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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Tomas Semlej
Skolitel: PharmDr. Juraj Lenéo, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vyhody a nevyhody zvysené teploty pii separaci peptidi na

obracenych fazich

V soucasné dob¢ jsou pro LC-MS analyzy proteinli dostupné velice vykonné
hmotnostni spektrometry, diky kterym lze vradmci jedné tzv. bottom-up analyzy
identifikovat az né€kolik tisic proteinti. Nedavno vSak bylo zjisténo, Ze jejich moznosti
nemohou byt plné vyuzity bez zvysSeni ucinnosti chromatografické separace peptidii.
Utinnost separace peptidi muze byt zvySena velmi jednoduchym, ale mnohdy
opomijenym zplsobem, a sice pomoci vyssi teploty kolony. Vyssi teplota pfispiva
k u¢innéjsi separaci predevsim lepsi difuzi peptidi. Na druhou stranu pouziti vyssich
teplot pro ucinngj$i separace omezuje stabilita jak stacionarni faze, tak separovanych
peptidi. V ramci diplomové prace jsme nejprve ovéfovali vliv teploty na ucinnost
separace peptidl na kolondch naplnénych bud’ plné poréznimi ¢asticemi, nebo povrchoveé
poréznimi Casticemi. ZvySend teplota kolony s pln€ poréznimi ¢asticemi poskytla uzsi
piky, zatimco rozdily v Sifce pikli na koloné s povrchové poréznimi ¢asticemi byly
minimalni. Déle jsme pomoci modelového proteinu zkoumali tepelnou stabilitu
peptidovych vazeb béhem interakce se stacionarni fazi. Jiz kombinace teploty 45 °C
a 0,1% kyseliny mraven¢i v mobilnich fazich vedla k detekci prvniho degrada¢niho
produktu. Na zavér jsme zkoumali tepelnou stabilitu aminokyselin béhem interakce
modelovych peptidl se stacionarni fazi. Zjistili jsme, ze zvysena teplota kolony indukuje
oc¢ekavatelné, ale i nékteré netypické, modifikace aminokyselin. Nase vysledky potvrzuji,
Zze zvySena teplota miiZze v zavislosti na charakteru ¢astic zlepSit ucinnost separace
peptida. Teplota vSak musi byt vzhledem ke stabilité peptidovych vazeb a postrannich

fetézcl aminokyselin pouZivana citlivé, zejména pii dlouhych LC-MS analyzéch.

Klicova slova: Proteomicka analyza, peptidy, teplota, stabilita, G¢innost separace,

obracena faze, LC-MS



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Tomas Semlej
Supervisor: PharmDr. Juraj Lenco, Ph.D.
Title of diploma thesis: Pros and cons of using elevated temperature for peptide

separation using reversed phases

Nowadays, powerful mass spectrometers are available for bottom-up LC-MS
proteomic analyses. They allow to identify up to several thousand proteins in one
bottom-up analysis. It has been recently demonstrated, however, that their capabilities
cannot be fully exploited without significant improvements in peptide separation. One of
the easiest, but often neglected, ways to enhance peptide separation efficiency is to
increase column temperature. Elevated column temperature may contribute to more
efficient separation especially by increasing low diffusivity of peptides. On the other
hand, stability of both a stationary phase and peptides limits increasing column
temperature to values affording maximum effect on separation efficiency. In this thesis,
we explored the effect of increased column temperature on peptide separation efficiency
using columns packed either with superficially porous particles or with fully porous
particles. Elevated column temperature narrowed peaks for peptides eluted from fully
porous particles whereas peak widths of peptides eluted from superficially porous
particles did not changed remarkably. Subsequently, using a protein model we examined
on-column thermal stability of peptide bonds. Surprisingly, combination of 0.1% formic
acid in mobile phases and temperature 45 °C led to detection of first degradation product
already. Lastly, we explored on-column chemical stability of amino acid residues at
elevated temperatures. Some modifications were expectable, but we also identified some
atypical modifications. In conclusion, our results demonstrate that depending on type of
particles, temperature can improve peptide separation efficiency. However, column

temperature must be used wisely, particularly during long LC-MS analyses.

Keywords: Proteomic analysis, peptides, temperature, stability, separation efficiency,

reversed phase, LC-MS
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1 UVOD

Pocet terapeuticky pouzivanych latek biologické povahy se v dnesni dobé zvySuje
rychleji nez pocet novych nizkomolekularnich 1é¢iv. Oproti malym molekuldm, které
v klinické praxi stdle dominuji, se analyza terapeutickych proteint stala pro slozitost
jejich struktury opravdovou vyzvou. Existuje mnoho zplsobi, jakymi lze analyzu
terapeutickych proteini provadét. Jednim ze zésadnich ndstroji pro jejich analyzu je
spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS, z angl. Liquid
Chromatography—Mass Spectrometry).

Tato diplomové prace vychéazela z hypotézy, ze zlepSeni chromatografickych
podminek miize byt pro bottom-up analyzu proteinti pfinosnéjsi nez dalsi zvySovani
vykonnosti hmotnostnich spektrometrt [1]. Pro LC-MS analyzu proteint jsou k dispozici
stale vykonné¢jsi hmotnostni spektrometry, ale pokud je zanedbavédna chromatograficka
separace, neni jiz mozné pomoci téchto pfistroji ziskat vice dat. Nas zaujal potencial
teploty kolony pro zlepseni uc¢innosti separace peptidu, jelikoz diive se zvySena teplota
pfi analyze peptidii pouzivala vice méné pouze pro snizeni zpétného tlaku na koloné.
Zvysena teplota kolony ma vSak i dal$i pfinosy. Ptfispiva k lepsi ucinnosti separace
predevsim zvySenou difuzi peptidd. Tim jsou piky uzsi a vyssi, coz vyjadfuje vztah mezi
plochou pod pikem, jeho Sitkou a vySkou. ZlepSeni je dano pfimo pies parametry van
Deemterovi kiivky, ale také ptes lepSi navratnost, vyhodnéjsi kinetiku izomerizace
peptidit bohatych na prolin nebo snizenim vlivu sekundarnich interakci mezi peptidy
a staciondrni fazi.

Vyssi teplota ma 1 urcité nevyhody. Separace peptida s detekci na hmotnostnim
spektrometru (MS, z angl. Mass Spectrometry) probihd nejcastéji v prostiedi s 0,1%
kyselinou mravenci (FA, z angl. Formic Acid). Bylo prokazano, Ze v takovém prostiedi
muze dochéazet k degradaci peptidi, coz miize znehodnocovat vysledky proteomickych
analyz [2]. Podobna degradace byla prokazéana u proteind, 1 kdyz v prostfedi s kyselinou
trifluoroctovou (TFA, z angl. Trifluoroacetic Acid), ktera mé vyrazné nizsi pKa [3].
Dlouhy ¢as LC-MS analyz a vyssi teploty kolony mohou vyrazné ptispivat k degradaci
analyzovanych latek. Je proto tfeba detailn¢ charakterizovat stabilitu peptidi

zachycenych na stacionarni fazi kolony, kterd je temperovana na vyssi teploty.



2 CIL PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, jak velky problém ptedstavuje termostabilita
peptidi zachycenych na staciondrni fazi chromatografické kolony v mobilnich fazich
okyselenych 0,1% FA pfti n€kolikahodinovych LC-MS analyzach. Na zéklad¢ vysledkt
by mélo byt mozné urcit, jaka teplota je diky ucinnéjsi chromatografické separaci pro
pocet identifikovanych peptidi v bottom-up LC-MS analyzach jesté pfinosnd a pfi jaké
teploté jiz muze kvili degradaci pocet identifikovanych peptidi zacit klesat. Z vyse

uvedeného vyplyvaji nésledujici konkrétni koly k feseni:

- Znovu ov¢étit vliv teploty na ti¢innost separace peptidll na obou typech ¢astic obracené

stacionarni fazi.
- Ov¢rit stabilitu peptidovych vazeb béhem interakce se staciondrni fazi.

- Oveftit chemickou stabilitu postrannich fetézi aminokyselin.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Proteiny

Proteiny hraji nepostradatelné role u vSech Zivych organismu. Jsou zodpovédné
za témeéf vSechny biologické funkce a molekuldrni pochody, které jsou dulezité pro jejich
preziti. Analyza proteini tak miize zodpovédeét nékteré zasadni otazky ohledné
molekularnich zakladi zivota. Pravé biologické aplikace pokrocilych metod analyzy
proteinti daly pfed dvéma dekddami vzniknout novému oboru — proteomice [4].

Proteomika, kterd se dnes fadi mezi nejprogresivnéjsi védni discipliny, mapuje
projev genomu a faktori prosttedi do fenotypu. Tim navazuje na genomiku
a transkriptomiku. Z pohledu analyzy je studium protein sloZzity proces vyzadujici
komplexni pojeti, ze kterého miizeme ziskat informace o jejich struktuie, vlastnostech,
vzajemnych interakcich, funkénich vztazich, kvalitativni 1 kvantitativni zmén¢ béhem
ruznych biologickych procesi a jejich celkovém mnozZstvi. Lidsky proteom je velmi
sloZity a rozsahly, ale ma také omezenou Zivotnost v bufice. Analyzu proteinli navic
komplikuji posttransla¢ni modifikace proteind, diky nimz se proteiny vyskytuji v mnoha
ruznych forméch.

Proteiny jsou dilezitymi biomolekulami ve farmacii, protoZe na né€ cili pfevazna
¢ast 1éciv. Stale rostouct trh s biolécivy se navic zamétuje praveé na molekuly, které maji
povahu proteinli. Mezi tato biolé¢iva patfi monoklonalni protilatky, fuzni proteiny,
bispecifické protilatky, ristové faktory, cytokiny, hormony a dals$i podobné latky. Bézné
jsou jiz vyuZzivany k 1é¢bé nékterych vzacnych chorob ¢i onkologickych a autoimunitnich
onemocnéni. Proteinova bioléCiva maji jednak lepsi toleranci, sniZeny pocet vedlejSich
ucinkd, zvySenou Ucinnost a mnoho dalSich vyhod. Na druhou stranu je z bezpe¢nostnich
dtvodi tfeba najit vhodné analytické metody a pln¢ charakterizovat jejich strukturu, ktera
je oproti malym molekulam ftadové komplikovangjsi. Dokonce vlastni vyroba
komplexnich proteinovych bioléciv je mozna diky vyraznym pokrokiim v analytice,
nebot’ presné analytické metody umoziuji hodnotit tzv. kritické atributy kvality. Veliky
vyznam analytického hodnoceni je v oblasti biosimilars, kdy béhem vyroby pokrocilého

biologika je nutno sledovat az 200 kritickych atributt kvality [5-9].
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3.1.1 Proteinogenni aminokyseliny

Bézné¢ se u zivych organismi vyskytuje 20 =zakladnich proteinogennich
aminokyselin. Tyto aminokyseliny jsou spolecné kombinovany a vytvaieji polypeptidové
fetézce. Za velmi specifickych translaénich mechanismii se do proteini syntetizuji
dalsi tfi nekanonické proteinogenni aminokyseliny: selenocystein, pyrolysin
a N-formylmethionin. Naptiklad N-formylmethionin je prvni aminokyselinou, kterou je
u prokaryotickych bun¢k zahajena proteosyntéza na ribozomech.

Proteinogenni aminokyseliny, které se vyskytuji u zivych organismi, jsou kromé
glycinu L-a-aminokyseliny. Obsahuji aminoskupinu (NH2) a karboxylovou kyselinu
(COOR), které jsou pfipojeny na a-uhlik. Jednotlivé aminokyseliny se 1ii postrannim
fetézcem (R’ v tabulce nize zvyraznén Cervené), ktery je také ptipojen k a-uhliku. Zv1astni
vlastnosti ma diky své odlisné struktuie aminokyselina prolin, protoze aminoskupina na
o-uhliku je soucasti cyklu s postrannim fetézcem. Navic se prolin nevyskytuje
v sekundarnich strukturach proteinti jako a-helix nebo f-sklddany list, ale velmi ¢asto
tvoti tzv. f-otacky. Trams konfigurace prolinu je v peptidové vazbé nahrazena cis
konfiguraci, ¢imz se méni smér otaceni peptidového fetézce.

Aminokyseliny se 1i§i svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, jakymi jsou
kuptikladu molekulova hmotnost, polarita a acidobazicita. Pravé acidobazicita umoziiuje
aminokyselinam, aby se chovaly bud’ jako kyseliny, nebo jako zasady. Aminokyseliny
tak maji amfoterni charakter. DalSi charakteristikou aminokyselin je izoelektricky bod.
To je hodnota pH, pii které se aminokyselina chova celkové neutraln€. VSechny tyto
vlastnosti se daji vyuZit v jejich analyze, vcetné analyzy pomoci LC-MS. Nazvy
aminokyselin jsou zkracovany na tfipismenny kdd, ale z kapacitnich diivoda se Castéji

pouziva kod jednopismenny [6][10—15]. Pfehledné srovnani aminokyselin je v tabulce 1.
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Tabulka 1. Pfehled aminokyselin (piepracovano dle [7]).

Charakteristika Aminokyselina ‘ Kod

Struktura

Nepolarni Glycin Gly i
(G) HK
Nepolarni Alanin Ala i
(A) ﬁ)‘\OH
NH,
Nepolarni Valin Val i
(V) MOH
Nepolarni Leucin Leu o
(L) Wk
Nepolarni Izoleucin Ile = i
0 \/ﬁk
Polarni Serin Ser i
(nenabitd) (S) /ﬁ)}\
HO OH
Polarni Threonin Thr voon
(nenabitd) (T) M
OH
NH,
Polarni Cystein Cys 0
(nenabitd) ©) /ﬁ)}\
Polarni Methionin Met 0
ita M s
(nenabitd) M) P \/ﬁ)}\OH
Kysela Kys. Asp i
asparagova (D) HON
OH
0 NH,
Kysela Kys. Glu i i
glutamova (E) wl\
HO' OH
Polarni Asparagin Asn ]
(nenabitd) (N) HZNN\
OH
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Polarni Glutamin Gln i i
(nenabitd) Q) W
H,N OH
NH,
Zasadita Arginin Arg N i
® | A ,,
H,N N H
NH,
Zasadita Lysin Lys i
K) | .
NH,
Nepolarni Fenylalanin Phe i
(F) on
Nepolarni Tyrosin Tyr i
(Y) on
Nepolarni Tryptofan Trp
(W)
Zasadita Histidin His
(H)
Nepolarni Prolin Pro
(P)
Polarni Selenocystein | Sec i
(nenabitd) U) . /ﬁ)}\w
NH,
Nepolarni Pyrolysin Pyr .
(O) \N /////// /i/\/\)\w
Polarni N-formyl fMet © o
(nenabitd) methionin /\ji
N, H/\o

Proteiny vznikaji spojenim aminokyselin kondenzaéni reakci mezi karboxylovou
kyselinou jedné aminokyseliny a aminoskupinou druhé aminokyseliny. Vysledkem je
kovalentni peptidové vazba (Obrazek 1). V Zivém organismu je k takovéto reakci potieba
informaci, ktera je zakodovana v deoxyribonukleové kyseliné (DNA, z angl.

Deoxyribonucleic Acid). Genetickd informace je z DNA nejprve pomoci transkripce
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pfepsana do sekvence medidtorové ribonukleové kyseliny (mRNA z angl. Messenger
Ribonucleic Acid). Informace z mRNA je nasledn¢ dekddovéana na ribozomech, kde
probiha preklad informace z mRNA do sekvence proteini. Ke zdarnému prabéhu
translace je nutna energie ve form¢ guanosintrifosfatu. Peptidy a kratké proteiny lze téz
ziskat chemickou syntézou. Takovym zptisobem mohou byt do peptidové sekvence
inkorporovany i neobvyklé aminokyseliny s riiznymi postrannimi fetézci. V zévislosti na
ruznych zdrojich je definice proteinii a peptidi odliSnd. Podle definice prevzaté
z organické chemie jsou proteiny povazovany za latky obsahujici 100 a vice aminokyselin
spojenych peptidovymi vazbami. Jestlize se fetézec aminokyselin skladd z 11 az
100 aminokyselin, nazyva se polypeptid. Pokud obsahuje 2 az 10 aminokyselin, je
nazyvan oligopeptid. V analyze proteinti je jejich definice jednodussi. Stépenim proteinti

jsou ziskavany peptidy, které jsou sloZeny z aminokyselin [6—8][10—15].

Peptidova vazba

Aminokyselina Aminokyselina
H R H R
o o
H—Prl—?—(ﬁ OH H N—C|)—T|)—O‘
*H H O H O

\r- H,0

Y

Polypeptidovy retézec

R O R

H
| o

S R
*H H O H O

Obrazek 1. Vznik peptidové vazby. (Prevzato z [12])

3.1.2 Struktura proteint

Vysledkem translace je dlouhy polypeptidovy fetézec sloZzeny z aminokyselin.
Kazdy fetézec ma urCitou primarni strukturu, tedy specifickou sekvenci aminokyselin.
Toho se vyuziva pfi charakterizaci rozmanitych funkci, kterou sekvence zastava. Jiz pii
zaméné jediné aminokyseliny mize dojit ke zméné funkce proteinu, coz mulze vést

k zadouci 1 nezddouci reakci. Kazdy protein ma svoji N-terminalni aminokyselinu
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tvofenou aminoskupinou a C-termindlni aminokyselinu obsahujici karboxylovou
skupinu.

Geometrickym uspotfadanim a volnou rotaci kolem jednoduchych vazeb a-uhliku
polypeptidového fetézce je utvarena sekundarni struktura, kterd je navic stabilizovana
vodikovymi vazbami mezi aminoskupinou (-NHz) a karbonylovou (-C=0) skupinou.
Sekundérni struktura je vétSinou v ptirod¢ pozorovana bud’ jako a-helix, nebo S-skladany
list. V piipadé a-helix je struktura uspotadana do pravotocivé Sroubovice, piicemz zavity
jsou stabilizovany vodikovymi vazbami a postranni fetézce sméiuji vné Sroubovice.
[-skladany list je tvarovan do podoby slozeného listu papiru. Jednotlivé polypeptidové
fetézce jsou rovnéz stabilizovany vodikovymi vazbami a postranni fetézce smétuji nad
a pod rovinu sklddaného listu.

Rizné kombinace sekundarni struktury dévaji moZznost vzniknout terciarni
proteinové struktufe. Tercidrni struktura je definovéana jako 3D prostorové uspotadani
jednotlivych polypeptidovych fetézcli obsahujicich jednu nebo vice sekundarnich
struktur, které pfispivaji k finalni podobé konformace. Vysledny tvar je pak typicky
globularni nebo fibrilarni. Jednotlivé Casti fetézce jsou k sobé vazany disulfidickymi
vazbami vznikajici oxidaci postrannich fetézcti dvou cysteind, ke kterym se ptidavaji
van der Waalsovy sily, vodikové a iontoveé vazby. Pokud protein obsahuje vice nez jeden
polypeptidovy fetézec, vytvaieji se tzv. podjednotky, které ve vysledné konfiguraci

formuji kvarterni strukturu proteinu [6][17-19].
3.1.3 Modifikace proteini

3.1.3.1 Posttransla¢ni modifikace proteint

Aby proteiny v zivych organismech mohly spravné vykonavat svoji molekularni
funkci, jsou po translaci ¢asto upravovany tzv. posttranslacnimi modifikacemi (PTM).
Vznik PTM je velmi obvykly, enzymaticky katalyzovany jev, ke kterému dochazi
vétSinou kratce po syntéze proteinu, v pribéhu Zivota proteinu nebo pted jeho degradaci.
Bezchybné provedené modifikace jsou zodpovédné za celou fadu déji. Prevladajici je
regulace funkce proteinii a jejich lokalizace v buiice v reakci na environmentalni
a fyziologické zmény. PTM souvisi i s jejich t€innosti, stabilitou, bezpecnosti, bunéénym
metabolismem, regulaci genové exprese a potencidlni imunogenitou. Alternativné mohou
byt PTM pouzity pro oznaceni proteinu k degradaci. PTM jsou divodem, proc¢ piiblizné

20 000 lidskych genli vytvaii okolo jednoho milionu rlznych proteint. Jeden
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z mechanismtit PTM spociva v pfidani funkénich skupin k postrannim fetézcim
aminokyselin nebo k N-termindlnimu konci fetézce. Mezi nejcastéjsi modifikace patii
fosforylace, ktera ovlivituje konformaci proteinl, ¢imz umozinuje regulovat jejich
aktivitu. Tyto proteiny se Casto podili na signaliza¢ni kaskadé, pomoci niz bunky
komunikuji. Dalsi vyznamné PTM jsou disulfidicky mistek, glykosylace, acetylace,

deamidace, methylace, nitrosylace, sumoylace a ubikvitinace [20-24].
3.1.3.2 Chemické modifikace proteint

Dalsim typem modifikaci proteinti jsou chemické modifikace proteinii, nazyvané
také jako arteficialni modifikace nebo post-izolacni modifikace. Tyto modifikace mohou
vznikat béhem ptipravy vzorku nebo v pribéhu analyzy, a tim komplikuji vyhodnocovéni
hmotnostnich spektra. Nekteré arteficialni modifikace jsou naopak pro analyzu proteinil
nezbytné. Disulfidovy mistek vznikly oxidaci sulthydrylovych skupin cysteinu, je béhem
ptipravy vzorku na analyzu obvykle redukovan redukénimi c¢inidly, jakymi jsou
dithiothreitol a tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP, z angl. tris(2-carboxyethyl)phosphine).
Aby se zamezilo znovuvytvoieni disulfidického mustku, je potfeba volné thiolové
skupiny cysteinu zablokovat. Toho je mozné dosdhnout reverzibilné pomoci
methylmethanthiosulfonatu nebo ireverzibilné amidem kyseliny 2-jodoctové. Jednou
z nejcast€jSich modifikaci in vitro je oxidace u methioninu. Dalsi nezddouci modifikaci,
zvlasté pti hodnotach pH 10 a vyssi, je riziko deamidace postrannich fetézcl asparaginu
a glutaminu vedouci k tvorbé aspartatu a glutamatu. Modifikaci glutaminu je jesté tvorba
kyseliny pyroglutamové na N-konci. Nedavno objevené typy in vitro modifikaci zahrnuji
ethylace aspartatu a glutamatu, esterifikace aspartatu a glutamatu pii pouziti glycerolu,

ztratu 19 Da na lysinu nebo naopak ptidavek 108 Da na cysteinu [25-28].

3.2 Analyza proteini pomoci kapalinové chromatografie

Proteiny i1 peptidy obsahuji desitky az stovky reaktivnich skupin a diky své
velikosti jsou méné stabilni nez klasické molekuly. Nestabilita peptidové vazby mize mit
za nasledek rozpad na mensi fragmenty béhem pfipravy vzorku nebo pii jeho samotné
analyze. Analyza proteinti tudiz vyzaduje komplexni pojeti, a tim se odliSuje od analyzy
malych molekul. Velikost proteinu, zpisob produkce, slozita identifikace a labilita vazby

jsou ditvody, které znesnadiuji analyzu a predstavuji tak opravdovou vyzvu.
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Existuje vice diivodu, pro¢ je dilezité vénovat pozornost prave separaci a analyze
proteind, resp. peptidi. Analyza prispiva k ovéfeni jejich Cistoty, identifikaci ziskanych
peptidi z raznych zdrojii v medicing, jejich modifikaci, zjiSténi struktury, regulace
a funkce proteini, ¢imz vyznamné piispiva k pochopeni vzajemnych vztaht
v biologickych systémech. Vyuziti naléza rovnéz pti kontrole kvality ve farmaceutickém
pramyslu. Casto je nutnd kombinace vice zplsobd separace a opakovanych
chromatografickych modi. V analyze proteinti dominuje chromatografie na obracené fazi
(RPLC, zangl. Reversed Phase Liquid Chromatography). V mensi mife, ale stale
pouzivané mody jsou hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC, z angl. Hydrophilic
Interaction Chromatography), iontové vyménnd chromatografie (IEC, z angl. Ion
Exchange Chromatography) a molekulova vylu¢ovaci chromatografie (SEC, z angl. Size
Exclusion Chromatography).

Proteiny a peptidy jsou zkoumény z hlediska jejich vlastnosti, struktury
a interakci, které urcuji zptisob a typ chromatografické separace. Charakter postranniho
fetézce hraje hlavni roli pfi chromatografii na obracenych fazich. Diky velkému mnoZstvi
naboju ve struktufe proteind se pouziva iontové vyménna chromatografie vyuzivajici
izoelektricky bod. Na zakladé velikosti, se kterou souvisi 1 tercidrni struktura a tvar
proteinu, pracuje vylucovaci chromatografie. Obzvlasté vlivem teploty, vysokého nebo
nizkého pH a rGznych detergenti muize dojit ke zméndm v prostorovém uspotradani
makromolekul znamé jako denaturace.

Vzhledem k velikosti a kompozici celé struktury se pro zjednoduSeni analyz
pouziva enzymaticka nebo chemické hydrolyza, ktera rozstépi protein na nékolik mensich
peptidi, a ty jsou nasledné pohodInéji analyzovany. Jednim z pouZivanych zptlisobt je
kompletni kyseld hydrolyza proteinu, pomoci které je pofizen zdznam o celkovém
zastoupeni aminokyselin v proteinu. Dal$i velmi vyuZivanou technikou je mapovani
peptidd, pii kterém je protein podroben nejCastéji enzymatickému Stépeni. To vede
k ziskani zastupnych peptidd, jejichz analyza poskytuje detailni informace. Jina uroven
analyzy proteinii zahrnuje pouziti enzymu, kterym Ize specificky odStépit PTM.
Nejcastéji se takto vyuziva enzym peptidova N-glykosiddza F pro analyzu N-glykanii a
ziskani glykosyla¢niho profilu proteinu [28-31].
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3.2.1 Chromatografie na obracené fazi (RPLC)

Chromatografie na obracené fazi se stala standardem ve farmaceutické analyze
a je nejpouzivanéjsi chromatograficky mod pro separaci peptidi, kde nachézi nespocet
aplikaci. Hlavni vyuziti je pfi analyze na Grovni intaktnich proteinti a hlavnich fragmentt,
nebo mapovani peptidl az na Groven aminokyselin.

Stacionarni faze pro chromatografii s obracenou fazi ma hydrofobni charakter.
Mobilni faze je hydrofilni a nejcastéji je tvoiena smeési slozenou z vody a polarnich
organickych rozpoustédel, jako jsou alkoholy nebo acetonitril. Stacionarni faze je typicky
tvofena dlouhym alkylovym fetézcem Cig nebo Cs, ktery je navazan na povrch silikagelu.
Princip retence pracuje na zdkladé slabych interakci mezi hydrofobni stacionarni fazi a
hydrofobnimi skupinami peptidi. Sila retence je nejslabsi u latek s ndbojem, nasledovana
polarnimi neutralnimi latkami a nejvice jsou zadrzovany latky hydrofobni povahy.

Uspéch RPLC jako separa¢ni techniky je dén vynikajici rozliSovaci schopnosti,
kterd je odvozena od jeji vysoké chromatografické¢ uCinnosti. Rozmanité parametry
staciondrnich a mobilnich fazi, které mohou byt zménény a optimalizovany, usnadnuji
oddéleni Sirokého spektra analytt. Klicovym parametrem RPLC vyZzadujici pozornost pti
analyze peptidi je jejich kinetika odporu proti pfenosu hmoty. Céstice stacionarni faze
jsou porézni a mobilni faze uvnitt port stagnuje. Aby molekuly analytu vstoupily do port,
pohybuji se stagnantni mobilni fazi pouze difuizi. Ty latky, které proniknou hloubéji do
pora, budou v tomto bod¢ drzeny na riznych mistech déle. To odpovida C ¢lenu van
Deemterovy rovnice. Doba zadrzeni analytu na stacionarni fazi je variabilni, coZ opé&t
zpiisobuje zménu doby eluce a rozsifeni zony. Tyto G€inky mohou byt minimalizovany
zmenienim priiméru &astic, aby byly drahy uvnitt porii co nejmensi. Uéinky odporu proti
pfenosu hmoty jsou niz§i pfi mensi linearni rychlosti mobilni faze.

RPLC nabizi nespocet vyhod oproti ostatnim chromatografickym modim.
Vyhodou je piedevsim zvySena ucinnost, diky které mize byt analyzovano mnoho latek
najednou za relativné kratky cas a ve velmi malych koncentracich. Dal§i vyhodou je
robustnost chromatografického modu, presnost metod a pfistroju, predvidatelné retence
a eluce analyzovanych latek. RPLC je vyuzitelnd pro Siroké mnozstvi latek od
nepoléarnich po polarni, nékdy také nabité latky. Poslednim dalezitym parametrem, ktery
muze ovlivnit vysledek analyzy, je pouziti spravné detekéni techniky. S vyhodou se

v dnesni dob& pouziva ptimé spojeni s hmotnostnim spektrometrem [34-37].
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3.2.2 Hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC)

Hydrofilni interak¢ni chromatografie vyuziva poldrni stacionarni fazi a prevazné
organickou mobilni fazi, ve které je obsah vody silnym rozpoustédlem. Mechanismus
HILIC neni stale zcela jasny. Predpoklada se, ze vzhledem k polarni povaze stacionarni
faze se molekuly vody koncentruji na jejim povrchu. K retenci dochazi, kdyz se analyt
rozdéluje mezi objemnou mobilni fazi a vodnou vrstvou, ktera hydratuje hydrofilni
stacionarni fazi. Stejn¢ tak se na rozdélovani analyt v HILIC podili 1 jiné molekulérni
interakce. K nim patii vodikové mustky a elektrostatické interakce, pomoci kterych jsou
analyty schopny interagovat pfimo se staciondrni fazi. Metoda HILIC je povazovana za
alternativu chromatografie na normalnich fazich, a i kdyz nenabizi tak Sirokou selektivitu
ve srovnani s RPLC, je stale docela u¢innou technikou. VyuZiva se schopnosti odd¢lit
arozlisit vyznamné pocty piki, dostatecné robustnim zptisobem. Polarni analyty jsou vice
zadrzovany na kolong, tedy v opa¢ném poradi nez v ptipadé RPLC.

Mobilni faze je typicky tvofena organickou slozkou, ale zaroven obsahuje
minimalné 3% vodného roztoku. Pokud by obsahovala méné nez toto mnozstvi, retence
by byla obtiznd. Nebylo by k dispozici dostate¢né mnozstvi vody pro vytvoreni vodné
vrstvy na povrchu stacionarni faze. Rovnéz by mélo byt dodrzeno, aby byla mobilni faze
faze by byla pfili$ polarni na to, aby podporovala vypuzovani rozpus§téné latky do vrstvy
bohaté na vodu.

Pti analyze proteinti se HILIC vyuziva ptfedevsim k hodnoceni glykanii. Glykany
jsou sacharidové ¢asti vdzané na protein, ktery se pak nazyva glykoprotein. Glykosylace
proteinovych bioléciv je atributem kritické kvality ovlivitujici jejich bezpecnost, G¢innost
a biologicky polocas. Typicka analyza spociva v uvolnéni glykani vhodnym enzymem
naptiklad pomoci jiz zminované peptidové N-glykosiddzi F. Vyhodou pro analyzu
polarnich latek pomoci HILIC je moZnost pfimého spojeni s hmotnostnim spektrometrem

[33][3840].
3.2.3 Molekulova vylucovaci chromatografie (SEC)

Molekulova vylu€ovaci chromatografie je v oblasti kapalinové chromatografie
jedine¢na metoda, protoZze nevyzaduje ptimou fyzikalné-chemickou interakci analytu se
stacionarni fazi. Princip SEC je zalozen na tom, Ze mensi molekuly mohou vstupovat do

mensich pori polymerniho gelu a jsou v ném tedy déle zadrzovany. Analyzované latky
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jsou pristupné separaci, jakmile se dostanou k porim castic na koloné. Proteiny
a peptidy jsou objemnéjsi latky a mohou pfistupovat pouze k vétSim poérim. VeEtsi
molekuly jsou eluovanych jako prvni, tudiz maji nejnizsi retencni Casy.

SEC se rozdéluje do dvou dil¢ich kategorii. Prvni z nich je gelova permeacni
chromatografie, kde je organickd mobilni fdze pouzita pro transport analytii skrz kolonu
a je vyuzitelna pro polymerni latky. Druhé kategorie je gelova filtracni chromatografie,
kde se naopak pouzivd vodnd mobilni faze pro transport analytli skrz kolonu. Gelova
filtratni chromatografie je pouzitelna pro separaci polarnich latek, tim padem je vhodna
pro separaci peptidi.

SEC je Casto vyuzivdna pro stanoveni molekulové hmotnosti proteinii a pro
identifikaci proteinovych agregati. Muze byt také pouzita pro potvrzeni fragmentace
proteinu. Limitacemi masivnéjsiho pouzivéani této metody jsou nizka selektivita, vyssi

doba analyzy, mald objemova a hmotnostni kapacita [29][34][35].
3.2.4 Iontové vyménna chromatografie (IEC)

Iontové vyménna chromatografie funguje na zakladé elektrostatickych interakei.
Skupiny na povrchu analyzované latky s uritym nabojem se dostdvaji k opacnym
nabojiim na staciondrni fazi. K dispozici jsou stacionarni faze s negativnim nabojem pro
udrZeni pozitivné nabitych latek, nebo jsou stacionarni faze s kladnym nébojem pro
zadrZzeni zaporné¢ nabitych latek. NejbéZnéjSim zplsobem, jak pferusit silnou
elektrostatickou interakci mezi analytem a stacionarni fazi, je pouziti solného gradientu.
Ten poskytuje dostatecné velky pocet protiiontti, které mohou interagovat se stacionarni
fazi prednostné pted iontovou skupinou analyzované latky. Mize byt pouzit i alternativni
protiiont, ktery ma vétsi afinitu pro vymeénu iontli a nemusi byt v mobilni fazi nutné ve
vys8i koncentraci. Dal§im zptsobem je pouziti gradientu pH, ktery deionizuje iontovou
skupinu na stacionarni f4zi nebo na analytu.

Peptidy se sklddaji z nabitych aminokyselin, které maji jak pozitivni, tak
1 negativni naboj. Rozpusténa latka se vstfikuje do mobilni faze a udrzuje naboj na
peptidu, ktery je opacny k tomu na povrchu ¢astic kolony. IEC mlze byt pouzita jako
alternativni technika k RPLC. VyuZiti pfi analyze peptidu naléz4 predev§im k hodnoceni
posttransla¢nich modifikaci. Ov§em vzhledem k velkému mnoZstvi pfitomnych soli se
iontové vymeénnd chromatografie nepouziva pro piimé spojeni s detekci pomoci

hmotnostni spektrometrie [3][43].
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3.3 Podminky pro analyzu peptidii pomoci RPLC

NejzasadnéjSimi parametry, které ovliviiuji vysledky analyzy peptidi pomoci
RPLC, jsou slozeni mobilni faze, jeji polarita, povaha vzorku, typ organického
modifikatoru, teplota kolony, typ stacionarni faze, velikost ¢astic stacionarni faze, délka
kolony, pritok mobilni faze a také zptsob detekce. Principy a dulezité parametry pro

optimalni vysledek analyzy s typickymi operacnimi podminkami shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2. Typické podminky analyzu peptidi (Pfevzato z [7])

Systém: Systém pro ultra-vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii

Kolona: 250 mm % 2,1 mm <2 pm FPP nebo <3 um SPP, Ci3

Mobilni faze A: 0,1% TFA

Mobilni faze B: 0,1% TFA s ACN

Pritok: 300 ul/min

Gradient: 0-2 min: 1% B, 2-35 min: 1-45% B

Teplota na koloné: 60 °C

Detekce: UV: 214 a 280 nm

3.3.1 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Soucasnym trendem v kapalinové chromatografii je ziskdni vysledkli co
nejrychleji, pokud mozZno pii zachovani nebo zlepSeni citlivosti, Gi€innosti a rozliSeni.
K analyze jsou upfednostiiovany systémy pro ultra-vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii (UHPLC, z angl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography)
ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Standardni HPLC (z angl. High Performance
Liquid Chromatography) systém je pouZitelny pro tlaky do 400 bar. Hlavni poZadavek
pro praci UHPLC systému je schopnost analyzy za vysokych tlaki, ¢asto presahujicich
800 bar, cemuz musi byt pfizptisobeny ostatni ¢asti véetné spoji, t€snéni a nastiikového
ventilu. UHPLC je uptednostiiovana, protoze oproti klasickému HPLC systému ma vyssi
ucinnost diky pouziti kolon s menSimi ¢asticemi, uzsimu systému kapilarniho spojeni
a optimalizovanym mimokolonovym objemim. Vyhodou UHPLC je i nizsi spotieba

rozpoustédel, vzorku a jednoduchy transfer metod vyvinutych pro HPLC [44-46].
3.3.2 Mobilni faze

Mobilni faze je prvni parametr, kterym lze ovlivnit separaci peptidi. S vyhodou

jsou pouzivany polarni mobilni faze. Dominantni postaveni ma stale Cista voda. Pii
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analyze peptidi je mobilni faze nejméné ménény parametr, v porovndni s analyzou
malych molekul, kde je obména velmi ¢astd. Mnohdy je to zanedbavany parametr, ktery
ma zajist¢é vliv na chromatografickou selektivitu a ucinnost. PfedevSim pouziti
organického modifikatoru jako slozka mobilni faze B muze pozitivné ovlivnit vysledek
separace. Nejrozsitenéjsi je pouziti acetonitrilu (ACN), ktery je metodou volby a je
vyuzivan témer univerzalné. ACN redukuje viskozitu, snizuje polaritu a je mozné jej
pouzivat pro UV (z angl. Ultraviolet) detekci v kratkych vinovych délkach. Pokud neni
dosazeno dostateCné selektivity prostfednictvim ACN, muze byt nahrazen nebo
kombinovan s piidavkem propanolu. Uplnd nahrada je vSak vyjimecna.
Chromatograficka selektivita analytu je spiSe pohdnéna jeho rozpustnosti v mobilni fazi

nez sklonem k interakci se stacionarni fazi [7][37][47].
3.3.3 Aditiva mobilni faze

Velmi Castou modifikaci v oblasti mobilni faze je ptidavek aditiv. V analyze
peptidl se s vyhodou pouziva kyselina trifluoroctova. Jako dalsi aditivum se pouziva
kyselina mravenci. Pfidavek TFA do mobilni faze ma pfi separaci peptidit mnoho vyhod.
Zaprvé udrzuje nizké pH, aby se zajistilo, Ze aminokyseliny jsou v jediné iontové forme.
V podstaté snizuje pH dostatecné pod pKa vSech zbytkovych silanolovych zbytkii na
povrchu kolon a inhibuje neZadouci sekundéarni interakce mezi protonovanymi bazickymi
skupinami a povrchem deprotonovaného oxidu kifemicitého, ktery mulze vést
k chvostovani piku. TFA jako aditivum mobilni fize méd navic vyznamny piinos
v podpofe retence vytvoienim iontového paru. Existuji dvé bézné pfijimané teorie,
kterymi je vysvétlovano fungovéani iontového péaru. Prvnim zplsobem je spojeni
s nabitym analytem a tvorbou neutrdlniho nebo méné nabitého paru v roztoku. Toto
sniZeni celkového ndboje zvysuje hydrofobicitu, a tim i retenci analytu. Upfednostiiovana
alternativni teorie udava, ze hydrofobni ¢ast iontové parového cinidla ptitomného
v obrovském piebytku se vaze na ligand staciondrni faze. To umoziiuje zvySenou retenci
prostiednictvim interakce iontové vymeény nabité Casti iontové parového Ccinidla
a nabitych mist na analytu. V porovnani obou aditiv pii UV detekci poskytuje TFA jasné
lepsi vysledky nez FA. Situace je vSak odlisna pii MS detekci, jak je vidét na obrazku 2.
TFA potlacuje tvorbu iontl pfi ionizaci elektrosprejem. K tomu dochéazi, kdyz TFA
zUstava spojend s ionty rozpusténych latek po ptechodu z kapaliny do plynné faze

v iontovém zdroji. To vede k vyraznému sniZzeni odezvy MS ve srovnéani s FA a odpovédi
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detektoru s pouzitim FA jsou v priméru fadoveé vyssi nez u TFA. Kyselina mravenci je
vhodnéjsi volbou, protoze je dostatecn¢ tékava a disociuje z rozpusténého iontu, kdyz se
dostava do fazového rozhrani z kapaliny na plyn. Navic 0,1% FA mé o néco vyssi pH nez

0,1% TFA a vytvaii méné agresivni prostiedi pro analyzu [7][48].
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Obrazek 2. Porovnani odezvy UV a MS detektoru pri pouZiti TFA a FA. (Pfevzato z [7])

3.3.4 Gradient

Podle povahy separovanych analytti mtize probihat jejich separace za podminek
izokratické nebo gradientové eluce. Pti izokratické eluci je sloZzeni mobilni faze po celou
dobu separace stejné. Pti gradientové eluci se slozeni mobilni faze béhem analyzy méni
a je zvySovan obsah slozky s vys$si elucni U€innosti. Gradient se vyuZziva pii déleni smési
analytl s rozdilnymi elu¢nimi vlastnostmi. ZvySovani obsahu slozky mobilni faze s vyssi
eluéni ucinnosti vede ke zkraceni neimerné dlouhych analyz. Ziskané piky jsou uzsi, lépe
se hodnoti a spotieba organickych rozpoustédel je nizsi.

Plati pfima Gmeéra, ¢im vétsi je molekulova hmotnost analytu, tim vice mizZe byt
ovlivnéna separace jiz malymi zménami gradientu. Malé molekuly nejsou tak nachylné
ke zmé&nam, jako ty sttedné az velké molekuly, ke kterym se peptidy fadi. Stupen, kterym
jsou analyty ovlivnény, je fizen jejich hodnotou parametru s. Tato hodnota je definovana
jako smérnice ptimky v grafu, kde je vynesen logaritmus reten¢niho faktoru latky proti

zmeéne€ sloZzeni mobilni faze.
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Kapacita piku neboli pocet pikl, které mohou byt teoreticky oddéleny béhem
chromatografického médu, je nepfimo iméma dobé trvani. Cim mensi je tedy zména
mobilni faze nebo delsi doba trvani gradientu, tim vétsi je rozliSovaci schopnost. Tento
vztah vSak neni linedrni. Zhruba po 100 minutéch je piinos maximalni kapacity mnohem
mensi, jak doba gradientu stale roste a po 150 minutach je jiz zanedbatelnd. Mize se zdat,
ze ideélni vychozi nastaveni ¢asu je 150 minut, ovSem produktivita je vyrazné sniZena.
Proto se doporucuje, aby doba gradientu a jeho slozeni byly empiricky optimalizovany

pro kazdou separaci [48][49].
3.3.5 Stacionarni faze

Stacionarni faze tvofi zdkladni sloZku chromatografického systému a je
charakterizovéana jako nepohybliva ¢ast, na které dochézi k separaci analytli. Standardni
metoda volby pro analyzu peptidi je chromatografie na obracené fazi. To znamena
pouziti stacionarni faze obsahujici silikagel s chemicky vdzanymi dlouhymi alkylovymi
fetézci. Retézce mohou byt riizné dlouhé od 2 uhlikii az do 30 uhliki. Jsou to univerzalné
pouzitelné stacionarni faze vhodné pro analyzu polarnich i nepoldrnich latek. Ligandy
stacionarni faze s pfimym alkylovym fetézcem jsou nejbéznéjsi. Nejpouzivanéjsi je stale
chemicky vazany alkyl Cig (oktadecylsilikagel), ndsledovany alkylem Cg a C4
(Obrazek 3). Obecné plati, ze ¢im vétsi je analyt, tim je vhodnéjsi pouziti krat$iho

uhlikového fetézce.

| CH3 I [ /\/CHa
l—O—Si—/\/\/\/ — ) —Si—
I i I ‘

(b) (©
Obrazek 3. Nejcastéji uzivané chemicky vazané stacionarni faze: (a) Cis, (b) Cs, (¢) Ca.
Existuje n€kolik alternativ ve slozeni stacionarni faze, které mohou nabidnout
lep$i podminky pro separaci. Difenylova stacionarni faze obsahuje kratky alkylovy
fetézec usnadnujici hydrofobni interakci, ale hlavni mechanismus retence je ptes fenylové

funkéni skupiny. Konkrétné se jednd o z-7 interakce mezi aromatickymi skupinami
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a skupinami obsahujicimi dip6l. To umoznuje zvySenou retenci polarnich a aromatickych
zbytk.

Prakticky kazda chemicky vdzana stacionarni faze ma zbytkové polarni silanolové
skupiny. I pfes to, Ze vétsina volnych silanolovych skupin je stericky nedostupnych pro
separované latky, nékteré jsou dostupné pro interakce s analytem a mobilni fazi pomoci
vodikového mistku, interakce dipol-dipdl a iontové vymeény. Vlivem téchto jevl jsou
predevsim bazické latky déle zadrzovany na kolon¢ a maji tendenci k chvostovani pika.
S rostouci hodnotou pH mobilni faze je vliv zbytkovych silanolovych skupin vétsi.
Jednim z feseni, jak pfedchazet témto nezddoucim jevim je modifikace stacionarni faze
zvana endcapping. Jedna se o fyzikalné-chemicky proces, ktery eliminuje mnoZzstvi
volnych silanolovych skupin na nepolarni fazi casto reakci s trimethylchlorsilanem.
Trimethylchlorsilan je mensi molekula nez oktadecylchlrosilan, 1épe se tak dostane
k volnym silanolovym skupinam a dokdze tyto skupiny =zastinit. Jelikoz s takto
modifikovanou stacionarni fazi existuje vétsi riziko hydrolyzy navazanych ligandi, je
aplikovéana dvojvaznd modifikace bident4tni vazbou pomoci propylenového mistku.

ZvySeni stability zejména proti nizkym hodnotdm pH mobilni faze je mozné
dosdhnout zastinénim volnych silanolovych skupin objemnymi alkyly jako diisobutyl
nebo diisopropyl.

Stacionarni faze by méla spliovat obecné pozadavky, predevSim chemickou
a teplotni stabilitu. Pi styku s mobilni fazi by nemélo dochézet ke zméné vlastnosti, které
by mohly vést ke zméndm citlivosti detekce. K nezddoucim zméndm ve vlastnostech
samotné staciondrni faze muze dochazet pouzitim nevhodnych mobilnich fazi nebo

vysokych teplot [7][47][50].
3.3.6 Priumér kolony

Vnitini primér kolony je dal$i parametr, kterym se da ovlivnit separace. Jakmile
primér kolony klesa, zvySuje se mez stanovitelnosti a klesé spotfeba rozpoustédel. To je
zpusobeno snizenim mimokolonového objemu doprovazeného mensim fedénim vzorku
a podélnou diftzi, ale také v dusledku nizsich objemovych priitoki. Nartst koncentrace
pikidl témét az o Ctyfi fady je teoreticky dosazitelny na nanoLC. I kdyz lze dosahnout
vyznamné zvySeni citlivosti, tak velmi malé objemy a pozadované vybaveni jsou

problematické pro separaci. Ale vzhledem k tomu, Ze v biofarmaceutické analyze je
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k dispozici vétsi mnozstvi vzorkt, jsou vyhody nanoL.C zanedbatelné. Zejména pokud

jsou kombinovany rizné techniky separace [7].
3.3.7 Pritok mobilni faze

Rychlost pritoku mobilni faze, nebo také linearni rychlost toku mobilni faze, je
dalsi parametr vyzadujici empirickou optimalizaci. ZvySeni rychlosti priitoku ma ptimy
vliv na zlepSeni uCinnosti separace. Nelze s jistotou fict jaky prutok je nejlepsi. Rychlost
pratoku by méla byt vzdy empiricky studovana a optimalizovana. Mnohem vice zalezi na
velikosti ¢astic uvnitf kolony a vnitfnim priméru kolony. Obvyklé pritoky pro separaci
peptidi jsou 200 az 300 pl/min pro 2,1 mm kolony. Pro kolony s $ir§imi vnitinimi

priméry je nutné pouzivat adekvatné vyssi hodnoty pritoku [3][44].
3.3.8 Typ a velikost ¢astic stacionarni faze

Co se tyce chromatografické u¢innosti, rychlosti a schopnosti pracovat pti vyssich
objemovych pritocich jsou s vyhodou vyuzivany malé, kulovité, plné¢ porézni ¢astice
(FPP, z angl. Fully Porous Particles). ZvySena uc¢innost vlivem mensich ¢astic mize byt
znazornéna van Deemterovymi kiivkami (Obrazek 4). Z obrazku vyplyva, ze pii pouZiti
mensich ¢astic je dosaZeno niz§iho vyskového ekvivalentu teoretického patra (HETP,

z angl. High Equivalent to a Theoretical Plate), tim padem 1 vyS$$i separacni G€innosti.
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Obrazek 4. Van Deemterova kiivka pro razné veliké plné porézni ¢astice. Oblasti

vybarveni pfislu$nou barvou znazornuji optimalni pritok pro dosaZeni maximalni
separacni ucinnosti. (Pfevzato z [7])
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se jeho velikost pfi vysSich pritocich zvySuje mnohem méné nez u vétSich castic. Toho
se v praxi muze vyuzit pro zkraceni analyzy za pouziti vyssiho pratoku pii zachovani
vysoké separacni ucinnosti. Nevyhodou je naopak zvétSeni zpétného tlaku, jelikoz Castice
s menS$im prumérem vytvareji vétsi odpor vzhledem k toku mobilni faze.
ale také zvysuje zpétny tlak v systému. Vyhodou povrchove poréznich ¢astic (SPP, z angl.
Superficially Porous Particles) oproti plné poréznim casticim, je podobna uc¢innost jako
u FPP ¢astic mensich nez 2 um. Ale protoze jsou SPP zhruba o polovinu vétsi, tak pracuji
pfi nizsich zpétnych tlacich a mohou byt pouzity delsi kolony. Moderni SPP se skladaji
z velmi tenké vrstvy 0,5 um, kterd je potazena na ptiblizn€ 2,7 um pevné kulovité jadro.

Diulezitym faktorem, ktery je pfi separaci peptidi také tifeba vzit v uvahu, je
stiedni $itka porti ¢astic. Pro hodnotu velikosti pord se vyuziva jednotka Angstrom,
znaGena symbolem A (1 A = 0,1 nm). VétSina separaci malych molekul se provadi na
asticich s Sitkou pord 80-120 A. To umoziuje snadny vstup, pohyb a vystup
rozpusténych latek mensich jak 1000 Da z p6rt. Pii analyze peptidii a malych proteini se
obecné doporucuje velikost portt v rozmezi 100-300 A. Minimalni velikost port pro
separaci objemnych proteindl je navrhovana 300 A. Pokud je velikost pord piili§ mala,
dochazi k rozsiteni piku. Je to proto, Ze pory nejsou dostatecné Siroké, aby umoznily vstup
analytil a tim padem nejsou molekuly proteinu nalezité zadrZzeny na koloné.

Skutecny ptinos SPP se tyka v prvé fad¢ separaci vétsich molekul, v¢etné peptidu.
Vyrazné snizeni hloubky pora redukuje difuzni dréhu. Porovnani obou typt Castic je na

obrazku 5.

2,7 pm SPP 2,7 pum FPP

0,5
~ K 1,35 pm

Obrazek 5. Porovnani 2,7 pm SPP a FPP ¢astice.
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Tyto vyhody jsou optimalné vyuzivany pfi vyssich nez standardnich objemovych
prutocich a umoznuji nepietrzity nartst pritoku s pouze minimalnimi dopady na G¢innost

[31[47][51].
3.3.9 Teplota kolony

Teplota kolony, nebo piesnéji teplota mobilni faze uvnitt kolony, je dalsi klicovy
parametr, ktery vyzaduje pro zvySeni ucinnosti citlivou optimalizaci. Pro zlepSeni
podminek separace byl v minulosti tento aspekt Casto zanedbavan. ZvySena teplota byla
pii analyze peptidii pouzivana zejména pro snizeni zpétného tlaku na koloné a dalsi
vyhody byly opomijeny. Mozna to bylo zptisobeno tim, ze stabilita klasického silikagelu
nebyla vhodnd pro analyzy za vysSich teplot. Hlavnim pfinosem zvySené teploty je
zrychlend difuze velkych molekul, protoze teplota pfimo nebo nepiimo pies viskozitu
mobilni faze difuzni koeficient vyrazné snizuje. Dals$i vyhody vyssi teploty kolony
zahrnuji zlepSenou cis/trans izomerizaci prolinu a U¢innéjsi vymyti latek z kolony.
Jelikoz klesajici viskozita ma vliv na zpétny tlak v systému, je s vyhodou mozné pouZziti
vyssiho pritoku a delsi kolony obsahujici mensi ¢astice. ZvySena teplota tedy vyznamné
zvySuje ucinnost analyzy, tim padem jsou piky vyssi, uzsi a celkovy Cas analyzy miize

byt kratsi (Obrazek 6).

Odezva detektoru

tg [min]

Obrazek 6. Porovnani vlivu teploty na u¢innost separace.

ZvySena teplota ma 1 pozitivni vliv na pouZziti menSiho mnoZstvi organickych
modifikdtord v mobilni fazi, coz Setfi zivotni prostiedi a financni prostiedky. Bylo

prokézano, Ze zvyseni teploty o 2 az 6 °C muiZe snizit ptidavek organického modifikatoru

28



0 1%. B&zné pouzivané teploty se pohybuji okolo 40 °C, ale nezvyklé nejsou ani pouzité
teploty ptes 100 °C.

Nicméné je dilezit¢ zminit také nevyhody zvySené teploty. Stacionarni faze,
peptidové vazby a postranni fetézce aminokyselin mohou byt pii delSich analyzach za

zvySené teploty nachylné k degradaci [44][48][52][53].
3.3.10 Detekce

Pro GspéSnou chromatografickou analyzu je vyZzadovan spravny vybér detektoru.
Moderni chromatografické systémy nabizeji moznost pfipojit vice detektort, které spliuji
naroky na univerzalnost, reprodukovatelnost, citlivost, linearitu odezvy a v piipadé
gradientové eluce nezavislost odezvy na sloZzeni mobilni fdze. V soucasné dobé je
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim pro analyzu peptidl detekéni technikou
volby. Mezi dalsi Siroce pouzivané detektory patii spektrofotometrické detektory

a univerzalni detektory na bazi aerosolu [54][55].
3.3.10.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie hraje diileZitou roli v analyze a charakterizaci peptidi.
Princip hmotnostniho spektrometru spociva v tom, Ze analyzované latky jsou pievedeny
na ionty a ty jsou separovany podle pomeéru relativni molekulové hmotnosti a poctu
nabojii (m/z). Pomoci MS muze byt charakterizovana ptfesnd molekulova hmotnost,
sekvence aminokyselin, popis N- a C-konce, disulfidové mistky, glykanova struktura,
profil posttransla¢nich modifikaci a dal$i. Tyto analyzy vyzaduji pfistroje s vysokym
rozliSenim s moznostmi provadéni MS/MS experimentt. Zkusenosti s technologiemi MS
vedly ke zvySenému pouzivani hybridnich systémi. Tradicn€ to byvalo spojeni
kvadrupoélu s analyzatorem doby letu. V dnes$ni dobé je pro analyzu peptidii preferovana
harmonicka orbitalni past, pro kterou se mezi uzivateli vzilo oznaceni orbitrap.

MS je Casto spojena s celou fadou chromatografickych a elektroforetickych
technik, a to bud’ on-line, nebo jiz méné¢ Casto off-line. Zatimco RPLC a HILIC jsou pfimo
kompatibilni s MS, tak IEC a SEC chromatografie pro pfimé spojeni nejsou vhodné. IEC
a SEC vyuzivaji netékavych soli vyzadujici odsolovéani nebo pouziti dvoudimenzionalni
chromatografické separace.

Proteiny nesou velky pocet nabojl, proto spektrum nevykazuje jen jednu hodnotu
m/z a vytvafi charakteristickou obalku (Obrazek 7). Cim vétsi je molekula, tim vyssi je

pocet naboju. Spektra jsou charakterizovana normalnim rozlozenim intenzit kolem
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zakladniho piku a zvySenym odstupem mezi piky s rostouci hodnotou m/z. Proto pfii
vyssich hodnotach m/z kazdy pik ptedstavuje o jeden naboj méné nez jeho bezprostiedni

soused.

x100
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Obrazek 7. Ukazka typického spektra proteinu s distribuci riznych nabojovych stavi.
(Pfevzato z [7])

Spektrum miize byt pouzito pro vypocet molekulové hmotnosti proteinii na
zéklad€ sousednich hodnot m/z. Ve skutecnosti je u velkych molekul stav naboje Casto
nezndmy. Nicméné, kdyZ vezmeme v Givahu, Ze dva sousedni piky se li§i jednim nabojem,
stav nabiti miZe byt ze spektra snadno vypocitan. V soucasné dobé je stanoveni
molekulové hmotnosti proteinti dosahovano automaticky pomoci softwaru.

Analyzy pomoci MS mtizou byt provedeny na intaktnich proteinech nebo jejich
fragmentech a jsou kategorizovany jako top-down, middle-down, middle-up nebo
bottom-up v zavislosti na typu analyzy a findlni povaze latek, ze kterych je MS nebo
MS/MS spektrum ziskdno. Analyza intaktnich proteinti poskytuje informace o proteinu
jako celku, v nékterych ptipadech vcetné terciarni a kvartérni struktury. Pro ziskéani
informaci o modifikacich musi byt protein rozstépen na mensi ¢asti za pouziti enzymu
nebo redukénich ¢inidel. Tyto krat§i useky pak mohou byt analyzovany pomoci
hmotnostniho spektrometru a jsou nazyvané jako up metody. Naopak metody typu down
analyzuji cely protein fragmentaci pfimo v plynné fazi uvniti hmotnostniho spektrometru.
Mensi fragmenty jsou pfistupnéjsi chromatografické a MS analyze, a tim usnadiuji

identifikaci modifikaci na konkrétnich mistech. Kazdd technika ma své vyhody
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a nevyhody z hlediska poskytovanych strukturdlnich informaci, pokryti sekvence,
spotteby vzorki a jednoduchosti analyzy. Kvili komplementérnosti informaci se plna

charakterizace proteinti Casto provadi s pouzitim rtiznych metod [51][56-59].
Zpusoby ionizace

VétSina MS aplikaci pouziva elektrosprejovou ionizaci (ESI, z angl. Electrospray
Ionization), kterda se normdlné¢ provadi za denaturacnich podminek v prostiedi
organickych rozpoustédel a kyselin. V posledni dobé roste zajem také o nativni ESI, ktera
pouziva tékavé pufry s neutralnim pH. ESI je optimalni technika pro ionizaci velkych
makromolekul a umoznuje vicenasobné nabiti. V piipad€ peptida jsou aminy vynikajici
akceptory protont. Peptidy a proteiny jsou typicky analyzovany s pouzitim pozitivniho
ESI. Pozitivni naboje se tvoifi na N-konci fetézce a na vedlejSich aminokyselinovych
fetézcich. Karboxylové kyseliny mohou darovat kysely proton z hydroxylové skupiny za
vzniku negativniho iontu a slouzi k pofizeni negativniho zdznamu. lonizace pomoci
laserové desorpce za ucasti matrice (MALDI, z angl. Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization) byla také aplikovana na studium peptidii, ale tato technika je dnes spiSe na
ustupu. Omezené nabijeni proteini v MALDI zdroji vyZaduje pro detekci vysokych
hodnot m/z pouziti hmotnostnich analyzatorti doby letu (ToF, z angl. Time of Flight)

v linearnim reZimu s nizkym rozliSenim [55][16].
Analyzator doby letu (ToF)

Ve srovnani s mnoha jinymi typy analyzatorl jsou zékladni principy analyzatoru
doby letu relativné jednoduché. Ionty jsou produkovany v kratkych davkéach uvnitt zdroje
iontl a jsou vystaveny zrychlujicimu napéti. Jakmile se ionty uvolni ze zdroje, zanou se
pohybovat rychlosti, kterd zavisi na jejich hmotnosti a naboji. Ionty pak leti v evakuované
trubici o stanovené délce. Obecné plati pro jednou nabité ionty (z=1), zZe ¢im vétsi je
hmotnost iontu, tim pomaleji bude letét k detektoru. Proces je velmi rychly v Sirokém
rozmezi m/z, diky ¢emuz je mozna analyza vysokomolekuldrnich latek. Aby bylo
dosazeno vysokého rozliSeni, musi byt instrument vybaven tzv. reflektronem. Pro ionty
se stejnou hodnotou m/z funguje k vyrovnani rizné pocatecni kinetické energie.
Jednoduchy ToF neni konstruovan k provadéni fragmentaci. To je mozZné jen
v tandemovém uspotfadani jako ToF/ToF nebo v hybridnim systému s kvadrupdlem

[60][16].
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Harmonicka orbitalni past (orbitrap)

Princip orbitrapu je zaloZen na orbitalni oscilaci iontd. lonty se pohybuji kolem
centralni elektrody a zaroven osciluji podél horizontalni osy. Orbitrap je sloZzeny ze dvou
specialné tvarovanych elektrod, a to stfedni vietenovité a vnéjsi soudkové elektrody. Obé
elektrody jsou pfipojeny na nezavislé napajeci zdroje. Vnéjsi elektroda je rozdélena na
dvé casti, jednu pro excitaci iontll a druhou pro detekci. Prostor mezi vnitini a vné&jsi
elektrodou tvofi méfici komora, kterd je spojena s vakuovym systémem. Pokud je
vyzadovan dobry signal a vysoké rozliSeni, pak ionty kazdé hmoty musi mit koherentni
pohyb, ¢ehoz je dosazeno vstiikovanim ve velmi kratkych intervalech. Po aplikaci napéti
ionty s dostate¢nou tangencialni rychlosti krouzi kolem a podél vietenovité elektrody.

Orbitrap pracuje s dobrou citlivosti, pfesnosti a vysokou rozliSovaci schopnosti [3][61].
Analyzator s Fourierovou transformaci iontové cyklotronové rezonance

Analyzator s Fourierovou transformaci iontové cyklotronové rezonance urcuje
pomér hmotnosti k ndboji na zékladé¢ cyklotronové frekvence ionti v silném
magnetickém poli a poskytuje bezkonkurenéni rozliSeni s vysokou pfesnosti hmoty.
Mohou byt pouZzity riizné ionizacni techniky vcetné MALDI, elektrospreje, nebo
chemické ionizace. Nez jsou ionty transportovany do cely, jsou zaostfeny a akumulovany
s pouzitim fady hexapdli a kvadrupoli. V cele jsou ionty zadrzeny, analyzovany
a detekovany. Cela je umisténa v silném magnetickém poli, které je generovano pomoci
supravodivého magnetu. Nabité ¢astice se pohybuji cyklotronovym pohybem
v ptitomnosti magnetického pole a rychlostni slozky, ktera je kolma k ose magnetického
pole a je znama jako Lorentzova sila. Frekvence cyklotronu souvisi s pomérem m/z.
K detekci dochézi, kdyz ionty prochazeji dvéma destickami detektoru. Protoze frekvence
cyklotronu je vztaZzena k hodnoté m/z, je mozné vytvofit graf a provést kalibraci.
Vysledkem je hmotnostni spektrum s intenzitou signalu vynesenou jako funkce m/z

[43][56].
3.3.10.2 Spektrofotometricky detektor

UV nebo VIS (z angl. Visible) detektor se fadi mezi spektrofotometrické
detektory, které pracuji na zakladé absorpce zéteni v rozmezi vinovych délek 190 az
800 nm. Tyto detektory disponuji dobrou citlivosti a vysokou robustnosti pro velké

mnozstvi latek, které obsahuji ve své struktuie chromofor. Zdrojem zéateni pro UV oblast
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(200-400 nm) je deuteriova vybojka a pro VIS oblast wolframova lampa. Monochroméator
slouzi k vybéru monochromatického zafeni vybrané vinové délky.

Prvni detektory byly s fixni vlnovou délkou, ale v soucasnosti se jiz témér
nepouzivaji. Zdrojem zafeni byla rtutova vybojka, kterd umoznovala detekci latek
o vlnové délce 254 nm. DalSim typem jsou detektory s proménnou vinovou délkou, které
umoziuji zménu vinové délky behem analyzy pro dosazeni nejvyssi citlivosti
fotodiod, obvykle v poctu 512 nebo 1024. Vyhodou téchto detektorti je, ze béhem analyzy
dokazi poridit zdznam celého spektra a zvolit nejlepsi vinovou délku pro detekci
libovolného analytu. Takové detektory dovoluji objevit eventualni koeluci a zjistit ¢istotu

piku [47][54][62][63].
3.3.10.3 Detektor nabitého aerosolu

Detektor nabitého aerosolu (CAD, z angl. Charged Aerosol Detector) se fadi spolu
s odpatfovacim detektorem rozptylu svétla a nano kvantitativnim analytovym detektorem
mezi univerzalni detektory na bazi aerosolu. Vyhodou téchto modernich detektort je, Ze
umoziuji detekci nezavisle na fyzikalné-chemickych vlastnostech analytii. To je vyhodné
zvlasté u analytl s absenci chromoforu. Fungovani detektoru se skladé z nékolika fazi.
Pfi nebulizaci je eluat z kolony zmlzen proudem dusiku. Kapky aerosolu jsou nasledné
proudem dusiku neseny do odpafovaci komirky, kde je rozpoustédlo zcela odpareno.
Z tohoto dlivodu musi byt v mobilnich fazich pouZivana jen tékava aditiva. V dalsi fazi
dochazi k nabiti CasteCek analytu korénovym vybojem. V kolektoru ptedavaji nabité

¢astice naboj za vzniku proudu, ktery je zaznamendvan elektrometrem [54][55][64—66].
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Acetonitril pro LC-MS (Sigma-Aldrich, USA)

Voda pro LC-MS (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina trifluoroctova pro LC-MS, ¢istota > 99,8% (Merck KGaA, Némecko)
Kyselina mravenci pro LC-MS, ¢istota > 98% - 100% (Merck KGaA, Némecko)

iRT peptidy, &istota > 98% (Shanghai Royobiotech, Cinské lidova republika)

Hovézi sérovy albumin, ¢istota > 98% (Sigma-Aldrich, USA)

Konisky myoglobin, ¢istota > 90% (Sigma-Aldrich, USA)

Ramucirumab, 1é¢ivy pripravek Cyramza 10 mg/ml (Eli Lilly and Company, USA)
NIST referen¢ni material monoklondlni protilatky ¢. 8671 (National Institute of Standards

and Technology, U.S. Department of Commerce, USA)
4.1.2 Pristroje

UHPLC systém s CAD detektorem Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, USA).
Ze systéemu byly v ramci diplomové prace pouzity tyto moduly:

UltiMate 3000 RS Pump HPG-3400RS

UltiMate 3000 RS Autosampler WPS-3000TRS

UltiMate 3000 RS Column Compartment TCC-3000RS

Corona ultra (CAD detektor)

UltiMate 3000 RS Pump HPG-3200RS (externi pumpa)

Ovladaci software: Chromeleon console

UHPLC systém Vanquish Horizon spojeny s hmotnostnim spektrometrem Q

Exactive HF-X (Thermo Scientific, USA)

4.1.3 Kolony

Kolona s pln€ poréznimi ¢asticemi:

Acquity UPLC CSH Cis 1304, 1,7 pm, 2,1 x 150 mm (Waters, USA)

34



Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi:

Poroshell 120 SB-Cis 1204, 2,7/0,5 pm*, 2,1 x 100 mm (Agilent Technologies, USA)
bioZen Peptide XB-Cis 1004, 1,7/0,2 um*, 2,1 x 150 mm (Phenomenex, USA)

Halo Protein ES-Cis 4004, 3,4/0,2 um*, 2,1 x 150 mm (Advanced Materials Technology,
USA)

BioResolve RP mAb Polyphenyl 450A, 2,7/0,4 um*, 2,1 x 150 mm (Waters, USA)

* Primér Castic/hloubka porézni vrstvy

Dale budou pro zjednoduseni uvadény tidaje o koloné bez velikosti pori a velikosti ¢astic.

w r

4.2 Experimentalni ¢ast

4.2.1 Priprava mobilnich fazi

e Mobilni faze A: H>O + 0,1% FA (0,1% TFA)

K ptiprave 400 ml 0,1% roztoku kyselin bylo k vodé v odmérném valci ptiddno
400 pl kyseliny mravenc¢i nebo 400 pl TFA. Objem byl poté doplnén vodou na 400 ml.
e Mobilni faze B: ACN + 0,1% FA (0,1% TFA)

K ptipravé 400 ml 0,1% roztoku kyselin bylo k acetonitrilu v odmérném valci
ptfidano 400 pl kyseliny mraven¢i nebo 400 ul TFA. Objem byl poté doplnén

acetonitrilem na 400 ml.
4.2.2 Parametry LC analyz na systému Dionex UltiMate 3000

4.2.2.1 Ovéreni vlivu teploty na ucinnost separace iRT peptidi

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit vliv teploty na ucinnost separace peptidi
na dvou typech stacionarni faze. Pouzité zdsobniky mobilni faze korespondovaly se
zadanim v metodé, tzn. A: vodnd faze, B: organicka faze. Aby byla v pumpach rychle
obnovena mobilni fdze a byly odstranény ptipadné bubliny pii kazdé¢ vymeéné zasobnich
lahvi s mobilnimi fazemi, pumpy byly 120 s promyty pritokem 8 ml/min. Tok za
pumpami byl odklonén do odpadu, aby nedoslo k ptekroeni maximalniho tlaku systému.
Vzniku bublin béhem analyz zamezoval pifediazeny odplyiiova¢ mobilnich fazi.
Nasledovala piiprava programu gradientové separace v ovladacim softwaru dle

tabulky 3.
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Tabulka 3. Program gradientové separace v ramci 22 min metody.

Cas  Pritok %A %B
(min) (ml/min)

0,0 0,3 100 O
12,0 03 52 48
12,5 03 40 60
13,5 03 40 60
140 03 100 O
22,0 03 100 O

Analyza byla provadéna na tfech kolonach Acquity UPLC CSH Cis 1,7 um,
2,1 x 150 mm, Poroshell 120 SB-Cis 2,7 um, 2,1 x 100 mm a bioZen Peptide XB-C;g
1,7 um, 2,1 x 150 mm pfti péti teplotach 30, 45, 60, 75, 90 °C. Separace probihala
v mobilni fazi A o slozeni H>O s 0,1% FA a v mobilni fazi B o sloZzeni ACN s 0,1% FA.
Vzorek peptidit o velikosti nastiiku 1 pl byl vstfikovan do mobilni faze s pratokem

0,3 ml/min a vysledek separace byl detekovan pomoci CAD.

4.2.2.2 Ovéreni stability peptidovych vazeb na modelovych proteinech pomoci

kombinace mobilnich fazi s FA a TFA

Aby mohlo byt na kolon¢ Halo Protein ES-Cis 3,4 um, 2,1 x 150 mm indukovéno
Stépeni peptidovych vazeb modelovych proteint v prostiedi 0,1% FA a zaroven mohly
byt z kolony G¢inné eluovany proteiny, byla vyzkouSena moZnost vyuZiti dvou binarnich
pump. Do systému byla pfipojena externi pumpa, ktera ndm umoznila davkovat dalsi dvé
mobilni faze. Mobilni fdze A byla vodna sloZka a mobilni faze B byla tvofena ACN. Prvni
pumpa dorucovala gradient tvofeny mobilnimi fazemi s 0,1% FA a druhd pumpa
dorucovala gradient tvofeny mobilnimi fazemi s 0,1% TFA, kterymi mély byt z kolony
eluovany proteiny. Program gradientii je popsano v tabulkdch 4 a 5 umisténych nize.
Externi pumpou byla usnadnéna separace degradacnich produktii i parentni latky.
Separace byla provadéna pfi teploté 90 °C a velikost nasttiku byla 1,0 pl. Zptsob detekce
byl stejny jako u ptedchozi analyzy na detektoru CAD.
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Tabulka 4. Program gradientové separace mobilnimi fazemi s 0,1% FA.

Cas Priitok %A %B
(min)  (ml/min)

0 0,3 100 0
2 0,3 100 0
3 0,3 100 0
4 0,05 100 0
30 0,05 100 0
31 0,3 100 0
32 0,3 100 0
34 0,3 100 0
46 0,3 52 48
46,5 0,3 40 60
50,5 0,3 40 60
51 0,3 100 0
60 0,3 100 0

Tabulka S. Program gradientové separace mobilnimi fazemi s 0,1% TFA.

Cas Priitok %A %B
(min)  (ml/min)

0 0,05 100 0
2 0,05 100 0
3 0,05 100 0
4 0,3 100 0
30 0,3 100 0
31 0,3 100 0
32 0,3 100 0
34 0,3 100 0
46 0,3 52 48
46,5 0,3 40 60
50,5 0,05 40 60
51 0,05 100 0
60 0,05 100 0

4.2.2.3 Vybér vhodného modelového proteinu

Pro dals$i experiment bylo tieba vybrat idealni latku proteinové povahy k testovani
stability peptidové vazby za zvySené teploty kolony. Separace probihala na kolon¢
BioResolve RP mAb Polyphenyl, 2,7 um, 2,1 x 150 mm pfi teplotach 30, 45, 60 °C. Eluce
byla provadéna v prostfedi mobilni faze A o slozeni H>O s 0,1% FA a v mobilni fazi B
o slozeni ACN s 0,1% FA. Program gradientu je uveden v tabulce 6. Vzorek byl
detekovan na CAD detektoru.
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Tabulka 6. Program gradientové separace bez izokratického promyti.

Cas  Pritok %A %B
(min) (ml/min)

0,0 0,3 100 O
14,0 03 45 55
14,5 03 20 80
15,5 03 20 80
16,0 03 100 O
27,0 03 100 O

Po prvni sérii nastfikl byla analyza prodlouzena v poslednim kroku z ptivodnich

25 minut na 27 minut, aby byla prodlouzena doba ekvilibrace.
4.2.2.4 Analyza protilatky NIST

Protein vybrany v ptedchozich experimentech byl pouzit pro vlastni testovani stability
peptidovych vazeb za zvySené teploty pii riizné dlouhych izokratickych inkubac¢nich
Casech. Separace probihala na koloné¢ BioResolve RP mAb Polyphenyl,
2,7 pm, 2,1 x 150 mm v mobilni fazi A 0,1% FA s H»O a vmobilni fazi B
0,1% FA s ACN. Bylo pfipraveno 1000 ml vodné slozky a 1000 ml organické faze.
Vzhledem k tomu, Ze analyza trvala ptes 7 dni, tak bylo do z4soby piipraveno dalSich
1000 ml mobilni faze 0,1% FA s H>O a roztok mobilni faze byl uloZen do lednicky.
V ptipad¢ potieby stacilo dolit mobilni fazi bez nutnosti pteruSeni analyzy. Pro analyzu
bylo nutné vytvotit metody pro teploty 30, 45, 60, 75, 90 °C s inkuba¢nimi ¢asy 0, 0,5, 1,
2 a 4 hodiny pro kazdou teplotu. Zakladem byla nastavena gradientova metoda trvajici
27 minut, pouZita pfi predchozi analyze k vybéru proteinu. Tato metoda byla nasledné
prodlouZena o odpovidajici dobu inkubace (Obrazek 8). Velikost nanasky protilatky
NIST byla 2,5 pg a signal byl zaznamenavan na CAD detektoru.

Obrazek 8. Znazornéni metod s rizné dlouhymi ¢asy inkubace po nasti'iku pired nastupem
gradientu.
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4.2.3 Parametry analyzy chemickych modifikaci aminokyselin

LC-MS/MS analyza tryptickych peptidii prokaryotnich proteint byla provedena
Dr. Lencem v ramci jeho protokold JL703-JL707 pomoci kapalinového chromatografu
Vanquish Horizon spojeného s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive HF-X
vybaveného kvadrupdlovym filtrem a harmonickou orbitalni pasti. Peptidy byly
separovany pii pritoku 68 ul/min na koloné¢ Acquity UPLC CSH Cig 1,7 um, 2,1 x 150
mm za standardnich podminek bez izokratické inkubace pouze pomoci 40 minutového
linearniho gradientu od 0,5 % mobilni faze A (0,1% FA) do 38,5% mobilni faze B (0,1%
FA v ACN). Béhem 30 s zastoupeni mobilni faze B vystoupalo na 65% a timto eluentem
byla kolona 1 min promyta. Po 30 s poklesu zastoupeni mobilni faze B zpét na
pocatecnich 0,5% se kolona nechala 18 min promyvat, aby byla pro dalsi analyzu
dostatecné ekvilibrovana. Pro izokratické inkubaci se peptidy po nastfiku nechaly
ur¢enou dobu na koloné promyvat 0,5 % mobilni fazi B. Po ur¢ené dob¢ inkubace, byl
nastiiknut prazdny vzorek a peptidy zachycené na kolon¢ byly eluovany vyse popsanym
gradientem. V ramci sledovani vlivu jedné teploty kolony na stabilitu peptidii tak byly
retencni Casy jednotlivych peptidi stejné, ackoliv na koloné mohly setrvat vyrazné
rozdilnou dobu.

Peptidy v eluatu byly ionizovany v iontovém zdroji HESI-II hmotnostniho
spektrometru napétim +3 kV. Odpafovani mobilni faze zajiStoval zmlzovaci plyn
o pratoku 30 arbitrarnich jednotek a susici plyn predehtaty na 150 °C o prutoku
6 arbitrarnich jednotek. Pro oba plyny byl pouzit dusik pfipraveny v generatoru dusiku.
Vstupni kapilara do hmotnostniho spektrometru byla vyhfivana na 275 °C. Pted
analyzami byl hmotnostni spektrometr kalibrovan pomoci kalibracniho roztoku PieceTM
LTQ velos ESI Positive Ton Calibration Solution. V pribéhu méteni byla spektra vnitiné
kalibrovéana na kontaminaci polysiloxanem [(C2HsS10)s + H]+ s m/z 445.12003.

Peptidy byly analyzovany v médu zavislém na informacich. Ze zaznamenanych
MSTI spekter byly na zéklad¢ zadanych kritérii vybrany prekurzory, které byly postupné
kvadrupodlem izolovany a podrobeny kolizn€¢ navozené fragmentaci. MS1 spektra byla
meéfena v rozmezi m/z 350-1500 pfi rozliSeni 60 000 udavanych na m/z 200. Maximalni
pfipustny pocet nabojii v orbitrapu byl 3 miliony a maximalni pfipustny cCas pro
akumulaci tohoto mnozstvi ndboji byl 110 ms. Prekurzory s ndbojovym stavem
v rozmezi 2° az 6" a signdlem piesahujicim intenzitu 100 000 byly izolovany

kvadrupdlem s izolacnim oknem 1,8 m/z a posunem izola¢niho okna 0,3 m/z. Pro kolizn¢
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navozenou fragmentaci prekurzorti byla pouzita normalizovana kolizni energie 27 a dusik
o Cistote¢ 99.999 jako kolizni plyn. Fragmenta¢ni spektra byla zaznamenavana
s rozlisSenim 15 000 udavanych na m/z 200. Maximalni piipustny pocet naboji v orbitrapu
byl 200 000 a maximalni pfipustny ¢as pro akumulaci tohoto mnoZzstvi naboj byl 50 ms.
Prekurzory byly po dobu 8 s vylouceny z opakované fragmentace. Vsechny experimenty

byly zopakovany ve tfech replikatech.
4.2.4 Priprava vzorku

4.2.4.1 Priprava smési iRT peptida

Pro ovétovani vlivu teploty na ucinnost separace peptidii na obracenych fazich
bylo potieba piipravit smes péti iRT peptidi, které by na CAD detektoru vykazovaly
podobné signaly [67]. Roztoky jednotlivych peptida byly pfipraveny Dr. Len¢em v ramci
experimentu JL632. Pro ptipravu smési byly do 456 ul mobilni faze A ptidavany peptidy
dle rozpisu v tabulce 7. Celkem bylo pfipraveno 480 ul smési. Smes peptidd byla
promichéna a byla u¢inéna ovéfovaci gradientova separace s cilem zjistit, jestli peptidy

v CAD detektoru vykazuji podobné& intenzivni signaly.

Tabulka 7. PFiprava smési iRT peptidi.

Smés vzorku iRT

Peptid Sekvence peptidu ul do smési  pridavek pl
1 GAGSSEPVTGLDAK 6 4
2 YILAGVENSK 6 0
3 TPVITGAPYEYR 3 6
4 ADVTPADFSEWSK 3 8
5 GTFIIDPAAVIR 6 0

4.2.4.2 Priprava vzorku proteini

Cilem bylo pfipravit vzorky proteini pro testovani stability peptidovych vazeb na
kolon¢ pfi riznych teplotach. Prvni potencialné vhodny protein pro tyto analyzy byl
konsky myoglobin (EMg, z angl. Equine Myoglobin). Protein byl k dispozici o 90%
Cistoté. Aby vznikl 10x koncentrovanéj$i zasobni roztok o koncentraci 1 nmol/pl,
navazenych 3,74 mg proteinu bylo rozpusSténo v 245,1 pl mobilni faze A. Pro pfipravu
finalniho vzorku EMg o koncentraci 100 pmol/ul bylo 5 pl zasobniho roztoku ziedéno

45 pl mobilni fazi A.
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Jako druhy protein byl pfipraven vzorek hovéziho sérového albuminu (BSA,
z angl. Bovine Serum Albumine) o koncentraci 100 pmol/ul. Protein byl k dispozici
0 98% Ccistoté. Aby vznikl vzorek o koncentraci 100 pmol/ul, navazenych 7,75 mg

proteinu bylo rozpusténo v 1190,3 ul mobilni faze A.
4.2.4.3 Priprava redukéniho ¢inidla TCEP

TCEP je silné redukéni ¢inidlo schopné ucinné redukovat disulfidické mustky
v proteinech. Pro redukci byl ptipraven TCEP o koncentraci 50 mM. K dispozici byla
substance o Cistoté¢ 98%. Pro pfipravu 50 mM roztoku bylo navazeno 14,12 mg

a rozpusténo v 1005 ul H>O.
4.2.4.4 Priprava vzorku protilatky NIST

Pro optimalizaci velikosti néstfiku redukované protilatky byl vyzkouSen nésttik
1 ng, 2,5 ug a5 pg. Pro analyzu stability protilatky bylo pouzito pét rliznych teplot a pét
rizné¢ dlouhych izokratickych inkubaci. U kazdé teploty a inkubace byly tii nastiiky
o objemu 2,5 pul. Po vypoctu to znamenalo ptipravit 187,5 pl vzorku, ale pro jistotu bylo
ptipraveno 400 ul. Vzorek pro nastfik bylo tfeba pfipravit o koncentraci 1 pg/pl.
Protilatka NIST o objemu 40 pl byla smichdna se 120 pl guanidin hydrochloridu, ktery
je silné denaturacni ¢inidlo usnadnujici redukci monoklonalni protilatky. Vzorek byl
inkubovan 5 minut pti 60 °C. Po inkubaci bylo k této smési ptidano 80 pul S0mM TCEP
a vzorek byl znovu inkubovan po dobu 60 minut pii 37 °C. Po zavérecné inkubaci bylo

ptidano 160 pl roztoku 0,1% FA s H20 a vzorek byl dikladné promichan.

4.2.4.5 Priprava tryptickych peptidu z celobunééného lyzatu bakterie Francisella

tularensis

Pro zavéreény experiment byl vybran celobunéény proteinovy extrakt zivého
vakcinacniho kmene Francisella tularensis ptipraveny Dr. Lenem v ramci protokolu
JL567. Bakteridlni bunky byly kompletné zlyzovany inkubaci v 1% deoxycholatu
sodném pii teploté 70 °C po dobu 5 min. Celkova koncentrace proteinti ve vzorku byla
7,7 ng/ul.

Ze vzorku pfipravil Dr. Lenco tryptické peptidy v rdmci svého protokolu JL697.
Proteiny v celkovém mnozstvi 1 mg byly redukovany v 5 mM TCEP pii teploté 60 °C po
dobu 60 min. Volné thiolové skupiny byly zablokovany inkubaci s20 mM
methylmethanthiosulfonatem po dobu 30 min. pH vzorku bylo upraveno Tris-HCI pufrem

na pH 7,5 a proteiny byly $tépeny trypsinem, ktery byl pfidan v poméru 1:50 (w/w).
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Stépeni probihalo pies noc pii 37 °C za mirnych otadek v termomixeru. Peptidy byly
precistény extrakci na pevné fazi Oasis HLB 1 cc Vac Cartridge, 10 mg (Waters) a po
vysuSeni byly rozpustény v 0,1% FA na koncentraci 2 pg/ul. Vzorek byl oznacen jako
F. tularensis LVS Digest 0,8 mg in 0,4 ml.

4.2.5 Softwarova analyza LC-MS dat v programu Preview

Pro stanoveni chemickych modifikacich na aminokyselindch proteinu Francisella
tularensis byl pouzit software PMI-Preview (Protein Metrics Inc.). Program umoziiuje
rychlou identifikaci peptidi pfi pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie. Je to
nastroj, ktery dokéze vyhodnotit bottom-up proteomické analyzy ziskané trypsinovym
digestem ve smési komplexnich proteinti. Dovoluje nastavit fadu parametrti pomoci nichz
byly ziskany informace o in vitro modifikacich proteinu. MS/MS data byly ziskany
analyzou na piistroji UHPLC Vanquish Horizon spojeny s hmotnostnim spektrometrem
Q Exactive HF-X. Vzorek proteinu byl analyzovan pii péti riznych teplotach. Ziskana
data byly ve formatu .raw. Proteinova databdze fasta byla pouzita ze vzorku Francisella
tularensis Holarctica. Parametr pro nastaveni fixni modifikace byl zvolen
karbamidomethylace cysteinu +57.021464 Da. Nastaveni §tépeni peptidii bylo ponechano
jako pocatecni hodnota R/K na C konci, coz znamena Stépeni za argininem nebo lysinem.
Pro vSechny vzorku po digestu je doporuceno nastavit vyhledavani na plnou specifitu. To
znamena, ze oba dva terminalni konce peptidu jsou ptistupné Stépeni. Typ fragmentace
byl zvolen CID/HCD. Oba dva typy fragmentace vyuZzivaji kolizn€¢ indukovanou
disociaci peptidii. To ma za nasledek Stépeni peptidové vazby na fragmenty y/b nebo

Stépeni pted peptidovou vazbou na fragmenty x/a.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Ovérovani vlivu teploty na ucinnost separace smési

peptida
5.1.1 Testovani pripravené smési iRT peptidi

Pro sledovani vlivu teploty na uc¢innost separace byla pouzita smés péti iRT
peptidl [67]. Peptidy byly smichany tak, aby byl kazdy ve smési zastoupen ptiblizné
v koncentraci 100 pmol/pl. Po smichani bylo sledovéno, jestli byly peptidy detekovany
s ptiblizné stejn¢ vysokym signalem. Analyza byla provadéna na ptistroji UHPLC Dionex
UltiMate 3000 na koloné Acquity UPLC CSH Cis 1,7 pm, 2,1 x 150 mm v prostiedi
0,1% FA pomoci 22 minutové gradientové metody. Jak je vidét z chromatogramu na
obrazku 9, vysky jednotlivych piki nebyly na podobné trovni. Z toho divodu jsme
vyrovnali jejich vysky dodate¢nym piidanim nékterych peptidi dle tabulky 7. Po korekci
byly hladiny signala vSech peptidii na podobné trovni a smés byla pfipravena k analyze
(Obrazek 10). Kdyz pGvodni vzorek peptidii dochéazel, byla pfipravena dalSi smés
o stejném slozeni a smisena se zbyvajicimi, pfiblizn¢ 200 pl pivodniho vzorku. I takto
ptipraveny vzorek vykazoval podobné hladiny signalti vSech peptidii a smés tak bylo

mozné pouzit pro dalsi experimenty (Obrazek 11).

YILAGVENSK - 6,38
GTFIIDPAAVIR — 8,56

Odezva detektoru [pA]
TPVITGAPYEYR—6,72

o
L GAGSSEPVTGLDAK - 5,53

ADVTPADFSEWSK-7,57

——

]
t [min] 22

Obrazek 9. Chromatogram ze separace puvodni smési iRT peptidii provadéné na koloné
Acquity UPLC CSH Cis 1,7 pm, 2,1 X 150 mm mobilnimi fazemi s 0,1% FA.
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YILAGVENSK - 6,38
TPVITGAPYEYR- 6,74
ADVTPADFSEWSK - 7,60

Odezva detektoru [pA]
GTFIIDPAAVIR — 8,61

GAGSSEPVTGLDAK - 5,51

DJMUL.W_,—.—JL«L__

]
0 tg [min] 22

l

Obrazek 10. Chromatogram ze separace smési iRT peptidi po korekci jejich mnoZstvi
provadéné na koloné Acquity UPLC CSH Cis 1,7 pm, 2,1 X 150 mm mobilnimi fizemi
s 0,1% FA.

YILAGVENSK - 6,02
TPVITGAPYEYR - 6,65
GTFIIDPAAVIR - 8,89

Odezva detektoru [pA]

GAGSSEPVTGLDAK - 5,25
ADVTPADFSEWSK - 7,25

r
C
C

]
0 tg [min] 22

Obrazek 11. Chromatogram ze separace smési peptida iRT piipravené smichanim starého
a nového vzorku. Separace byla provedena na koloné Acquity UPLC CSH Cis 1,7 pm,
2,1 x 150 mm mobilnimi fazemi s 0,1% FA.

5.1.2 Vlastni ovéirovani vlivu teploty na ticinnost separace peptidu

Jakmile byla pfipravena a otestovana smés iRT peptidii, byly provadény vlastni
analyzy pro ovéfovani vlivu teploty na separaci. Analyzy probihaly taktéz na pfistroji
UHPLC Dionex UltiMate 3000 v prosttedi 0,1% FA. Prvni testovanou kolonou byla
kolona s pln¢ poréznimi ¢asticemi Acquity UPLC CSH Cis 1,7 um, 2,1 x 150 mm.
Kolonu vyrobce doporu€uje pouzivat v rozmezi pH 1-11 pii maximalni teploté¢ 80 °C.
Protoze 0,1% FA ma pH pfiblizné 2,6, troufli jsme si provadét analyzy na této koloné

1 pti 90 °C. Po analyzach pii 90 °C byly vzdy provedeny kontrolni nastiiky pii 30 °C,
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jestli nedoslo k poskozeni stacionarni faze. Kolona poskytovala po analyzach pii 90 °C
stejné vysledky jako pfed nimi. Stacionarni faze tedy analyzami pti 90 °C v prostiedi
0,1% FA nebyla poskozena.

Pro ovérovani vlivu teploty na ucinnost separace peptidi byla hodnocena Sitka
piku v polovin€ jeho vySky (wsge,). Pii rostouct teploté se Sifka pikli na koloné Acquity
UPLC CSH Cig 1,7 pm, 2,1 x 150 mm snizovala. Pfi zvySené teploté tudiz stoupala
1 kapacita piku a bylo tak potvrzeno, Ze pti zvySujici se teploté roste ucinnost separace
peptida. Pti teploté 75 °C a 90 °C vsak byly rozdily jiz velmi malé a otazkou tedy je, zdali
ma s ohledem na stabilitu peptidii smysl ndmi testovanou maximalni teplotu pro dlouhé
gradientové separace komplexnich proteomickych vzorka pouzivat [52][68].

Druhou testovanou kolonou byla kolona s povrchové poréznimi casticemi
Poroshell 120 SB-Cig 2,7 um, 2,1 x 150 mm. Vliv teploty na u¢innost separace na této
koloné nebyl pozorovatelny. Abychom potvrdili nasi domnénku, Ze vliv teploty souvisi
s charakterem ¢astic, pfi stejnych podminkéach byla testovana dalsi kolona s povrchoveé
poréznimi Casticemi. Z dostupnych kolon byla vybrana kolona bioZen Peptide XB-Cis
1,7 pm, 2,1 x 150 mm. Potvrdili jsme, Ze u kolon naplnénych timto typem cCastic se
ucinnost analyzy vlivem vzrlstajici teploty opravdu neméni. NaSe pozorovani
nejpravdépodobnéji souvisi s faktem, Ze povrchoveé porézni castice byly specidlné
vyvinuty pro separaci peptidd a proteinl, protoze jejich chromatografickd separace je
ztizena jejich nizkym difuznim koeficientem. Nizky difuzni koeficient vyznamné
zhorSuje odpor proti pfenosu hmoty ve stacionarni fazi. Pravé povrchové porézni ¢astice
svym charakterem odpor proti pfenosu hmoty snizuji. ZvySeni difuzniho koeficientu
peptidii zvysSenou teplotou tak na sniZzeni odporu proti pifenosu hmoty v povrchové
porézni stacionarni fazi nema vyrazny vliv. Je tedy na zvazenou, jestli méa smysl pouZivat
vyssi teploty kolon naplnénych povrchové poréznimi casticemi, kdyz ke zvySeni
separacni ucinnosti nedojde. Porovnani Sitky iRT peptidi ze vSech tii kolon zobrazuje
obrazek 12.

Ze ziskanych vysledkt byla vypocitana kapacita piku, kterd vyjadiuje u€innost pii

. . . .- i - . ;o
gradientové eluci. Byl pouzit vzorec P = 1 + #, kde t, je Cas gradientu. Vypocet
17 " W50%

potvrdil, Ze vyssi teplota zvySuje kapacitu piku, tim padem je leps$i i i€¢innost separace.
Ovsem je dillezité zdiraznit, Ze tato skute¢nost plati jen u kolony s povrchové poréznimi

¢asticemi.
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Obrazek 12. Grafy vlevém sloupci znazoriuji zavislost vlivu teploty na Sifku piku
v poloviné jeho vySky. Sekvence jednotlivych peptidi je barevné znizornéna. V pravém
sloupci jsou grafy v zavislosti vlivu teploty na kapacitu piku.

5.2 Ovéreni stability peptidovych vazeb pri zvySené teploté na
koloné

Po experimentech, které mély za ukol ovéfit vliv teploty kolony na ucinnost

separace peptidl, jsme se zaméfili na zkoumani vlivu teploty na stabilitu peptidovych

vazeb modelovych proteinli zachycenych na stacionarni fdzi omyvanych mobilnimi

fazemi s 0,1% FA.
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5.2.1 Pilotni experimenty s kolonou Halo Protein ES-Cis 3,4 pm,
2,1 x 150 mm

Aby vysledky co nejvérnéji napodobovaly readlné podminky bottom-up LC-MS
analyz, nejprve jsme hledali kolonu s Cis stacionarni fazi, na které by bylo mozné
mobilnimi fdzemi obsahujicimi 0,1% FA uc¢inn¢ separovat jak modelové proteiny, tak
jejich potencidlni degradac¢ni produkty ve formé peptidi. Na zdkladé dostupnych
informaci byla pro tyto G¢ely vybrana kolona Halo Protein ES-Cis 3,4 um, 2,1 x 150 mm.

Pti pouziti mobilni faze s 0,1% FA se bohuZel modelové proteiny BSA a EMg
separovat nepodafilo. Pti teplotach od 30 °C az do teploty 75 °C nebyly modelové
proteiny vibec detekovany, byly detekované az pfi 90 °C. FA neni dostatecné silna
kyselina, aby vytvofila iontovy par s proteiny, coz je pro jejich separaci na obracenych
fazich nezbytné. Mozna feSeni zahrnovala pfidani amoniaku do mobilni faze, ¢imz by se

vytvotil mraven¢an amonny, anebo nahrazeni FA siln¢jsi TFA.
5.2.2 Pripojeni druhé pumpy pro kombinovany gradient

Jelikoz byla v UHPLC systému Dionex UltiMate 3000 k dispozici 1 dal$i pumpa,
uvazovali jsme také o provedeni, kde by degradace proteinti byla na kolon¢ Halo Protein
ES-Cis 3,4 um, 2,1 x 150 mm navozena mobilnimi fazemi s 0,1% FA doru¢ovanymi
ptivodni pumpou, a nerozloZené ¢i malo rozlozené proteiny by po prepnuti ventilu pred
kolonou byly eluovany gradientem mobilnich fazi s 0,1% TFA tvofenym na druhé
pumpé€. Nejprve jsme prokazali, Ze proteiny na koloné Halo Protein ES-Cis 3,4 um,

2,1 x 150 mm Ize s mobilnimi fazemi s TFA skutecné separovat (Obrazky 13 a 14).
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Obrazek 13. Chromatogram ze separace BSA na koloné Halo Protein ES-C18 3,4 pm,
2,1 x 150 mm p¥i riznych teplotach kolony v prostiedi 0,1% TFA.
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Obrazek 14. Chromatogram ze separace EMg na koloné Halo Protein ES-C18 3,4 pm,
2,1 x 150 mm p¥i riiznych teplotich kolony v prostiedi 0,1% TFA.

Po zapojeni druhé pumpy do UHPLC systému byl proveden tlakovy test systému,
béhem kterého byl zvySovan pritok az k dosaZeni tlaku 800 bar. Vedeni v horni pumpé
nebo pumpa samotna ziejmé nékde netesnila, protoze jsme tlaku 800 bar dosahli az pfi
pratoku 2 ml/min. K dosazeni pozadovaného tlaku u dolni pumpy bylo potieba pritoku
0,7 ml/min, coz byla ofekéavatelna hodnota. Béhem analyzy bylo dosazeno tlaku okolo

130 bar, tedy tlaku, za kterého se piipadné netésnosti v horni pumpé systému neprojevily.
5.2.3 Testovani stability peptidovych vazeb kombinovanym gradientem

Pozadovand metoda vyuzivajici gradient ze dvou samostatnych pump byla

komplikovana a jeji sestaveni nebylo jednoduché. Prvni izokraticka ¢ast gradientu
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tvofeného mobilnimi fazemi s 0,1% FA méla indukovat stépeni peptidovych vazeb,
a pfitom zadrZzovat vSechny degradacni produkty. Druhd cast gradientu tvotfeného
mobilnimi fazemi s 0,1% TFA méla G€inn€ separovat jak vznikajici degradacni produkty,
tak parentni nebo malo rozlozené proteiny. Posledni ¢ést gradient nastolila pocatecni
podminky metody. U 60 minutové metody s izokratickou inkubaci 30 min bylo
detekovano nezvykle mnoho piki. Je mozné, ze se kombinaci vysoké teploty a dlouhé
inkubace zacal vzorek opravdu rozkladat nebo byl BSA jiz degradovan pied ptipravou
vzorku pro analyzy. Z zadného chromatogramu nebylo mozné urcit pik parentniho

peptidu (Obrazek 15).

Odezva detektoru [pA]

MAJ‘W\ |

0 tg [min] 30

Obrazek 15. Chromatogram ze separace BSA na koloné Halo Protein ES-C18 3,4 um,
2,1 x 150 mm kombinovanym gradientem tvorenym mobilnimi fazemi s 0,1% FA
a 0,1% TFA.

Dalsi experimenty jsme provadéli pomoci BSA redukovaného 50 mM roztokem
TCEP. Provedli jsme analyzu redukovaného BSA pfi rizné dlouhych izokratickych
inkubacnich Casech. Pti této analyze bylo zjisténo, ze prepnuti ventilu pfed kolonou zpét
na puvodni pozici v pribéhu analyzy nebylo nastaveno optimalné. Bylo tieba upravit
stavajici metodu prodlouzenim intervalu gradientu a Cas pfepinani ventilu. Po Upravé
metod doslo ke spravnému posunu gradientu i ¢asu piepnuti ventilu, ale i tak tento ptistup
vyzadoval jesté dalsi, ¢asoveé narocnou optimalizaci. Vzhledem k tomu, ze vysledky na
kolon¢ Halo Protein ES-Cig 3,4 um, 2,1 X 150 mm nebyly zcela uspokojivé a ve stejné
dobé Dr. Lenco obdrzel darem kolonu BioResolve RP mAb Polyphenyl, 2,7 um,
2,1 x 150 mm potencialn¢ vhodnou pro tyto experimenty, nebyl piistup spoléhajici na

kombinovany gradient mobilnich fazi s 0,1% FA prioritni.
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5.2.4 Pilotni experimenty s kolonou BioResolve RP mAb Polyphenyl
2,7 pm, 2,1 X 150 mm

Ptedchozi testovana kolona a zvoleny zplisob analyzy nebyl idedlni, a proto byla
pro otestovani stability peptidové vazby jako nejsmysluplnéjsi volba vybrana kolona
BioResolve RP mAb Polyphenyl, 2,7 um, 2,1 x 150 mm. Na této kolon¢ Dr. Lenco
v pilotnich pokusech prokdzal, Zze je vhodna pro separaci proteini mobilnim fazemi
$s0,1% FA. To jsme také potvrdili analyzou proteini BSA, ramucirumab a NIST
referencni protilatkou. Na smési péti iRT peptidd jsme také prokazali, Ze kolona miize
ucinné separovat i peptidy (Obrazek 16). Experimenty probihaly opét na ptistroji UHPLC
Dionex UltiMate 3000 v prostfedi 0,1% FA. Jelikoz modelové proteiny BSA a EMg
v predchozich experimentech vykazovaly nezvykle bohaté chromatogramy, které lze
alespoil z ¢asti vysvétlit nizkou Cistotou zakoupenych substanci, byly z projektu
vyfazeny. Ve vybéru jiného modelového proteinu jsme se tedy soustiedili také na Cistotu
substanci. K dispozici jsme méli NIST referencni standard protilatky a terapeutickou
protilatku ramucirumab. Jelikoz jsou protilatky tvofeny dvéma lehkymi a dvéma tézkymi
fetézci spojenymi disulfidickymi mistky, pro spolehlivou detekci jejich degradacnich
produkti bylo vhodné protilatky redukovat a fetézce od sebe oddélit. Jako nejlepsi
modelovy protein pro dalsi pokusy na kolon¢ BioResolve RP mAb Polyphenyl, 2,7 um,
2,1 x 150 mm se jevil ramucirumab (Obrazek 17). BohuZzel jsme neméli dostatek tohoto
proteinu pro vSechny naplanované experimenty. Referen¢ni standard protilatky NIST
poskytoval také dobry tvar pikii (Obrazek 18) a tohoto proteinu jsme méli k dispozici

dostate¢né mnozZstvi. Proto jsme pro finalni experimenty pouZili tuto protilatku.
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Obrazek 16. Chromatogram ze separace smési peptida iRT p¥i riznych teplotach kolony
mobilnimi fazemi s 0,1% FA.
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Obrazek 17. Chromatogram ze separace protilatky Ramucirumab pfi raznych teplotach
kolony mobilnimi fazemi s 0,1% FA.
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Obrazek 18. Chromatogram ze separace protilaitky NIST p¥i riiznych teplotach kolony
mobilnimi fazemi s 0,1% FA.

5.2.5 Volba velikosti nastfiku referencni protilatky NIST na kolonu
BioResolve RP mAb Polyphenyl 2,7 pm, 2,1 X 150 mm

Poté, co byl vybran modelovy protein pro otestovani stability peptidovych vazeb
na koloné, byly na kolon€ BioResolve RP mAb Polyphenyl, 2,7 um, 2,1 x 150 mm
testovany razné velikosti nastfiku. Experiment byl provadén za stejnych podminek jako
ptedchozi separace na pfistroji UHPLC Dionex UltiMate 3000. Pro finalni experiment
byla zvolena nanaska 2,5 pg, kterd byla jakymsi kompromisem. Ackoliv nastiik 5 pg
vykazoval nejintenzivngjsi piky a detekce degradacnich produkti by z tohoto mnoZstvi
byla snadnéjsi, plocha piku pfi teplot¢ 30°C jiz nebyla pifimo imérnd s predchozimi
nanaSkami a asymetrie piku pii 60 °C byla okolo 2,5. Ttetim sledovanym parametrem
byla §itka piku, u které zalezi jak na velikosti nanasky, tak na teplot& kolony. Siika piku
v poloviné jeho vysky byla u nanaSek 1 ug a 2,5 pg srovnatelnd, ale u 5 pg jiz byla vyssi.
Poslednim diivodem bylo také to, ze dle pokynii od vyrobce kolony BioResolve se pro
optimalni rozliSeni doporucuje nastfik mensi nez 3 pg. Srovnani vysledka Sifek piku,

ploch pod piky a faktor asymetrie pti riznych teplotach shrnuje obrazek 19.
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Obrazek 19. Prehled vysledki Sifek piki (Ievy sloupec), ploch pod piky (prosti‘edni sloupec)
a faktori asymetrie (pravy sloupec) pro vybér nanasky referencni protilatky NIST pro
teploty 30, 60 a 90 °C.

5.2.6 Finalni ovéreni vlivu teploty na stabilitu peptidovych vazeb na

koloné BioResolve RP mAb Polyphenyl 2,7 pm, 2,1 x 150 mm

Z ptedchozich experimentti byl vybran vhodny modelovy protein i jeho optimalni
nanaSka 2,5 pg a mohl byt tedy otestovan vliv teploty na stabilitu peptidové vazby na
kolong. Celd analyza byla provadéna na pftistroji UHPLC Dionex UltiMate 3000
v prostiedi 0,1% FA na koloné€ BioResolve RP mAb Polyphenyl, 2,7 um, 2,1 x 150 mm.

Ptehledné srovnani vyslednych chromatografickych zaznamt je shrnuto
v obrazku 20. Z chromatografického zdznamu miZzeme vidét, Ze pii teploté¢ 30 °C se
plocha pikt prakticky nezménila ani po ¢tythodinové izokratické inkubaci. Pfekvapujici
naopak bylo, ze prvni degrada¢ni produkty se zacaly objevovat jiz pti teploté 45°C. To
dokladaji 1 grafy znazornujici plochu pikli parentnich fetézct a degradacnich produkti
(Obrazek 21). Na zavislosti plochy parentnich pikii na vzristajici teplot¢ muzeme
sledovat trend, kdy se plocha pikii do urcité teploty zvétSuje vlivem zlepsené difuze. Jako
idedlni teplota pro separaci protilatky NIST se jevi 60 °C, jelikoZ je stidle zachovédna
vysokd ucinnost a degradace protilatky je u kratkych inkubacich minimalni. Pti vySSich

teplotach se vzorek zacal degradovat a plocha piki s rostouct teplotu zase klesa [48]. To
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potvrzuje 1 zavislost plochy degradacnich produkti na teploté, kterd ma stoupajici
tendenci.

Z toho vyplyva, ze s rostouci teplotou zcela jednoznacné piibyva degradacnich
produktii. Dokonce po 4 hodinové inkubaci pii teplote¢ 90°C nebylo mozné detekovat
parentni pik. Z toho plyne, ze ¢im delsi je doba inkubace a ¢im vyssi je teplota, tim je
riziko Stépeni peptidovych vazeb v proteinech a peptidech vyssi [2]. Pozdéjsi LC-MS/MS
analyzou, jiz mimo ramec mé diplomové prace, bylo pii 90 °C bez inkubace
identifikovano ptes 20 degradacnich peptidi. Nékteré z identifikovanych peptidi Slo
dohledat na zaklad¢ piesné hmoty a retencniho Casu i ve vzorcich analyzovanych pfi

45 °C.
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Obrazek 20. Chromatogramy znazornujici vliv teploty na stabilitu redukované protilatky
NIST v prostiedi 0,1% FA na koloné BioResolve RP mAb Polyphenyl, 2,7 pm,

2,1 x 150 mm.
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Obrazek 21. Grafy porovnavajici plochy parentnich piki v zavislosti na teploté (levy
sloupec) a plochy piki degradacnich produktii v zavislosti na teploté (pravy sloupec).
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5.3 Ovéreni vlivu teploty na chemickou stabilitu postrannich

Fetézcii aminokyselin

Po predchozi analyze, kde jsme sledovali vliv teploty na stabilitu peptidovych
vazeb, jsme se zaméfili na sledovani chemickych modifikaci na fragmentech proteinu
Francisella tularensis. Analyza byla provadéna pomoci kapalinového chromatografu
Vanquish Horizon spojeného s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive HF-X
s kvadrupolovym filtrem a harmonickou orbitalni pasti na koloné¢ Acquity UPLC CSH
Cig 1,7 pm, 2,1 x 150 mm. Na modelovych tryptickych peptidech jsme pomoci softwaru
Preview sledovali stabilitu aminokyselinovych zbytkl pti péti riznych teplotach, které
byly stejné jako u ptedchozich experimentii [69][70]. Software Preview pokryval pies
30 modifikaci, z nichz jsme vybrali Ctyii statisticky nejvyznamnéjsi. Jedna se o oxidaci
methioninu, tvorbu semitryptickych peptid, tvorbu pyroglutamatu na N-konci
a beta-eliminaci hydroxyskupiny na serinu a threoninu. Ve vSech ¢tyfech piipadech
muzeme vidét, Ze vlivem rostouci teploty a délky analyzy vzrlistd mnozstvi modifikaci

aminokyselin (Obrazek 22).

Tvorba semitryptickych peptidd Oxidace methioninu
90 °C
60 °C
45
30°C
0 T T T 1 0 T T T 1
0 30 60 120 240 0 30 60 120 240
tg [min] tgr [min]
Tvorba pyro-glu @ N-konec Beta-eliminace hydroxy skupiny Ser/Thr
8_
60}
90 °C
404 1o
2 60 °C
45 °C 45 °(
204 _
ika—iﬁg,—_:—_——_—:—‘_‘ ‘ 30°C
0 1 1 1

1
0 30 60 120 240 0 30 €60 120 240
tg [min] tg [min]

Obrazek 22. Grafy znazornujici narist statisticky nejvyznamnéjSich chemickych
modifikaci aminokyselin vlivem teploty.
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6 ZAVER

Tato prace vychazela z poznatki, ze zvySena teplota kolony mlize vyrazné piispét
faze kyselinu trifluoroctovou [53][71]. My jsme se rozhodli zkoumat tento problém
v prosttedi kyseliny mravenci, jelikoz je slabsi kyselina nez TFA a je tak vhodna pro
pfimé spojeni s MS. Efekt teploty na separaci peptidi byl ovéfovan na né€kolika rliznych
kolonach s obracenymi fazemi pii teplotach 30, 45, 60, 75 a 90 °C. Zatimco zlepsena
ucinnost byla jednoznaéné prokazana u kolony s plné poréznimi ¢asticemi, tak u kolon
s povrchové poréznimi ¢asticemi byl efekt nepozorovatelny. Vysledky rovnéz potvrzuji
trend, ze kterého je jasné, ze zvySena teplota prispiva k uzsim pikiim, tim padem i k vyssi
ucinnosti.

Pomoci redukované modelové monoklondlni protilatky jsme testovali stabilitu
peptidovych vazeb pfi zvysené teploté na koloné. Byly pouzity teploty 30, 45, 60, 75
a 90 °C a rzné Casy inkubace. ZvySena teplota zvySuje u¢innost separace. Piekvapivé
z vysledktl vyplyva, ze k degradaci peptidovych vazeb dochazi rychle jiz pfi teploté
45 °C. Nevyhodou zvysené teploty a delsi doby separace je vétsi riziko degradace peptidi
a stacionarni faze.

Dal$im zjiSt€énim bylo, Ze zvySena teplota ma vliv na chemickou stabilitu
nékteré chemické modifikace, které se podafilo objevit pomoci hmotnostniho
spektrometru. Jednalo se zejména o oxidaci methioninu, tvorbu pyroglutamatu na
N-konci a beta-eliminaci hydroxylové skupiny ze serinu a threoninu.

Celkové z naSich vysledklti vyplyva, Ze teplota kolony je jednim z jednoduse
nastavitelnych parametri, kterym lze potencionalné zvysit pocet identifikovanych
peptidi v bottom-up proteomickych analyzach. S ohledem na jeji vliv na degradaci

peptidd, je vSak nutné vyssi teplotu pouzivat opatrné a jeji troven volit velice peclive.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ACN Acetonitril

BSA Hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumin)

CAD Detektor nabitého aerosolu (z angl. Charged Aerosol Detector)

DNA Deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid)

EMg Konisky myoglobin (z angl. Equine Myoglobin)

ESI Ionizace elektrosprejem (z angl. Electrospray lonization)

FA Kyselina mraven¢i (z angl. Formic Acid)

FPP PIn¢ porézni ¢astice (z angl. Fully Porous Particles)

HETP Vyskovy ekvivalent teoretického patra (z angl. High Equivalent to a
Theoretical Plate)

HILIC Hydrofilni interakéni chromatografie (z angl. Hydrophilic Interaction
Chromatography)

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High Performance

Liquid Chromatography)

IEC Iontové vymeénna chromatografie (z angl. lon Exchange
Chromatography)
LC-MS Kapalinové chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (z angl.

Liquid Chromatography—Mass Spectrometry)
mAb Monoklonalni protilatka (z angl. Monoclonal Antibody)
MALDI Ionizace desorpci laserem za ucasti matrice (z angl. Matrix Assisted

Laser Desorption Ionization)

mRNA Mediatorova ribonukleova kyselina (z angl. Messenger Ribonucleic
Acid)

MS Hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry)

PTM Posttranslacni modifikace

RPLC Chromatografie na obracené fazi (z angl. Reversed Phase Liquid
Chromatography)

SEC Molekulova vylucovaci chromatografie (z angl. Size Exclusion
Chromatography)

SPP Povrchove porézni Castice (z angl. Superficially Porous Particles)

TCEP Tris(2-karboxyethyl)fosfin (z angl. Tris(2-carboxyethyl)phosphine)
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TFA
ToF
UHPLC

uv
VIS

Kyselina trifluoroctova (z angl. Trifluoroacetic Acid)

Analyzator doby letu (z angl. Time of Flight)

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. Ultra-High
Performance Liquid Chromatography)

Ultrafialové zateni (z angl. Ultraviolet)

Viditelné zéteni (z angl. Visible)
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