v okoligtného mista zpomaluji enzymovou reakci a v jaké
poloze Wi¢i St€pnému mistu je jejich vliv neftSi. Dale bylo zjig&ino, Ze trypsin je schopen
nizké exopeptidazové aktivityjgdevsim fi Stépeni na konci peptidovéhettzce. Dale byly
zjistény a porovnany &innosti # chromatografickych kolon s imobilizovanym trypsm.
Imobilizace na pevny nasise vyuziva pro zvySeni mnozstvi enzyméasiniciho se
katalytické reakce a pro zapsi lepSi opakovatelnosti a reprodukovatelnosti exykl.
Uginnost kolony syntetizované na University of No@harolina byla porovnana sianosti
dvou kometné dostupnych kolon. Jako substrat byl pouli-benzoyl-L-arginin 4-
nitroanilid hydrochlorid a testovaci podminky zatwaly pouziti sepataich puffi 0 Kizném
pH, riznych pfitokd mobilnich fazi a teplot. Za vybranych podminetedevsim i pH 9,0,

vykazovala nov syntetizovana kolona vysstitinost nez kolony komeni.

Ve druhécasti prace byly vypracovany a optimalizovany metétBL.C a kapilarni
elektroforézy (CE) pro separaci enantiotnéryptofanu a jeho derivatpouzivanych pro
rizné &ely nag. ve farmaceutickém pmyslu. V gipadt CE byl jako chirdlni selektor
pouzit cyklodextrin a jeho derivaty. Vyvoj HPLC mdly vyZadoval pouZiti viceiznych
typt chiralnich stacionarnich fazi a segaiah mod. Byly testovany stacionarni faze na
bazi cyklodextrinu, cyklofruktanu, teikoplaninu bplgsacharid. Bylo dosaZzeno separace
vSech analyt na zakladni linii. Na zakladziskanych vysledk byl diskutovan sepatai
mechanismus pouzitych kolon. Dizemé prace zahrnuje také rozséhlé reSerSe tykajici se
enantioseparacidé&, aminokyselin a dalSich chiralnich latek metod&RLC, superkriticke
fluidni chromatografie (SFC), plynové chromatogeafi(GC) a elektrokinetické
chromatografie.
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1. Uvod

Biologicky aktivni latky Ize definovat jako sloeniny, které jsou i v nizkych
koncentracich schopny oviigvat Zivotni pochody, itemz toto ovliveni mize byt
pozitivni nebo negativni. Tyto latky mohou bykirpdniho i syntetického twodu. Mezi
biologicky aktivni latkytadime nap proteiny, I€iva, vitaminy a aminokyseliny. Velké
mnozZstvi &chto latek je chiralni - vyskytuji se v odliSnyctoptorovych usp@danich, ktera

navzdory stejnému sumarnimu vzorci mohou vykazoyatou biologickou aktivitu [1].

Zakladni slozkou protein jsou L-enantiomery aminokyselin;ckteré se vlivem
vysokych teplot, starnutim nelonosti mikroorganizrin mohou postuphpieménovat na D-
enantiomery. Ty vSak mohou zasahovat do metabollsfiauem a zjsobit toxickou reakci,
v piipact zabudovani do proteinu i ztratu biologické fun@. D-aminokyseliny lze
piirozere nalézt nap v buréénych stnach bakterii [3,4]. U vysiejSich biologickych
systéni, nag. u c¢lovéka, mize vyskyt D-aminokyselin doprovazet rozvogkterych
onemocgni, nag. Diabetes mellitus[5] nebo Alzheimerovu chorobu [6].fiRozert se
v télech organizmd vytvéi kyselina D-asparagova,iqaevsim metabolickymi pochody
souvisejicimi se starnutim [2]. Zndodu diagnostiky, prevence a boje prdtmym chorobam
je poteba vyvoje spolehlivych a efektivnich metod prcetet a identifikaci proteii a jejich
stavebnich jednotek.

Identifikace proteif a jejich aminokyselinového sloZeni probih&astji za vyuziti
specifickych proteolytickych enzyin{7]. NejpouzivagjSim enzymem ke &beni proteih za
Ucelem jejich analyzy je ztovodu vysoké specifity trypsin [7,8]. Vyuziva see@evSim k
piipraw vzorki pro tvorbu peptidovych map, stanoveni primarnilgtrry proteirfi a post-
transl&nich modifikaci [9]. Akoli jsou optimalni podminky pro trypsinovou hydypli
detailre popsany [10], stanoveni rychlosté@ni tzv. problematickych sekvenci bylo dosud
opomijeno. Trypsin 8pi aminokyselinovéettzce pouze na karboxylovém konci argininu a
lysinu [11], ale aminokyseliny obklopujici ¢ghé misto mohou tuto reakci vyznamn
zpomalovat. Nejastji jsou nekompletd naStpené sekvence pozorovany v blizkosti
kyselych aminokyselin (kyseliny asparagové a glaa@ nebo v fipadech, kdy je
v aminokyselinové sekvencitippmno vice &pnych mist jdoucich za sebou [12]. Znalost
rychlostnich konstant hydrolyzyédhto sekvenci by po zabudovani do prograpro
identifikaci peptidi mohla vést ke sniZzeni mnoZstvi fakeSpozitivnich vysledk a k
podstatnému urychleni vyhodnocovani ziskanych dat.



Enzymové &ipeni lze provést v chromatografii @aa zmsoby. Konvetiné se
pouziva reakce vroztoku, ale ta je zatiZzena mnoéayhodami, pedevsSim autolyzou.
Vyrazné vylepSeniigdstavuje imobilizace enzymu na pevny tpokierd umo#uje pouziti
podstatg vysSiho mnozstvi enzymu a eliminuje nevyhody reakcoztoku [13,14]. PouZiti
chromatografickych kolon s imobilizovanym trypsindy mélo vést k tSi opakovatelnosti

a spolehlivosti vysledk

Chiralni separace biologicky aktivnich latek mafle obrovsky vyznam, protoze
mnoho I€iv a latek pouZivanych v chemickém, potravgk@&m pamyslu a zerddélstvi
vykazuje chiralitu. Stale &Si diraz je kladen na vypracovani toxikologickych a
environmentalnich analyz vlivu jednotlivych enantienti, se kterymi je Gzce spjata pelba
rychlych, spolehlivych a citlivych metod. Uplati v této problematice nalezlagalevsim
kapalinova chromatografie, kterou Ize pouzit przné poléarni analyty pochazejici #anych
typa matric [15]. Velké mnoZstvi dostupnych chirdini&tiacionarnich fazi (CSP) jéstice
uprednosiiuje pouziti této techniky [16]. fikladem biologicky aktivnich latek mohou byt
neproteinogenni derivaty tryptofanu, pouzivanétnag farmacii k vyvoji novych lév, jako
biologické sondy nebo katalyzatory [17,18,19]. Di&le zminit nefirodni derivaty prolinu,
pouzivané v peptidomimetice ke zlepSeni biologiclastupnosti I&v a odolnosti wci
enzymam [20], nebo p-aryl-substituované3-aminokyseliny, které isobi jako inhibitory

enzymi, maji neurologickou aktivitu a pouzivaji sé yyvoji novych I&€iv [21].

2. Cile prace

Cilem dizertaéni prace bylo studium pepfida aminokyselin vysoka@innou kapalinovou
chromatografii.
Dil¢i cile 1ze rozdlit do nasledujicich bad
* Studium rychlostnich konstant ¢peni problematickych peptidovych sekvenci
trypsinem.
e ZjiSténi a porovnani d&innosti kome&né dostupnych kolon s imobilizovanym
trypsinem wiéi a syntetizované kolony v laboréio
* Vyvoj vhodnych metod pro chiralni separace tryptofea jeho neproteinogennich

derivati pro screeningové a purifikai cely.



3. Teoreticky uvod do analyzy biologicky aktivnichHatek
3.1. Trypsinové SE&peni aminokyselinové sekvence protein

Proteiny spoléené¢ se sacharidy a lipidy p@at mezi makromolekuly nezbytné
k existenci Zivota na Zemi. Zakladem proteinovélettzce jsou aminokyseliny, jejichz
poradi utuje nejen vysSi strukturu protéinale také jejich funkci. V proteomickém vyzkumu
je protein izolovan, denaturovan a naskedozloZen na kratké peptidové fragmenty, které
jsou identifikovany ne&jastji hmotnostni detekci. peni je obvykle provasho
enzymatickou katalyzou. &iné misto a okolni sekvence aminokyselin musi bgigatibilni
s aktivnim centrem enzymu, aby mohlo dojit k hjytické reakci. Nkteré aminokyseliny
v bezprogstednim okoli &tpného mista mohou zabranit navazéni proteinu ngnen¥e
vysledné srési pak pozorujeme peptidoveé fragmenty s vynecharsgipnymi misty (z angl.
miscleavage), i kdyZz je re&ki doba dostate¢ dlouhd. Trypsin je pro vysokou
specifitu nejpouzivafiSim enzymem pro &beni proteid [7,8]. Specifita Sfpeni trypsinem
spaiiva ve schopnosti &tit proteiny pouze na karboxylovém konci lysinurgiminu, pokud
po nich nenasleduje prolin [9]. Optimalni podmingmo trypsinové &peni jsou udavany
nasledoviy: pH v rozmezi 7-9 jednotek [23,24] a teplota 37/Mezi faktory, které negativn
ovliviwuji rychlost enzymové reakce, s#&adi pH, teplota, iitomnost organickych
rozpoustdel, autolyza, vySSi strukturyépieného proteinu a samotna sekvence aminokyselin.
Negativré nabité kyseliny asparagova a glutamova, nachazgiv bezprosgtdni blizkosti
Stpného mista, sniZuji rychlost enzymové reakceclejzdalenost od &ného mista je
zasadni a maizny dopad na rychlost reakce [11,12]. Tyt& @minokyseliny vytvél solné
mustky s bazickym argininem a lysinem, a zabja tak jejich navadzani na kyselinu
asparagovou Vv aktivnim centru trypsiimz dochazi k brami interakce s enzymem [12].
.Miscleavage” sekvence se objevuji takétippdech, kdy je v aminokyselinovétaetzci
umistno rekolik Stépnych mist za sebou. Bylo popsano, Ze trypsin sehopen pracovat
jako exopeptidaza - nedokazepst na Uplném z&tku nebo konci peptidovéhetézce [26].
V sekvenci je obvykle hydrolyzovano pouze jednips8é misto, ostatni uz enzymové reakci

nepodléhaji.

S vyzkumem struktury a funkce protéife Uzce spjata pi#ba rychlych, nenataych
a efektivnich sepataich metod. V proteomickém vyzkumu je ¢ag€ji vyuzivana metoda
HPLC v reverznim modu [7], déle se uplgt také metody CE a gelova chromatografie. V
piipadc HPLC a CE metod fite Stpna reakce probihat jak a#dné tak i pimo



v separénim systému. Obrovskou vyhodu imobilizadegstavuje posileni stability enzymu
vaci autolyze, zvySeni odolnostiwi teplo€, pH nebo pitomnosti organickych rozpoustel
[13,14]. Pro pouziti v kapalinové chromatografiieseym imobilizuje na membrany [14,27],
polymerni nebo silikagelové n@si [8], nandastice [28] i magnetick&astice [29].
Nevyhodou imobilizace enzyimje ucrita ztrata dinnosti vlivem strukturnich zem
doprovazejicich vazbu na pevny povrch [27], kter&§ak kompenzovana stechiometricky
vétSim mnozstvim enzymuastniciho se reakce. PouZzitim imobilizovaného enztak Ize
vyrazre zkratit dobu &tpné reakce. Reakce v roztoku obvykle probihd 12@din, oproti
tomu reakce na imobilizovanych enzymovych reaktoredize byt ukokena po #kolika

minutach, jak udavaji vyrobci kom&k dostupnych trypsinovych kolon [30,31].
3.2.  Chiralni separace

Chiralita je pirozenou vlastnosti ffrodnich latek. Chiralni molekuly maji stejné
slozeni, ale liSi se prostorovym uggpdani a v chiralnim prasdi vykazuji izné vlastnosti.
Chirélni latky se vyskytuji ve forénizomen, které si jsou navzajem zrcadlovymi obrazy a
nazyvame je enantiomery [1,32].éMdina I&€iv a latek pouzivanych v hemickém,
potravindském ptimyslu a zerddélstvi vykazuje chiralitu, a proto je nutné prozkaatm
chovani vSech jejich izomemnejen v lidskémde, ale také vélech ostatnich organizima v
Zivotnim prostedi. Divodem takto rozsahlych toxikologickych studii jspraw rozdilné
vlastnosti jednotlivych enantiomew chirdlnim prosedi. Zatimco je jeden izomer aktivni,
druhy mize vykazovat nizSi nebo Zadnodinnost, gipadré jiné az nezadouci ¢inky
[32,33]. Problematika chiralnichd& vstoupila do Sirokého p@domi v Sedeséatych letech
20. stoleti, kdy doSlo k tragickému incidentu dittemidem a teratogennicinek jednoho
Z enantiomar byl zjisS&n pxiliS pozd [34]. Tato tragédie se stala meznikem v reguksiv |
DalSim gikladem rozdilnych &nkd enantiomer a problematiky spravného i
testovacich zvat ve farmakologickych studiichie byt omeprazol, &&vo pouzivané jako
inhibitor protonovych pump ip poruchach traveni. Testy na potkanech ukazalyRze
enantiomer méa vyssiciinnost, zatimco ib testech na psech nebyl z§iStrozdil v &innosti
enantiomek a farmakologicky vyzkum uclovéka ukazal o 90% vySSi ciinnost R-

enantiomeru [35].

Uginnou metodou pro separace chirdlnich latek jgedevsim kapalinova
chromatografie (LC). Mezi dalSi vyznamné metodytip&FC, CE a GC. [32]. HPLC je
v souwtasnosti nejpouzivasi technikou pro separaci chirdlnich latek vzhiedk velké
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robustnosti, opakovatelnosti a reprodukovatelnas@lyz. DalSi vyhodou této metody je
moznost pouZiti ¢kolika riznych mod v zavislosti na povaze separovanych latek. Podle
polarity stacionarni a mobilni faze (MP) rozliSugntyto chromatografické maody: (i)
normalni méd — polajsi SP a méhpolarni MP; (ii) RP — mé&npolarni SP a polagsi MP;

(i) polarné-organicky mod — jako MP se pouziva &aracetonitrilu (ACN) s methanolem
(MeOH), nebo samotny MeOH s malyntigavkem kyseliny octové a triethylaminu; (iv)
hydrofilni-interakni kapalinova chromatografie (HILIC) - polarni 8®IP sloZzend z ACN a
vodné faze (pufru) do max. 30% objemu. [16]

Chirélni separace lze v HPLC provéstéaha zmsoby — pimym a nepimym.
Pri ptimych separacich jsou nejvice pouzivany system$R, &Gtera mize byt vhodna pro
jeden nebo vice mad Dale Ize pouZzit chiralni selektor jako aditivunvi¥?, ale tento postup
neni @ilis vyuzivan z dvodu niZSi selektivity adinnosti chromatografického systémui P
negimych separacich se vyuzivd reakce enantibrmeeopticky cistym derivatizanim
¢inidlem ped vlastni analyzou. Vyt¥ené stabilni diasterecizomery jsou separovany
v achiralnim prosedi. Nevyhodu nefmé metody pedstavuje pedevSim nutnost vysoké
optické cistoty derivatiza&niho ¢inidla, moznost racemizace analytdhbm derivatizace a
¢asova narénost pipravy derivatu. Tato metoda neni vhodnd pro sespgmativni a
preparativni Gely. Hlavni nevyhodou ifimych metod je vysoka cena CSP [16,32].
V souwasnosti jsou nejvice vyuzivany polysacharidové @&Bazi derivatizované celulozy a
amylézy. Dale je vhodné zminit CSP na bazi makrbchfch antibiotik (teikoplanin,
vankomycin), derivatizovanych i nativnich cyklodéxt (CD) a cyklofruktaf (CF),
syntetickych polymer nebo molekularavtisttnych polymei [16,36].

4. Vysledky a diskuze

Publikace | — Objasreéni trypsinového Sgpeni: Uréeni a srovnani rychlostnich konstant
enzymatické hydrolyzy problematickych sekvenci

Jak bylo zmigno vySe, jednim z negativnich jeyprovazejicich trypsinové &teni
proteini je produkce tzv. ,miscleavage” sekvencibj@reni afinity trypsinu ké&mto
sekvencim a @eni rychlostnich konstantéginych reakci je wlezité nejen pro usnadni a
zpiesreni  vyhledavani v databazich hmotnostnich spektég, iapro vyvoj novych

enzymovych modifikaciZavedeni rezistentnich sekvenci do identifikah program by
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vyznamré urychlilo a zgesnilo vyhodnocovani vysledka zmensSilo by mnoZstvi faleSn

pozitivnich identifikaci.

Publikace | se zabyva (i) vlivem kyselin glutamové a asparaga\(@) n¢kolika po
sok® jdoucich Stpnych mist na rychlost trypsinovéhoiggni. Reakéni podminky byly
zvoleny tak, aby bylo za pomaléhoipéhu reakce umozmo podrobné sledovani zm
vreakini snesi. Jako substraty byly pouzity syntetické peptidy danou sekvenci
aminokyselin bez sekundarni struktury. Produkty yemavé reakce byly separovany
vyvinutou metodou RP-HPLC (Obr. 1). NavrZzend metdgda pouZzita ke stanoveni a
porovnani relativnich rychlostnich konstardp$tych reakcitrznych sekvetnich motiva.

Trypsin je vysoce specificky enzym, kteryt pouze na karboxylovém konci
aminokyselin argininu a lyzinu. Vysledky ukazalye #rypsin preferuje &pné misto
obsahujici arginin, pravgodobré kvuali slabsi vazb lysinu do aktivniho centra trypsinu.
Postranniretzec argininu je delSi, a protote tvait vodikové vazby fimo s kyselinou
asparagovou na dnkapsy aktivniho centra trypsinu. Postrarieitzec lysinu vytvéi
vodikové mistky se serinem a s kyselinou asparagovou je spuggimo pes molekulu
vody [37]. Z tohoto dvodu byly nandiené rychlostni konstanty pepiidbsahujicich arginin
vysSi. Déale byl sledovan vliv pozice kyselych ankiyselin vici St€pnému mistu na rychlost
enzymové reakce. Bylo zjito, Ze umisii kyseliny glutamové nebo asparagové&dp
Sttpnym mistem zpomaluje rychlost reakce vyggiznJako silrgjSi inhibitor reakce se

projevila kyselina asparagova ve vSe¢ipadech nireni.

Sekvence obsahujici¢kolik po solé jdoucich Spnych mist jsou oz@avany za
negastji se objevujici ,miscleavage” motivy. Publikaci | byly studovany sekvence se
dvéma Sépnymi misty, a to d¥ma argininy, lysiny, nebo parem arginin-lysin aitlyarginin.
Hydrolyzovano je pouze jedno ze dvogépstych mist, coz vede k produkci ,miscleavage”
peptidi. B. Keil popsal, Ze trypsin neni schopen pracalat exopeptidaza — neumggit na
Uuplném zaatku nebo konci peptidovethetzce [26]. Toto tvrzeni bylgast&né vyvraceno.
Po 2 minutach byl veSkeryipodni peptid v realni snmeési nasépen, ale stéle dochazelo ke
zménam ploch pik vzniklych fragmeni. Bylo zjiS€no, Ze trypsin je prawgodobré schopen
exopeptidazové aktivity, a tagdevsim pokud je &né misto na konci peptidoveheizce.

Rychlost reakci je vSak podstatmizsi nez u fivodniho peptidu.
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Obr. 1 llustrativni chromatogramy separacép&ného peptidu a jeho fragment zavislosti
na dol enzymové reakce. Peptid s aminokyselinovou sekveW@A[RE]LYAVR, ktera
obsahovala jako &né misto arginin (R) nasledované kyselinou glutaouo (E), byl
trypsinem hydrolyzovan na dva fragmenty. Segrirpodminky: kolona Atlantis dC18; MP
ACN/10 mM octan amonny, pH 3,0; linearni gradierf® W0-18% ACN ¥/v) v ¢ase 0-6 min,
6-20 min 18% ACN; 280 nm; teplota kolony 30°C; tapl autosampleru 20°C; davkovany
objem 6pl.

Publikace Il — Porovnani katalytické innosti t¥i trypsinovych kolon pouzivanych

v kapalinové chromatografii

Imobilizace enzym na pevny nosije vhodnym prosedkem jak zabranit necimym
jevam, které doprovazi enzymové&geni v roztoku. V fipadt trypsinu je ¢chto nevyhod
n¢kolik. Molekuly trypsinu jsou schopny se navzajemdiolyzovat, a tak dochazi ke
kontaminaci analyzovaného vzorku neciyimi peptidovymi fragmenty. Z tohotaidodu se
trypsin do rea&ni snesi piidava v malém mnozstvi, obvykle v pdm 1:50. DalSi nevyhody
predstavuje mala odolnostidi organickym rozpoustlim a vysokym teplotam, jejichz
pouziti by mohlo podstatnzvysit efektivitu Stpné reakce [13,14]. VSeninito nevyhodam
se lze vyhnout imobilizaci enzymu. Velkou vyhodiegstavuje také ifmé zapojeni

do HPLC aparatury¢imz lIze omezit manipulaci se vzorkem a vnaseni ctigbanalyz.
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Produkci ,miscleavage” sekvenci, ktera byla diskatta v pedeslé publikaci, se timto
zpasobem nelze vyhnout, ale vzhledem k velkému zryghémzymové reakce by se jejich

mnozstvi ndlo vyznamm snizit.

Publikace Il se zabyva @enim a srovnaniméinnosti i trypsinovych kolon, z nichz
dvé, Perfinity a Poroszyme, jsou konie¢ dostupné. Kolony Poroszyme a Perfinity jsou jiz
né¢jakou dobu pouzivané, jejich vyrobci slibuji vysakdginnost, rychlé reaki casy
v ramci rekolika minut, odolnost &i vysokym tlakim, teplotam a opakovatelné vysledky
pro nastik vice nez 250 vzork Treti kolona, UNC prototyp, byl vyt¥ena ve skupi&prof.

J. Jorgensona na University of North Carolina (UNE)Chapel Hill, USA a stale podléha
vyvoji. Jako jedina by i#a byt kompatibilni s UPLC iistroji. U zmirgnych trypsinovych
kolon byla utena a porovnana katalytick&idnost vyjadena jako ubytek plochy piku
substratu $pné reakce po aplikaciiznych sepakmich podminek. Byl studovan vliv pH
separaniho pufru, piitoku mobilni faze a teploty. Zvolené testovaci patky v této praci
jsou: pH 7,0; 8,0; 9,0; teploty 20, 25, 30 a 37pGitoky mobilni faze 0,1, 0,2 a 0,3 ml/min.
Zmeéna rychlosti piitoku mobilni faze souvisi s dobou setrvani analyiolorg. Prace se
zan®iuje také na opakovatelnostéiani a celého procesu. Jako substrat pro enzymovou
reakci byl zvolerN,-benzoyl-L-arginin 4-nitroanilid hydrochlorid, kigfe obvykle vyuZivan

k owteni &innosti trypsinu [38,39].

Vybrané kolony se liSi nagm, na kterém je imobilizovan trypsin, velikostirjp@
puvodem pouzitého enzymu (vewy/howzi). Rozdily mezi kolonami shrnuje Tabulka 1.
V piipact UNC kolony byl trypsin imobilizovan na hybridnilikagelovécéastice (BEH, 300
A) modifikovanym postupem popsanym v litef@(i40]. MnoZstvi imobilizovaného trypsinu
bylo stanoveno spektrofotometricky, na 1 mg BEHbeatu bylo imobilizovano 84 mg
trypsinu. Byla porovnana simice zavislosti absorbance na dolkeakce v roztoku (i
reakci stejného mnozstvi trypsinu imobilizovanéha BEH casticich rozptylenych
v reakknim pufru. MnoZstvi trypsinu imobilizovaného v kokobylo 5,7 mg a enzym si
zachoval 35-40 %dinnosti Vici cerstw pripravenému roztoku trypsinu. | s takovou ztratou
Gcinnosti se reakcecastni o ti fady vice trypsinu nezipreakci v roztoku, kde se obvykle
pouziva mnozstvi kolem 1 pgtiBorovnani dinnosti vySe zmiénych trypsinovych kolon
bylo zaznamenano¢hkolik trendi. (i) Reakni rychlost roste s rostoucim pH pufru. Nejlépe
pozorovatelny byl tento trend u UNC prototypu, gteykazovat podstatnvyssi @&innost i
pH 9,0 nez fi pH 7,0 a 8,0. (ii) Rychlost &eni roste s rostouci teplotou. (iii) Se sniZzujicim

se piatokem mobilni faze se zvySuje mnozstvi Bp8hého substratu. Vyjimka v tomto

14



chovani byla zaznamenana u kolony Poroszymengieni v pufrech o pH 7,0 a 8,0.
Optimalni rozsah pH pro trypsinové&geni udavaji vyrobci Sigma Aldrich a Worthington
Biochemical Corporation jako pH 7-9 [23,24]. Expeentalr byl vSak zjis¢n vyznamny

pokles @innosti studovanych kolonippH 7,0 a nejvysSi dinnost byla zaznamenandi p
pouZiti reakniho pufru o pH 9,0.

Tab. 1 Obecné parametry testovanych kolon s imobilizowainypsinem.

Poroszyme Perfinity UNC prototyp
Rozmery 2,1 x30 mm, 2@m 2,1 x 33 mm, 2@m 2,1 x 30 mm, um
Velikost pok 500-10000 A >>1000 A 300 A
Maximalni tlak 2500 psi 2500 psi 15000 psi
Pracovni teplota 25-67 °C 25-67 °C 20-60 °C
Sorbent PDVB PDVB BEH
Pavod trypsinu Howezi Vepiovy Howezi

PDVB - polystyrendivinylbenzen, BEH — “ethylene brdghybrid silica”

Publikace 1l — P¥imé CE a HPLC metody pro separaci tryptofanu a jeho

neproteinogennich derivati

Tryptofan a jeho neproteinogenni derivaty js@sto pouzivany k vyvoji a syntéze
IéCiv nebo jako chiralni katalyzatory [19]. Déle sdotyaminokyseliny zavadi deettzci
bioaktivnich peptid, nag. pro zvyseni jejich odolnostiiti enzymim [41]. Publikace Il se
zabyva vyvojem a optimalizaci separace enantiénrgptofanu a jeho derivétmetodami
HPLC a CE. Analyty bylo moZné rodi do tii skupin: (i) bazické — tryptofan methyl ester,
tryptofan butyl ester, tryptofan oktyl ester, trgfain benzyl ester, tryptofanol; (ii) kyselé —
N,-BOC-tryptofan; (iii) amfoterni — tryptofan, 5-fluotryptofan, 5-hydroxy tryptofan.

Metody CE byly vyvinuty za pouziti CD a jeho detivdako chiralnich selektéra
jsou vhodné fedevSim pro kontrol&istoty enantiomér. Metodou CE byly separovany
enantiomery vSech analytha zakladni linii atas separace nigkrcdil 8 min. Fi vyvoji
vhodnych HPLC metod bylo nutné pouzizmé typy CSP a sep&rdch mod vzhledem k
velkym strukturnim rozdilm mezi analyty. Byly testovany chiralni staciondiade na bazi
teikoplaninu, CD, CF a polysachatkidVyvinuté HPLC metody jsou vhodné pro kontrolu
Cistoty enantiomer i pro semipreparativnicély. Jako piklad vlivu sloZzeni MP na separaci
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enantiomel Ize uvést separaci tryptofan butyl esteru v ravienz modu (Obr. 2). Na
kolonach obsahujicich teicoplanin (Chirobiotic T Ghirobiotic T2) byl testovan vliv
mnozstvi MeOH na retenci a separaci enantiéntgmptofanu a jeho amfoternich deriwat
Bylo potvrzeno, Ze kolony na béazi teikoplaninu vzl tzv. ,mixed mode* chovani —
v zavislosti na mnoZzstvi organické faze vykazujiowd@ni charakteristické pro vice
chromatografickych mad Pxi nizkém obsahu MeOH v MP se systém chova jakorzeve
zatimco pi vysokém obsahu MeOHigchazi do HILIC médu. U obou chromatografickych
systénti se sice pouzivaji obdobné slozky MP, ale systéance je opény. V RP modu se
na retenci analyt nejvice podili hydrofobni interakce, takze latkyyssi polaritou eluuji
nejdiive a s rostoucim mnozstvim organické slozky MRmet klesa. V HILIC systému,
podobr jako @i separacich na normalni fazi, se retence zvySpagitou analytu a sniZzuje
se zvySenim polarity MP, tedy s rostoucim mnozsteiganické sloZzky v MP roste retence.
Proto je HILIC systém vhodiBi pro separace polarnich latek, hago peptidy nebo polarni

IéCiva, které jsou v reverznim systému eluovany vikol&ti mrtvéhaotasu kolony.

t/ min

Obr. 2 Vliv sloZzeni MP na enantioseparaci bazického tfgt butyl esteru v RP modu na
kolong s derivatizovanyng-CD (Astec Cyclobon®' | 2000 HP-RSP). (A) MeOH/10 mM
octan amonny, pH 4,0 40/60; (B) MeOH/10 mM octaroany, pH 4,0 30/70u(V).

Publikace IV — Chiralni stacionarni faze na bazi cilickych oligosacharidi pouzivanych
pro kontrolu ¢istoty Ié€iv
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Na enantiomernicistotu l&€iv jsou v dnesSni dab kladeny vysoké naroky. Se
zajisenim enantiomerntistoty I&iv je spojen vyvoj efektivnich a citlivych sepanéch
metod, které budou schopny detekovat i stopova stmbhezadoucichipmési [32,33].
Nejcastji se pouzivA metoda HPLC s CSP, dale v této dbtedézly uplaténi GC, SFC,
CE, micelarni elektrokineticka chromatografie ailkéapi elektrochromatografid?ublikace
IV shrnuje chromatografické metody vhodné pro sepaeiv za pouziti chiralnich
stacionarnich fazi na bazi cyklickych oligosach@ri@D, CF a jejich derivat Zakladnim
rozdilem mezidmito chiralnimi selektory jsou sacharidové jednotkg kterych se skladaji, a
velikost jejich kavity. Vzhledem kinto rozditim vykazuji rozdilné sepafai vlastnosti. CD
jsou tvaeny 6 - 8 glukopyranosovymi jednotkami, které vyiudydrofobni kavitu [42]. CF
jsou tvaeny obdobnym pigem fruktofuranosovych jednotek vyiegicich kavitu hydrofilni,
ktera je menSi nez u CD [43]. Oba chiralni selgktonaji v nativhim stavu nizSi
enantioselektivni &innost nez jejich derivaty. Vzhledem k rozdilnynzikalné-chemickym
vlastnostem nalezly v HPLC CD CSP uptathzejména v RP modu a CF CSP v normalnim
a polarg-organickém modu. CSP na bazi CF byly pouzity takéILIC pro achirélini
separace lév a jejich neistot.

Publikace V — Vyuziti poméru enantiomeria aminokyselin chromatografickymi
metodami pro uréeni st&i a v diagnostice gkterych chorob

Stanoveni D-enantiomi&r aminokyselin v organickych materialech se vyuziva
k indikaci znén nebo poruch wiznych \¥dnich oborech, ta uz zlékaéského nebo
technologického hlediska.ddteré D-aminokyseliny vznikaji v lkach a tkanich i jejich
morfologickém vyvoji a starnuti, jsouilkzitymi ukazateli i vyvoji nékterych chorob a
jejich diagnostice, ifp biologickém a geologickém datovani a podilelynsevyvoji Zivota na
Zemi. Publikace V shrnuje chromatografické metody vyvinuté Zalém stanoveni pofru
enantiomek aminokyselin vitznych biologickych materidlech, jidle i v metecche
Priprava vzork je pongrné nara@nd, je nutné vyvarovat se podminek, za kterych bilm
dojit k dodaténé izomerizaci studovanych aminokyseliinke separéni metody vyZaduji
pouziti chiréalni stacionarni fazefipnepimych metodach se aplikuje vhodné chiralni
derivatiza&ni cinidlo. Nechiralni derivatizace se pouZiviegevsim fi stopovych analyzach
biologickych vzork ke zvySeni citlivosti sepataich metod. Matrice analyzovanych vzérk
jsou miznorodé. Mohou to byt biologické materialy, jakoysbiologické tekutiny a tk&n
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o¢ni ¢ocky, dentin (zubovina) a rostlinné #ky, dale také jidlo nebo farmaceutika [2,44].
Detekce izomerizace aminokyselin v proteinech jetrumentald narana, obvykle se
pouzivd HPLC nebo GC s hmotnostni detekci. Obdragekira se pak porovnavaji se
spektry syntetickych peptid pro lokalizaci specifickych mist, na kterych dorha
k izomerizaci aminokyselin [45]. ,Screening” biorkani provazejicich netételna
onemocgni, jako je nap Diabetes mellitus schizofrenie, roztrouSena skler6za nebo
Alzheimerova choroba, nabyva v dnesni @okelkého vyznamu skjbyvajicim pdtem
pacienfi a vyvojem vhodnych separdch metod [46,47,48]. Vznik a vyvojédhto
onemocgni Ize sledovat z izomerizace aminokyselin v prageh, pedevSim z pogru D- a
L-enantiomett serinu a kyseliny asparagové v mozku, mozkomisnoku, mai, séru nebo
plazne. Ke znménam v pomdru enantiomear kyseliny asparagové dochazi také procesem
starnuti, jak u lidi, tak i u ostatnich ziioht [49]. Jako vhodny material k této analyze se
pouZzivaji @ni cotky nebo dentin ze zuib Determinace sté fosilnich material dle
racemizace aminokyselin se pouzivéedevsSim pro paleontologické, archeologicke a
biogeochemické dely [50,51]. Studovanymi materialy jsou &&$€ji moiské i suchozemské
sedimenty, speleotémy a fosilni schrankykhysi. Mérg ¢asto se takto analyzuji kosterni

pozistatky, u kterych se spiSe vyuziva radiouhlikovayay [52,53].

Publikace VI — Enantioselektivni separace v superktické fluidni chromatografii

Rostouci vyuziti SFC v chirdlnich separacich jeod@edevsim lepSi konstrukci SFC
pristroja a zvysSenou robustnosti této metodublikace VI diskutuje mechanismus SFC
separaci, zabyva se dostupnymi chiralnimi staciomarfazemi a shrnuje publikované

chiralni analyzy v letech 2000-2013.

Metoda SFC je zaloZena na pouZiti superkritickéakayp jako hlavni slozky mobilni
faze. Superkritické kapaliny maji unikatni vlastiggjich hustota a rozpou&ti schopnost je
obdobné jako u kapalin, nizkou viskozitou a diftmmnvlastnostmi se podoba piym [54].
Vysledkem &chto vlastnosti je nizSi tlak v chromatografickégstému, a tedy moznost
pouZzivat gkolikanasobg vyssi ptitoky mobilni faze v porovnani £nou HPLC bez ztraty
separani &innosti [55]. Nefastji se pouziva oxid uhdity, ktery je snadno dostupny,
netoxicky, neh#lavy a jeho kritickych hodnot se dosahuje snadno=31 °C,px = 74 bar).
Jako organické modifikatory se obvykle pouzivaji®ie ACN, ethanol nebo izopropanol,

dale se pouzivaji kysela a/nebo zasadita aditiag, kyselina trifluoroctova a triethylamin.
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Pro gipravu CSP lze pouzit Sirokou Skalu chiralnich lgel&. V dnesni dob se uplatuji
piedevsSim polysacharidové CSP na bazi derivatizoveglalozy a amyldézy. Déale se
pouzivaji CSP na bé&zi derivatizovanych cyklodextria cyklofruktar, teikoplaninu,
syntetickych polyme, Pirklovy nebo ionto¥ vyménné chininové a chinidinové CSP.

5. Zawr

Predkladana dizertai prace, tvéena komentovanym souborem Sesti publikaci, se
zabyva problematikou kinetiky trypsinovéhoépani peptid a chirdlnimi separacemi
biologicky aktivnich latek.

Trypsin je v proteomickém vyzkumu pouzivan k popasainokyselinovych sekvenci
proteini, ale jeho vyuziti je zatizenogkolika nevyhodami, jako je autolyza a produkce
.,miscleavage” sekvenci. HIubSi pochopeni trypsitavé S€peni problematickych
sekverinich motivii a stanoveni odpovidajicich relativnich rychlogdirkonstant je finosem
pro identifikani techniky proteift i pro vyvoj novych enzymovych modifikaci. Zavedeni
rezistentnich sekvenci do Peptide Mass Fingerpgngirogrand by vyznams urychlilo a

zpiesnilo vyhodnocovani vysledla snizilo by mnozstvi fale8pozitivnich identifikaci.

Provedeni enzymové hydrolyzy na trypsinové koloreapojené §$imo
v chromatografickém systému fgastavuje dalSi zjednoduSeni a fegmwni celého
identifikacniho procesu. Omezi se tak manipulace se vzorkéena kdo procesu analyzy
vnasi dalSi negesnosti a vy3Si mnozstvi enzymu zvySi rychlostakopatelnost reakce. Byla
syntetizovana trypsinova kolona o rosmech 2,1 x 30 mm a jako nédbyly zvoleny BEH
castice. Tato nay pripravena kolona vykazovalac¢ianost srovnatelnou, zackterych

podminek i vySSi nez kolony kontei.

Chiralni separace biologicky aktivnich latek jsalledité nejen pro kontroldgistoty
Iéciv, ale také p sledovani pibéhu rekterych chorob, starnuti i pro studie zgemé na
vyzkum vzniku Zivota na Zemi. Byly vyvinuty metotiPLC a CE vhodné pro purifikai i
screeningové analyzy enantiorid@ryptofanu a jeho neproteinogennich derivddale byly
vypracovany ii rozsahlé reSerSe ¢mované chirdlnim separacim metodou SFC a

enantioseparacim aminokyselin givechromatografickymi metodami.
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