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Abstrakt

Farmaceuticka Fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova
Katerdra Analytické chemie

Kandidat: Ondrej Tuzil

Skolitel: PharmDr. Juraj Len¢o Ph.D.

Nazev diplomové prace: Optimalizace sloZzeni mobilnich fazi pro analyzu peptid

vicemodalni chromatografii

Pfi  bottom-up proteomickych analyzidch provddénych pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci se mobilni faze okyseluje slabymi kyselinami, které
intenzitu analyt( pri detekci netlumi v takové mire jako béziné pouzivané kyseliny pro
separace bez hmotnostni detekce. Takovym aditivem mobilni faze je kyselina mravendi,
ktera je nejbéinéji pouzivana v koncentraci 0,1 % (v/v). Tato prace byla zamérena na
hledani nejnizsi moZné koncentrace kyseliny mravenci, kterd by v kombinaci
s vicemodalni stacionarni fazi kolony ACQUITY UPLC CSH Cis od firmy Waters stale
zajistovala ucinnou separaci peptidd, pficemz by se zaroveri mélo dosahnout zvyseni
odezvy v hmotnostnim spektrometru. Nejprve byly provedeny separace standardu
peptidl na kapalinové chromatografii s UV detekci s klesajicim mnoZstvim kyseliny
mravenci v mobilni fazi. Bylo zjisténo, Ze pro vyhovujici parametry separace peptidd je
hladiny byly pouzity k analyzdm s hmotnostni detekci, kde byl skute¢né pozorovan
narlst intenzity pikd peptidd. Dvé koncentraéni hladiny kyseliny mravenci v mobilni fazi
byly poté otestovany také pti bottom-up analyze tryptickych peptidl z lyzatu bakterie F.
turalensis. Nejvyssi poCet identifikovanych peptidd byl ziskan pfi pouziti 0,02% kyseliny
mravenc¢i v mobilni fazi. V porovnani se standardni koncentraci 0,10 % bylo

identifikovano o 11,9 % vice peptida.

Klicova slova: peptidy, mobilni faze, kyselina mravenci, LC/MS, CSH, intenzita



Abstract

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Ondrej Tuzil

Supervisor: PharmDr. Juraj Lenc¢o Ph.D.

Title: Optimization of mobile phase composition for analysis of peptides in mixed-mode

chromatography

In bottom-up proteomic analyzes performed by liquid chromatography with mass
detection, the mobile phase is acidified with weak acids, which do not suppress the
intensity of the analytes in the detection to the same extent as commonly used acids for
separations without mass detection. Such a mobile phase additive is formic acid, which
is most commonly used at a concentration of 0.1 % (v / v). This work was focused on
finding the lowest possible concentration of formic acid, which in combination with the
multimodal stationary phase of the ACQUITY UPLC CSH Cig column from Waters would
still ensure efficient separation of peptides, while increasing the response in the mass
spectrometer. First, separations of peptide standards were performed by liquid
chromatography with UV detection with decreasing amounts of formic acid in the
mobile phase. It has been found that significantly lower concentrations of formic acid
can be used for satisfactory peptide separation parameters. The three lowest
concentration levels were used for mass detection analyzes, where an increase in the
intensity of the peptide peaks was observed. Two concentration levels of formic acid in
the mobile phase were then also tested in a bottom-up analysis of tryptic peptides from
a F. turalensis lysate. The highest number of identified peptides was obtained using
0.02% formic acid in the mobile phase. Compared to the standard concentration of 0.10

%, 11.9 % more peptides were identified.

Key words: peptides, mobile phase, formic acid, LC / MS, CSH, intensity
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1 Uvod

Kapalinovd chromatografie s hmotnostni detekci je povazovana za standard pfi analyze
peptidl a charakterizaci proteinl. Diky vyvoji novych stacionarnich fazi s ¢asticemi
mensimi nez 2 um se dosahuje vétsi ucinnosti pfi separaci. Vykonnéjsi hmotnostni
spektrometry poskytuji vyssi citlivost a rozliSeni. Ackoliv pokrok vtechnologii je
obdivuhodny a Zadouci, nastaveni vhodného slozeni mobilni faze je stale klicové. Pri
separacich peptidd kapalinovou chromatografii se pouZzivaji mobilni faze s nizkym
obsahem organické kyseliny, napfiklad kyselina mravenci (FA, z angl. Formic Acid),
kyselina trifluoroctova (TFA, z angl. Trifluoracetic Acid) nebo kyselina octova (AcA,
z angl. Acetic Acid). Tyto kyseliny predavaji proton funkénim skupinam peptidd. Zaroven
mohou s peptidy vytvorit iontovy par, coZ se projevi zvySenim retence na zakladé
primarné hydrofobnich interakci s béznymi Cig staciondrnimi fazemi a potlacenim
sekundarnich interakci, jako je interakce s volnymi silanoly. Z téchto kyselin nejvice
sekundarnim interakcim, které zhorsuji kvalitu separace, zamezuje TFA. Bohuzel pfi
hmotnostni detekci TFA zaroven nejvice sniZuje ionizaci analytu a tim i jeho intenzitu

[1][2].

Se zamérenim na tyto skutecnosti jsou vyvijeny specializované stacionarni faze napr.
hybridni faze s pozitivné nabitym povrchem, CSH™ (z angl. Charged Surface Hybrid) od
spole¢nosti Waters.  Tato technologie stacionarni faze disponuje klasickym ligandem,
napfiklad Cis, a navic vloZzenymi skupinami na hybridnim nosici. Tyto vloZzené skupiny
maji kladny naboj pti doporuceném rozmezi pH. Dle price o separaci peptidl na této
koloné (Matthew A. LauberAnal. Chem. 2013, 85, 6936-6944) vyslo najevo, Ze separace

na koloné s touto technologii dosahuji srovnatelnych vysledkd pro FA a TFA. [3].

Na zakladé tohoto poznatku byly provedeny na koloné CSH Cis od firmy Waters analyzy
peptid(, za ucelem zjisténi miry vlivu kyseliny mravendi na tvar piku a intenzité signalu

pfi detekci hmotnostnim spektrometrem (MS, z angl. Mass Spectrometry)



2 Cil prace:

Cilem této prace je ovéfit hypotézu, Ze pfi pouziti stacionarni faze CSH je mozné pouziti
nizSich koncentraci kyseliny mravenci jako aditiva za soucasného udrzeni dobrych tvar(
pikl peptidl. Predpokladdme, Ze snizeni mnozstvi kyseliny by mohlo mit vliv na intenzitu

signalu pti detekci hmotnostnim spektrometrem. Prace zahrnovala nékolik dil¢ich cil(.

e Pripravit vzorky standardll peptidl a zjistit zmény pfi separaci na CSH Cis koloné
za postupné se snizujici koncentrace FA, pfi analyze kapalinovou chromatografii

s UV detekci (LC/UV, z angl. Liquid Chromatography-Ultraviolet)

e Zjistit intenzity signdld standardld pfi analyze kapalinovou chromatografii
s hmotnostni  detekci (LC/MS, z angl. Liquid Chromatography—Mass

Spectrometry) a zjistit dostate¢né koncentrace FA pro kvalitni separace.

e Zpracovat vzorek celobunécného lyzatu bakterie F. tularensis pro bottom-up

LC/MS proteomickou analyzu.

e Vyhodnotit LC/MS data a porovnat pocet identifikovanych peptidl mezi

analyzami pfi pouZiti rozdilnych koncentraci kyseliny mravenci v mobilni fazi.
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3 Teoreticka Cast

3.1 Proteiny

Proteiny jsou zakladni a nepostradatelnou stavebni jednotkou Zivych organismu.
V téchto organismech maji mnoho funkci, napfiklad strukturni, transportni a
metabolickou. Jsou to velmi slozité makromolekuly sloZzené z dlouhych retézcu
aminokyselin. Jejich presnd charakterizace a identifikace je klicova pro pochopeni
fyziologickych a patologickych funkci organism(. Védni obor proteomika se zabyva

studiem proteint produkovanych urcitou burikou, tkani nebo organismem.

Proteomika nezkoumad pouze strukturu proteint, ale i jejich chovani a interakce
v urcitém prostredi. Tyto makromolekuly jsou vsak velmi rdznorodé a charakterizace

proteinli a déju s nimi spojenych je velmi naroc¢na [4].

3.1.1 Struktura proteint

Zakladni soucast a primarni struktura proteinl je tvorfena aminokyselinami. Existuje 23
prirozené se vyskytujicich aminokyselin a 20 z nich jsou proteinogenni [5][6]. Dalsi tfi
jsou podstatné zejména pro bakterie. Spojenim aminokyseliny vznikaji peptidy se
zakladni kostrou peptidové vazby a postrannimi fetézci. Rozdily v téchto postrannich
fetézcich ddvaji jednotlivym fetézcim jiné vlastnosti. SloZeni a sekvence aminokyselin
udava vlastnosti proteinu jako jsou molekulovda hmotnost, naboj, polarita, acidobazicita

a izoelektricky bod.

Strukturni vlastnosti proteinu jsou pak doplnéné posttransla¢nimi modifikacemi, které
jsou neméné dulezité pro spravnou funkci proteinu. Na rozdil od syntézy nového
proteinu, vznik nékterych posttranslacnich modifikaci trva jen kratkou dobu, a proto diky
nim muUZe organismus rychle reagovat na zménu vnitfnich nebo vnéjSich podminek.
Vyznamné posttranslacni modifikace jsou napftiklad fosforylace, glykosylace, acetylace,

nitrace, ubikvitinace, sumoylace nebo methylace.
3.2 Pfistupy k analyze proteinU

Pfi analyze proteinli se uplatiuji dva zakladni ptistupy , bottom-up” a ,top-down”.

Bottom-up zkoumad protein od jeho mensSich ¢asti pomoci nestépeni retézce napfr.
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protedzami. Takovou protedazou muze byt napriklad modifikovany trypsin. Tento enzym
Stépi proteinovy fetézec za C1 uhlikem lysinu a argininu, tedy na spojeni s dalsi
aminokyselinou [7]. Nastépenim proteinu trypsinem vzniknou mensi oligopeptidové az
polypeptidové rfetézce, které se nasledné charakterizuji dalSimi analytickymi metodami,
zejména LC/MS. Aby se daly analyzovat Useky, které byly v proteinech spojeny
disulfidickymi mustky, tyto vazby se v proteinech nejprve redukuji pomoci tris(2-
karboxyethyl)  fosfinem  (TCEP, zangl. (tris(2-carboxyethyl)phosphin) nebo
dithiothretiolem [8][9]. Pro zamezeni tvorby novych disulfidickych mustk( z volnych
thiolovych skupin se pouzivaji derivatizac¢ni ¢inidla jako jsou joadacetamid (1AM, z angl
lodacetamide)s, N-ethylmaleimid nebo kyselina jodoctova [10]. Tato ¢inidla reaguji s

volnymi thiolovymi skupinami a znemozni tak jejich opétovné spojeni (obrazek ¢. 1).

0O

N

\_/HS— CHZ—@

O
R——NH

Obrazek ¢. 1. Reakce IAM s thiolovou skupinou pfevzato a upraveno [10]

Top-down pfristup spociva pouze v extrakci proteinl z biologického materidlu a pfimé
analyze bez prechoziho $tépeni na mensi ¢asti. Vyextrahované proteiny jsou obvykle
separovany pomoci kapalinové chromatografie. Fragmentace proteinu probiha az
v hmotnostnim spektrometru. Oba pfistupy maji své klady a zapory. Bottom-up je lépe
prozkoumand a hojnéji pouzivana, peptidy jsou lépe rozpustné ve vice druzich
rozpoustédel a jejich separace a fragmentace je Uc¢innéjsi. Spektra jsou snadno

interpretovatelna [11]. Top-down pfistup je vhodny pro studium jednotlivych forem
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jednoho proteinu. Pfi analyze proteomu zaostava za bottom-up pfistupem z pohledu

celkového pokryti a citlivosti [12].

Pfed findlni analyzou vzorku je vétSinou potfeba nejprve provést Upravu. Je nutné
oddélit takové latky, které by mohly interferovat s analytem nebo kontaminovat
analyticky pfistroj. Takovymi latkami mohou byt soli, kovy nebo jiné chemikalie pouzité
pfi pfipravé vzorku nebo dalsi pfitomné latky z biologického vzorku. Vybér extrakéni
techniky zdavisi na charakteru analytu a poZadované Cistoté. Mezi nejbéznéjsi metody
precipitace proteint, gelova filtrace, ultrafiltrace, mikroextrakce a extrakce na tuhé fazi.
Jednotlivé metody je moziné kombinovat. Nejcastéji pouzivanou extrakéni metodou

v proteomice predstavuje extrakce na tuhé fazi (SPE, z angl. Solid-Phase Extraction).

SPE spociva v zachyceni nelistot nebo analytu na pevné vrstvé materialu, nejcastéji Cis
modifikovaném silikagelu. Metoda se stava ze 4 casti. Nejprve se provede aktivace
polymeru methanolem nebo pomoci acetonitrilu (ACN). Poté se prostiedi upravi
rozpoustédlem podobnym vzorku (pro peptidy napf voda s nizkou koncentraci organické
kyseliny). Nasleduje naneseni samotného vzorku. Peptidy maji afinitu k Cig fazi a zachyti
se na ni. Dale se provede promyti pevné faze a odstranéni matrice vzorku. Tento krok je
nutné realizovat s co mozna nejmensi eluci analytu pro zajisténi dobré vytéznosti
extrakce. V posledni casti se eluuji latky zachycené na sorbentu rozpoustédlem

s vysokou elucni silou, opét nejcastéji ACN.
3.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie je separacni technika, dnes uZ pfitomnd ve vétsiné
analytickych laboratofi. SlouZi kseparaci, identifikaci a kvantifikaci jednotlivych
komponent ze smési. Princip metody je zaloZen na opakované distribuci latek mezi
stacionarni a mobilni fazi na zakladé svych rozdilnych fyzikalné chemickych vlastnosti.
Stacionarni faze je sorbent ukotveny v koloné, na kterém se dany analyt zadrzuje.
Kolonou, vyplnénou stacionarni fazi, proudi faze mobilni. To je kapalina o urcitych
vlastnostech, ktera uvoliuje zadrZované analyty z kolony. Vyssi afinita ke stacionarni fazi
zajisti delsi retenci, naopak u analytu s nizkou afinitou k stacionarni fazi bude doba

potfebna pro prichod skrz kolonu kratsi.
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3.4 Instrumentace kapalinové chromatografie

Zakladnimi ¢astmi kazdého kapalinového chromatografu je zasobnik na mobilni fazi,

¢erpadlo, davkovaci ventil, kolona, detektor a zatizeni pro zpracovani dat.

Odply- Ferpadio Detektor
fovaé [ —O——l}{n!nna I _l
Davlfn:rvam Termaostat

ventil

Cdpad

Rezervoar Pocitac
mohilni faze

Obrazek ¢. 2. HPLC instrumentace (pfevzato a upraveno z [13])

3.4.1 Zasobniky mobilnich fazi

Zasobniky mobilnich fazi jsou nadoby rGznych velikosti, vyrobené z inertnich materialu.
Casto jsou sklenéné s tmavou barvou pro omezeni degradace roztoku. Uzavéry zabrariuji
evaporaci a kontaminaci roztok(. Skrz uzavéry jsou vlozeny hadicky s filtry, pres které

proudi mobilni faze do ¢erpadla [14].

3.4.2 Odplynovac

Mobilni faze obsahuje rozpusténé plyny, nejcastéji kyslik a dusik. Tyto plyny se mohou
uvolnit pfi miseni a nasledné narusit konstantni pratokovou rychlost a tlak v systému.
Nejcastéji pouzivanym typem odplyfiovace je evakuovany prostor s vinutim, které ma
polopropustnou membranu. Rozpusténé plyny prochazi skrze membranu na zakladé

rozdilG tlakd uvnitf vinuti a evakuovaném prostoru [15].

3.4.3 Cerpadla

Moderni systémy kapalinové chromatografie obsahuji jedno nebo <¢astéji dvé
vysokotlaka ¢erpadla které zajistuji pritok mobilni faze a vzorku. BéZné rozmezi cerpadel
v analytickych pfistrojich se pohybuje mezi 0,050-5 ml/min. Spravné a neménné

rychlosti pritoku jsou klicové pro reprodukovatelnost vysledk( analyz.
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Volba Cerpadel je dilezitd i z pohledu typu eluce. Pro gradientové eluce je vhodné pouzit
vysokotlaky systém, kde k miseni mobilnich fazi dochazi az za pumpou. Pfi tomto
usporadani je redukovan mrtvy objem. Mrtvy objem prfedstavuje mnozstvi kapaliny mezi
mistem miseni a ¢elem kolony. Vétsi mrtvy objem zvySuje prodlevu mezi dosazenim
zmény gradientu v centru miseni a na koloné. Také prodluzuje ¢asovy Usek metody pro

ekvilibraci kolony [15]

3.4.4 Déavkovaci ventil

Sesticestny dvoupolohovy ventil propojuje ¢erpadla s kolonou. PFi davkovani vzorku v,
automatickém ddavkovadi, dojde k nasati vzorku z vialky do duté jehly. Jeji obsah je
vpraven do davkovaci smycky. Nasledné dojde k otoceni ventilu a mobilni faze

z Cerpadel proudi pres smycku se vzorkem, ktery unasi do kolony.

3.4.5 Kolonovy termostat

Tato cast slouZi k nastaveni konstantni teploty kolony v pribéhu analyzy. UdrZeni
konstantni teploty je dllezité z hlediska reprodukovatelnosti vysledk(. Vyssi teplota ma
vliv na sniZeni retence a nasledné zrychleni analyzy. Redukuje se také viskozita mobilni
faze. To se projevi snizenim zpétného tlaku, coZz umozni pouziti delSich kolon s mensimi
¢asticemi pro vyssi ucinnost separace. Naopak pfilis vysokd teplota m(iZze mit nezadouci
vliv na zkoumané analyty nebo kolonu a pUsobit jejich degradaci. Pfi analyze peptid( a
proteinll ma zména teploty vliv na selektivitu. Vyssi teploty maji za nasledek i zvyseni
kapacity piku a zrychleni difuze analytu. Zménou teploty je tedy moZné optimalizovat

prabéh separace [16][17][18].

3.4.6 Chromatograficka kolona

Kolona je zakladni a nejdilezitéjsi soucdsti kapalinové chromatografie. Zde probiha
samotna separace. JelikoZ kolonou proudi kapalina o vysokém tlaku, je nutné, aby byla
mechanicky i chemicky odolna. Nejc¢astéji jsou chromatografické kolony vyrobeny
z nerezové oceli. Chromatografické kolony je mozné vyrobit i laboratorné, avsak toho
se vyuziva pouze minimalné. Kolony jsou charakterizovany napfiklad takto: Cig; 4,6 x
250 mm; 5 pm; 100 A. Cis ndm ¥ika, ze kolona ma substrat naplné modifikovany

oktedecylovou skupinou. Ddle zde vyéteme rozméry kolony, 4,6 mm odpovida vnitfnimu
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praméru kolony a 250 mm pak jeji délce [19]. Posledni udaj ndm dava informaci o
velikosti porh. To je dulezité pri separaci proteind, jelikoz velké proteiny nemohou
vstoupit do malych péra a interagovaly by tak pouze s vnéjSim povrchem stacionarni
faze [16][20]. Pro prodlouzeni Zivotnosti kolon se ¢asto pouZiva takzvand predkolona. Je
naplnéna stejnym sorbentem, pouze je podstatné kratsi. Slouzi k zachyceni necistot

nebo latek, které se na kolonu vazi ireverzibilné.
3.4.7 Detektor

Volba detektoru pouzitého pfi analyze zavisi na vlastnostech a specifité analytu,
pozadované citlivosti a Ucelu analyzy. Pro kvantitativni analyzy vzorkd o zndmych
analytech je moziné si vystacit s obyCejnym UV/VIS (z angl. Ultriaviolet-Visible)
detektorem. Pro identifikaci neznamych latek a zjiSténi jejich struktury je nutné pouzit

hmotnostni spektrometrii.
Spektrofotometricky detektor

Detektor funguje na principu zareni prochazejici skrz celu detektoru. Pokud ji prochazi
latka absorbujici toto zareni diky vlastnostem svych vazeb, dojde k poklesu
transmitance. Zdroj, napr. deuteriova lampa pro UV a wolframova lampa navic pro VIS,
produkuje zafeni, které je podrobeno difrakci optickou mfizkou nebo hranolem a
nasledné vyselektovano filtrem. Obvykla vinova délka UV detekce uZivana pro peptidy
je 214 nm. P¥i této vinové délce dochazi k absorpci energie elektrony peptidové vazby.
Absorpce probiha i pfi nizsich vinovych délkach kolem 190 nm, avSak zde uz dochazi
k ruSivému vlivu mobilni faze. Naopak pfi vinové délce 280 nm. dominuje absorpce

postrannimi aromatickymi ¢astmi tryptofanu, tyrosinu a v mensi mire fenylalaninu [21].

Obménou tohoto zpusobu je detektor diodového pole (PDA). Zafeni nejprve projde
detekéni celou a aZ poté difrakénim prvkem, ktery ho rozdéli na jednotlivé vinové délky.
Ty jsou pak detekovany mnoistvim fotodiod, které konvertuji intenzitu zareni
jednotlivych délek na elektricky signal [22]. MoZnost detekce v celém spektru najednou
dava vice informaci o samotné latce i pfipadnych pfimésich. Také je moiné porovnavat

ziskana spektra s knihovnami spekter pro jednotlivé l[atky.
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3.5 Kapalinova chromatografie pfi analyze peptidl a proteint

Analyza peptidd a proteinl je v porovnani s malymi molekulami citlivéjsi na zvolené
podminky. Jsou to predevsim nestabilni vazby vyskytujici se v peptidech a proteinech, u

kterych je potfeba zamezit degradaci.

Spravné provedena separace poskytuje mnoho informaci o vzorku. Mohou to byt udaje
o Cistoté pri vyrobé nebo kontrole |éCiv. Tato analyza také pomaha identifikovat a

kvantifikovat biologické vzorky, tim prispiva i k lepsimu pochopeni biologickych procesu.

Existuji dva typy analyz z hlediska sloZzeni mobilni faze. Isokraticka eluce, u které slozeni
mobilni faze zlstava zachovano. A gradientova eluce, kde se sloZzeni mobilni faze méni
rdznymi prispévky z dvou a vice zasobniku. Isokraticka eluce je vhodna pfi analyze
vzorku, ktery neni pfiliS heterogenni a neni potfeba zmény elu¢nich podminek pro
zkraceni analyz. Gradientova eluce je naopak vhodna u komplexnich vzorkd, jelikoz je
mozné zmeénit elucni silu v pribéhu analyzy a vyznamné tak zkratit ¢asy analyz. Pro

analyzu peptidl a proteinli se v prevazné vétsiné pripadud vyuziva gradientova eluce [16].

Na zakladé vlastnosti analytu a hledanych informaci, je mozné zvolit z rGznych modd,
kterymi kapalinova chromatografie disponuje. Nejvice je vyuZivand chromatografie na
obracenych fazich (RP, z angl. Reversed Phases), kterd vyuziva hydrofobnich interakci
stacionarni faze a analyt(. Ddle je vyuZivana hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC,
z angl. Hydrophilic Interaction Chromatography). Principem této metody je uplatnéni
hydrofilnich interakci analyt( s utvofenou vodnou vrstvou na polarni stacionarni fazi.
lontové vyménna chromatografie (IEC, z angl. lon Exchange Chromatography) uplatfiuje
interakce nabojl pfitomnych na peptidech &i proteinech a zménu jejich retence
v zavislosti na pH mobilni faze. Molekulova vylu¢ovaci chromatografie (SEC, z angl. Size

Exclusion Chromatography) rozdéluje proteiny na zdkladé jejich velikosti.

Kombinaci jednotlivych mod( je mozné provést komplexni analyzu vzorku proteind.
Pomoci SEC je moZné zjistit rozlozeni velikosti proteint ve vzorku. Po enzymatickém
Stépeni se pomoci RP provede peptidové mapovani a zjistime podrobnéjsi informace o
jednotlivych peptidech. Dale se miZzeme zaméfit na posttranslaéni modifikace a pomoci
N-glykosidazy F odstépit N-vazané glykany. Tyto odstépené glykany je pak mozné

podrobit analyze pomoci HILIC, pro zjisténi typu glykan( a jejich zastoupeni [23].
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3.5.1 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC, z angl. Ultra High-Performance
Liquid Chromatography) je dedikovany systém kapalinové chromatografie, ktery mlze
operovat s ¢asticemi staciondrni faze mensimi nez 2 um. Tyto Castice generuji vyssi
zpétny tlak, a proto musi byt schopen pracovat i pfi tlacich kolem 100 MPa. Pouzitim
Castic o mensim prliméru roste ucinnost separace a je mozné pouzit vétsi pritokové
rychlosti bez znatelné Ujmy na ucinnosti. Kolony s ¢asticemi pod 2 um maji nejcastéji
vnitini prdmér 2,1 mm. Schopnost zvladat vyssi tlaky neni jedinou podminkou UHPLC
systému. Také by mél mit malé mimokolonové objemy, vyssi frekvenci sbéru dat,
vykonné a stabilni cerpadla a co mozna nejmensi zpozdéni gradientu. Pfi spravném
pouziti je mozné dosahnout vétsi ucinnosti, mensi spotreby rozpoustédel a podstatné

rychlejsi separace oproti HPLC systému [11][19][24].
3.6 Chromatografie na obracenych fazich (RPLC)

RPLC je dnes nejvice vyuZivany typ chromatografickych analyz, 80 % analyz na
kapalinovém chromatografu je provadéno pravé na RP. Oproti separaci na normalnich
fazich spociva v prohozeni polarity stacionarni a mobilni faze. Stacionarni faze je tedy
nepolarni a mobilni faze poldrni. Nejcastéji se jako stacionarni faze pouzivaji alkylové
fetézce Cis, Cs navazané na silikagel nebo hybridni sorbent. Analyty interaguji se
stacionarni fazi na zakladé slabych interakci disperznich sil v oblasti rozmezi fazi. V mensi
mife probihaji i sekunddarni interakce s povrchem nosi¢e stacionarni faze, jako je
napfiklad interakce s volnymi silanolovymi skupinami [25]. Mobilni faze je nejcastéji
smés vodnych roztok( s acetonitrilem o definovaném pH. Elu¢ni sila klesa s rostouci

polaritou mobilni faze [23].

Nespornou vyhodou RPLC je Siroké rozmezi molekulovych velikosti a polarity, kde lze
tuto metodu vyuZit. Dalsi vyhodou je rychlé ustaleni rovnovahy na koloné, coz ma za

nasledek snadnéjsi pouZiti gradientové eluce a rychlejsi vyvoj metody [23].
3.7 Vicemodalni chromatografie

Tento méd chromatografie je specificky z divodu vice vyznamnych separacnich

mechanismu. U stacionarnich fazi vicemodalni chromatografie se uplatiiuje predevsim
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iontova sila mobilni faze, kterd ovliviuje vymeénu iontu, a pH mobilni faze, jenz méni
ionizaci analytu a stacionarni faze. Vyznamné jsou také hydrofobni interakce a interakce

vodikovymi mustky. [19]

Vicemodalni stacionarni faze mulze mit hydrofobni ligandy s vloZzenymi nabitymi
skupinami. Druh a rozlozeni ndboji ma pak pfimy vliv na selektivitu separace. Zménou
pH mobilni faze ovlivni nejenom disociaci analytu, ale i stacionarni faze. Diky uplatnéni
vice separacnich mechanism{ najednou, mUze byt vicemodalni chromatografie vyuzita
pro analyzu komplexnich smési latek rdzné polarity véetné latek neutrdlnich [19].
Prikladem muUzZe byt stacionadrni faze sligandem  N-(10-undekanoyl)-3-
aminochinuklidinem pfipojenym na Ccastice silikagelu s thiolovou skupinou. Tato
stacionarni faze vyuziva hydrofobnich interakci jako RP a zaroven je schopna fungovat
jako slaby anex [26]. Aplikaci vicemodalni chromatografie pti separaci proteinli a
peptidl je mozné dosahnout unikatni selektivity. Oproti separacim na RP ma vyhodnéjsi

pouZiti pro polarni a nabité latky, které jsou na RP Spatné zadrZzovany [28][29]

Ackoliv to nebylo primarnim umyslem vyrobce, dalSim prikladem stacionarni faze pro
vicemodalni chromatografii jsou stacionarni faze s CSH technologii od firmy Waters.
Mezi hydrofébni ligandy na hybridnim sorbentu (silikagel propojeny methylenovymi
mUstky) je vloZeno malé mnoZstvi silné bazickych skupin, které ziskaji pti kyselém pH
mobilni faze kladny naboj. Tento pozitivni ndaboj odpuzuje stejné nabité peptidy od
povrchu staciondrni faze a vyrazné tak redukuje vliv volnych silanolovych skupin na jejich
separaci. VloZzenim naboje na staciondrni fazi md pfiznivy vliv na kapacitu kolony a

symetrii pik( pro bazické analyty véetné peptida [27].
3.8 Stacionarni faze pfi chromatografické analyze peptidl a protein(

Staciondrni fdze ma predevsim interagovat s analytem a oddélit ho od ostatnich latek,
chemické vlastnosti jsou tak hlavnim parametrem pfi jejim vybéru. Nejrozsifenéjsi
stacionarni fazi je stale modifikovany silikagel s chemicky vazanou oktadecylovou
skupinou (Cis), pouZivaji se také kratsi uhlovodikové zbytky, Cs, Ca. Tyto kratsi uhlovodiky
jsou vhodné predevSim pro proteiny. Interakce probiha na zdkladé hydrofobnich
vlastnosti. Pro chemicky vdzanou difenylovou skupinou pak prevlada interakce s m

elektrony aromatickych jader fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Pokud je retence latek
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kvali jejich polarni povaze nedostatecnd, je mozné pouzit staciondrni faze s vloZzenou
polarni skupinou [30][31]. Porovnani jednotlivych staciondrnich fazi Ize najit v literature

[19].

Pfi vybéru stacionarni faze je nutné brat ohled i na ostatni parametry analyzy, a zamezit
tak poskozeni kolony. Jednd se napfriklad o maximalni tlak, rozmezi pH a teplotu. Pro
klasické silikagelové sorbenty je doporucené rozmezi pH 2-7. Pfi pH mensi neZ 2 zacina
dochdzet ke kyselé hydrolyze kovalentné vazanych organickych ligandU. Pfi pH vy$sim
nez 7 se vyrazné zvysSuje rozpustnost silikagelu [39]. Tyto vlastnosti mohou byt
pozménény mnoha modifikacemi. Napftiklad ukotvenim ligandu pres vice silanolovych
skupin, sterickym stinénim objemnym substituentem, endkapovanim volnych
silanolovych skupin nebo integraci methylovych ¢i ethylovych mistk( mezi SiO2 skupiny
(tzv. hybridni faze). DalSi mozZnosti je zvolit zcela jiny typ sorbentu, napfiklad plné

polymerni, grafitovy nebo z oxidu zirkonicitého [19][32][33].

Problematika volnych silanolovych skupin spociva v jejich negativnim naboji pfi vyssim
pH. To se projevuje u bazickych analyt(, které nesou kladny ndboj chvostovanim piku
z dlvodu iontovych interakci. Tento efekt se da omezit stinénim volnych silanold
objemnym substituentem v ligandu nebo endkapovanim (chemicka reakce silanolu

napf. s trimethylchlorsilanem) [3][32].

3.8.1 Velikost Castic stacionarni faze

Velikost Castic je duleZitym faktorem z hlediska ucinnosti separace. Pro standardni
kulovité, nejcastéji plné porézni nebo povrchové porézni ¢astice, mizeme dle van
Deemterovy kfivky (obrazek ¢ 3.) pozorovat zménu vyskového ekvivalentu teoretického
patra (HETP, z angl. Height Equivalent to a Theoretical Plate) v zavislosti na linedrni
pratokové rychlosti pro rizné velké ¢astice. HETP se pro mensi ¢astice snizZuje, Ize tedy
dosahnout vyssi Gcinnosti separace. Zaroven pro ¢astice s mensim pramérem, zvyseni
linearni pritokové rychlosti neovlivni tak vyznamné ucinnost a je moziné dosdhnout

rychlejSich analyz [38].
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Obrazek ¢. 3. Van Deemterova kfivka pro rlizné velikosti ¢astic. (Prevzato z [34])

3.8.2 Rozmeéry kolony

Vnitfni pramér (i.d., z angl. internal diameter) kolony je dllezity predevsim z hlediska
citlivosti. Kolony s mensim i.d. maji vétsi relativni citlivost. SniZzuje se také spotieba
rozpoustédel a mnozstvi pouZitého vzorku. Naopak nevyhodou je nutnost kvalitnéjsiho
systému schopného udrZet poZzadovanou rychlost pritoku bez fluktuaci a disponujiciho
mensimi mimokolonovymi prispévky. | malé zmény v téchto parametrech se vyrazné
projevi na separaci. PouZiti kolony s mensim i.d. mda pak vyznamny vliv na robustnost

metody [35].

Velmi malych i.d. vyuZiva technika nano-LC (nano-kapalinova chromatografie). Tato
technika vyuzivd kolony o vnitinim priméru 0,1 mm a mensim. S prlmérem kolony klesa
i pratok mobilni faze, ktery je radoveé ve stovkach nanolitri za minutu. Vysoka citlivost a
nizkd spotfeba vzorku a mobilni faze Cini z nano-LC velmi ¢asto pouzivanou techniku

v oblasti proteomické analyzy [36][37].

Ovlivnéni kvality separace je moiné i zménou délky kolony. DelSi kolona pfedstavuje
vétsi mnoZstvi mist pro ustalovani rovnovahy, tedy vétsi pocet teoretickych pater. Avsak
s rostouci délkou kolony, roste i generovany zpétny tlak a délka analyzy. Vhodné
rozméry kolony je tedy nutné vybirat s ohledem na poZadovanou ucinnost, rychlost

separace a limity systému [35].
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3.8.3 Mobilni faze

Mobilni faze odpovidd za zajiSténi rozpustnosti analytu a také za jeho postupné
uvolfiovani z kolony. Casto jsou pouzivany smési vice rozpoustédel. Tyto smési musi byt
velmi dobfe misitelné. To je obzvlast daleZité u gradientové eluce, kde se pomér
jednotlivych rozpoustédel mobilni faze méni v ¢ase [38]. S touto zménou sloZeni roste i
eluéni sila mobilni faze, tim se zajisti eluce analytu. Pfi separaci peptid(l je zdkladem
mobilni faze stale Cista voda. Jeji poldrni vlastnosti nemaji dostatec¢nou eluéni silu pro
uvolnéni peptidd, a proto se kombinuje s organickou slozkou. Tou byva nejcastéji ACN.
Ma nizkou viskozitu, tudiz generuje nizky zpétny tlak. Neabsorbuje UV zareni pfi nizkych
vinovych délkach a je nejlépe prozkoumanou organickou slozkou. Vyhodou je také jeho
tékavost, jde snadno odstranit ze vzorku Moziné je pouziti také methanolu nebo
ethanolu. Propan-2-ol diky své vysoké viskozité je Ucelné pridat pouze v malé mite (do 5
%). Jeho pouziti je vyhodné pro hydrofébnéjsi analyty. Rychlost zmény slozeni mobilni
faze ma vliv na rozliseni peptid(, obecné plati Ze pomalejsi zmény gradientu v dlouhych
metodach vedou k vyssi kapacité pikd. Avsak toto pravidlo neplati absolutné, proto je

nutné zmeény rozliseni na rychlosti gradientu vyzkouset experimentalné [16].

Retence amfoterni latek, kterymi jsou napriklad peptidy, je velmi zavisla na pH prostredi.
Rozhoduje o tom, jestli a jaky ndboj bude analyt mit. Pfitomnost ndboje na analytu
snizuje retenci pti RPLC. Pfi pouziti latky ovliviujici pH je také potfeba dbat na
kompatibilitu jednotlivych ¢asti systému s touto latkou. Naptiklad béZzné pouZivané
fosfatové pufry jsou zcela nevhodné pro LC/MS z dlivodu jejich netékavost [38]. Pro
separaci peptidl se nejéastéji vyuziva kyselé pH mobilni faze. Pfi tomto pH je vétsSina
aminoskupin protonovana a karboxylové skupiny z(stavaji nedisociovany. Organicka
kyselina pak mliZe utvofit s peptidem iontovy par a umocnit tak hydrofobni interakce se
staciondarni fazi. Nizké pH mobilni faze také omezuje naboj na volnych silanolovych
skupinach. Pro analyzu peptidi pomoci RPLC se pouZivaji modifikatory pH, které
okyseluji mobilni fazi a utvari iontové pary s kladné nabitymi peptidy, ¢imz zlepsuji
separaci. NejCastéji se pouziva kyselina trifluoroctovd (TFA) v koncentraci 0,1 %.
Nevyhodou silnych iontové parovych ¢inidel je potlaceni ionizace analytu pfi MS detekci.

Pro optimalni separaci a naslednou detekci pomoci MS je tedy nutné vybrat nejvhodnéjsi
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modifikator pH mobilni faze v optimalni koncentraci [3][16]. Pro analyzu s MS detekci se

pak typicky vyuziva kyselina mravenci [38].
3.9 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickad technika vyuzivajici pfevodu latek na ionty,
které jsou selektovany a detekovany na zdkladé jejich poméru hmotnosti ku ndboji (dale
jen m/z). Mezi hlavni Udaje ziskané o dotcené latce patfi: molekulovd hmotnost,

elementarni sloZeni, zastoupeni izotopl a pripadné struktura.
Hmotnosti spektrometr se sklada ze tfi zakladnich ¢asti:
1. lontovy zdroj — zajistuje ionizaci analytu a jeho pfevod do plynné faze

2. Hmotnostni analyzdtor — oddéluje jednotlivé ionty od sebe na zakladé jejich

poméru m/z

3. Detektor — snima ionty z analyzatoru a urcuje jejich relativni intenzitu tzn.

intenzitu vici ostatnim detekovanym iontim

Pro spojeni MS a HPLC systému je nutné zajistit, aby mobilni faze a analyty byly
kompatibilni a prevoditelné do plynné faze. Zcela nevhodné jsou pak napfiklad

mobilni faze obsahujici fosfore¢nanovy pufr, ktery by zanasel systém.

3.9.1 lontovy zdroj

Volba iontového zdroje pouZitého pro ionizaci analytu zavisi na vlastnostech analytu a
cili analyzy. Pro systémy HPLC/MS jsou nejCastéjsi zplsoby ionizace, ionizace
elektrosprejem (ESI, zangl. Electrospray lonization), chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCl, zangl. Atmospheric Pressure Chemical lonization) a
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPl, zangl. Atmospheric Pressure
Photoionization). Volba urcitého zdroje se fidi primarné polaritou a molekulovou
hmotnosti analytu. ESI vynika pro polarni a objemné molekuly, coZ této metodé zarucuje
majoritni pouZiti pro analyzu biomolekul. APPI je naopak vhodna pro latky nepolarni az
stfedné polarni, které se pomoci ESI neionizuji. APCI je taktéZ uréen pro nepoldrni az
stfedné polarni, ale jeho vlastnosti je vétsi fragmentace ionizovanych molekul. Dale se

pro analyzu proteini a peptidd pouZiva ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI,
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z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization), avSak toto spojeni probiha
predevsim v tzv. off-line rezimu, kde analyt po separaci kapalinovou chromatografii musi
byt nejprve upraven a smichan s matrici za tvorby kokrystalQ, nez mize probéhnout jeho

ionizace.
ESI

lonizace elektrosprejem je dnes nejvice vyuZivany zpuUsob ionizace vhodny pro
makromolekuly. Principem tohoto ionizac¢niho zdroje je vedeni mobilni faze s analytem
dutou jehlou, na kterou je pfivedeno stejnosmérné napéti. Napéti na jehle je béiné
kolem 2-5 kV. Pfi opousténi hrotu jehly dojde pomoci zmlzovaciho plynu k tvorbé malych
kapi¢ek mobilni faze s analytem a velkym mnozstvim naboje na povrchu. Susici plyn a
vysoka teplota uvniti iontového zdroje pfispiva k odpatrovani mobilni faze a tim se
zvySuje hustota ndboje na povrchu kapky. Pfi dosazeni kritické hranice dojde k tzv.
Coloumbovské explozi a tvorbé nékolikanasobné nabitym molekuldm analytu typu
[M+nH]n+ nebo [M-nH]n- dle volby pozitivniho ¢i negativhiho médu. Tyto molekuly jsou
poté fokusovany dal do hmotnostniho analyzatoru [40]. Jako susici a zmlZovaci plyny je
nejcastéji vyuzivan dusik. Pribéh ionizace Ize ovlivnit zménou napéti na sprejovacijehle,

pradtokem mobilni faze a jejim sloZeni, pridtokem a teplotou zmlZovaciho a susiciho

plynu.

Pti analyze s ionizaci elektrosprejem dochdazi k vicendsobnému nabiti analytu, to ma za
nasledek zmenseni poméru m/z a vznik moZnosti zaznamenat ionty pochazejici
z objemnych makromolekul. V zaznamu pak mlzZeme pozorovat charakteristickou
obalku (obrazek €. 4). Rozdil naboji mezi sousedicimi piky je 1. Piky s mensim nabojem
maji vétsi m/z. Pomoci rozdilu m/z mezi jednotlivymi sousedicimi piky lIze vypodist

celkovou molekulovou hmotnost molekuly.
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Obrazek €. 4. RozloZeni m/z pfi analyze proteinu hmotnostnim spektrometrem

(prevzato z [40])

MALDI

MALDI je mékka ionizac¢ni technika vhodna pro velké biologické molekuly podobné jako
ESI. Podstatou této metody je laserova ionizace matrice s analytem. Matrice, nejcastéji
derivaty kyseliny benzoové, spolu s analytem tvoti kokrystaly, které jsou nasledné
ozafeny laserem. Materidl matrice absorbuje energii, smés je odparena a dojde
k ionizaci analytu skrz interakce se zplynénou matrici. Pfi ionizaci vznikaji prevainé
jednou nabité ionty s velkym pomérem m/z a z tohoto dlivod( je nejcastéji vyuZivana ve
spojeni s analyzatorem doby lety (TOF, z angl. Time of Flight) Tato metoda ma vysokou
citlivost a rozliseni. Naopak nevyhodou je pouze obtizné online propojeni s extrakénimi
technikami. MALDI ionizace je dnes velmi c¢asto vyuZivdna pro identifikaci

mikrobiologickych vzork( [40][41][42].

3.9.2 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator je hlavni ¢asti hmotnostniho spektrometru. lonty pfichazejici
z iontového zdroje jsou v hmotnostnim analyzatoru selektovany na zakladné m/z a
postupné uvolnovany k detekci. Vybrané ionty mohou byt selektovany a dale
fragmentovany. To se déje pfi tandemové hmotnostni spektrometrii (ddle jen MS?).
NejdulezitéjSimi parametry hmotnostniho analyzatoru jsou presnost, rozliSeni, citlivost,
hmotnostni rozsah, linearni dynamické rozmezi, rychlost sbéru dat, moznost provedeni

MS? a cena [19][43].
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Analyzator doby letu

Analyzator doby letu at uz samotny nebo v hybridnim spojeni Q-Q-TOF (kvadrupdl-
kvadrupdl-TOF) funguje na zakladé méreni doby letu urychleného iontu po predem
definované vzdalenosti v evakuované trubici. Akcelerace iontu je zajiSténa elektrickym
polem. lont s mensi hodnotou m/z bude urychlen vice, a proto bude jeho doba letu
kratSi. Zdokonalenim tohoto typu analyzdtoru (predevsim zvySenim rozliSeni), bylo
uskutec¢néno zavedenim reflektronu. To je oblast elektrického pole, které je schopné
otodit ionty na své draze a zkorigovat rGzné kinetické energie iont( se stejnym m/z.
Primarné je tento analyzator spojovan s ionizacni technikou MALDI, a to z dlivodu
nutnosti pulzniho urychlovani iontd, ale kombinaci rdznych typ( analyzatoru je moiné
zajistit rozdéleni iontl na pulzy. Vyhodou TOF analyzator( je predevsim rychlost sbéru

dat a nejvyssi hmotnostni rozmezi [43][44][45].
lontova past (IT, z angl lon trap)

3D iontova past a linearni iontova past funguji na zakladé zadrzovani iontd pomoci
elektrického pole vytvoreného elektrodami. Zménou napéti dojde k postupnému
vypuzovani iontd do detektoru dle jejich m/z. JelikoZ je moZné ionty zde zadrZet, nabizi
se prilezitost provést vicendsobnou fragmentaci (MS"). lontové pasti maji nizké rozliseni
a presnost, ale disponuji vysokou citlivosti. Nejvétsi vyhodou predevsim linearni iontové
pasti je Siroké pouziti pro fragmentaci iont( a na rozdil od 3D IT disponuje i vyrazné vyssi

kapacitou [41][43].
Kvadrupdl (Q, z angl. Quadrupole)

Sklada se ze ctyr kovovych tyci, na které je pfivedeno vysokofrekvenéni stfidavé napéti.
Zaroven na dvé sobé protilehlé tyce je vloZzeno stejnosmérné kladné napéti a na zbylé
dvé protilehlé tyée zdporné stejnosmérné napéti. Pro nastavené hodnoty napéti
stejnosmérného a amplitudy stfidavého napéti mlze kvadrupélem oscilovat a podélné
prochazet pouze iont o urcité m/z, ostatni ionty kvadrupdl axialné opusti nebo ztrati
naboj pfi kontaktu s nékterou s jeho ty¢i. Zménou téchto parametr(i se ziska sken
ur¢itého rozmezi nebo hodnot m/z. Kvadrupdl je béiny a dostupny analyzator ¢asto

pouzivany v kombinaci s jinymi druhy nebo jako tzv trojity kvadrupdl (QgQ). QgQ jsou

25



tfi spojené kvadrupdlové analyzatory hojné vyuzivané pro kvantifikaci. Prvni ¢ast slouzi

k selekci iontu, ve druhé probiha fragmentace a tfeti analyzuje tyto fragmenty [40][41].

lontova cyklotronova rezonance s Furierovou transformaci (FT-ICR, z angl

Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance)

Cela ICR je umisténa v silném magnetickém poli. lonty vpusténé do cely rotuji kolem
stfedu magnetického pole. Frekvence této rotace indukuje proud v detekénich deskach
a ten je Furierovou transformaci preveden na hmotnostni spektrum. ICR ma nejvétsi
rozliSovaci schopnost ze vSech analyzatorl a je vhodny také pro MS" analyzy. Nevyhodou

je pomaly sbér dat a velmi vysoké naklady na pofizeni a provoz [40][41].

Harmonicka orbitalni past (orbitrap)

Orbitrap je tvoren vretenovitou stfedovou a vnéjsi elektrodou, na které je vloZzeno
napéti. lonty prichazejici v pulzech ze zakfivené iontové pasti a osciluji kolem stfedové
elektrody. Frekvence pohybu iontu indukuji proud na vnéjsich elektrodach. Tento proud
je opét mozné Furierovou transformaci prevést na hmotnosti spektrum. Orbitrap
disponuje velmi dobrou rozliSovaci schopnosti, presnosti a rychlejSim sbérem dat nez
ICR, navic vyuziva elektrostatické pole misto magnetického, coZz ma za nasledek vyrazné
mensi pofizovaci a provozni ndklady [40][41][43][46]. V soucasné dobé patfi hmotnostni
spektrometry s orbitrapem k nejvice pouZivanym pfistrojim v oblasti analyzy protein( a

peptidd.

3.9.3 Fragmentace peptid{

Pro ziskani MS? spekter je nutné provést fragmentaci prekurzor( dfive detekovanych pfi
béZzném MS skenu. Tento proces probihd nejcastéji v kvadrupdlu, iontové pasti nebo
samostatné fragmentacni cele, ktera konstrukci ptipomind kvadrupdl. K vlastni
fragmentaci dochazi dodanim energie napfiklad srazkou s nenabitymi atomy nebo
molekulami, absorpci energie zafeni, nebo zachytem elektronu. Volba typu a energie
fragmentace zavisi na velikosti peptidu a poctu jeho ndbojli. Nejbézinéjsimi typy
fragmentace jsou kolizné indukovana disociace (CID, zangl. Collision-Induced
Disociation). PFi CID se urychlené latky srazi s atomy nebo molekulami plynt (He, Ar, N3).

Srazka vyvold rozpad latek na fragmenty. DalSim typem fragmentace je
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vysokoenergetickd disociace v C-pasti (HCD, z angl. High-energy C-trap Disociation),
ktera je oboménou CID. Fragmentace zde probihd v samostatné zakfivné cele. Disociace
spojena s prenosem elektronu (ETD, z angl. Electron Transfer Disociation) je dalSim
typem fragmentace. Pfi ETD dochazi k pfenosu elektronu, pochazejicim z latky s volnym
radikdlem, na analyt. Pti CID a HCD vznikaji nejvice fragmentu typu b- a y-, to znamena
rozdéleni peptidu v peptidové vazbé. Pfi ETD prevazuji fragmenty c- a z-, tedy

fragmentace za amidovou skupinou [47][48].
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Obrazek ¢. 5. Oznaceni typl fragmentU peptidl (prevzato z [49])
Hmotnostni spektrum

Pfi analyze jednoho analytu nezavisle na ¢ase je na ose x hmotnostniho spektra hodnota
m/z a relativni intenzita iontl o urcitém m/z tvori osu y. Pfi spojeni LC/MS dostaneme
zaznam, ktery je tvoren celkovym poctem iontl detekovanych v daném okamZiku.
V kazdém skenovacim cyklu je pak obsazeno hmotnostni spektrum s intenzitami iontu.
Pti kazdé analyze je ziskano velké mnoiZstvi dat. Data jsou pak zpracovavdna pomoci

rdznych softward s prihlédnutim na povahu a cile analyzy.
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V4

4 Prakticka ¢ast

4.1 Materidl

4.1.1 Pouzité chemikalie

Voda (pro LC/UV) — Ultradista voda z pfistroje Milli-Q (Merck KGaA, Némecko)
Voda (pro LC/MS) — LC-MS Grade (Merck KGaA, Némecko)

Acetonitril- LC-MS Grade (VWR International, USA a Honeywell, USA)
Trifluoroctova kyselina — > 99 % LC-MS Ultra (Honeywell, USA)

Kyselina mravenci —98-100 % for LC-MS (Merck KGaA, Némecko)

Ethylacetat - 2 99,7 % for LC-MS (Honeywell, USA)

Jodacetamid - > 99 % (NMR) (Sigma-Aldrich, USA)

Tetraethylamonium bikarbonatovy pufr (TEAB) - 1.0 M, pH 8.5+0.1 (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrochlorid tris(2-karboxyethyl)fosfinu - > 98 % (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrochlorid L-cysteinu — bezvody - 299.0 % (RT) (Sigma-Aldrich, USA)
Benzonaza - 2250 units/uL, 290 % (SDS-PAGE) (Sigma-Aldrich, USA)
SOLu-Trypsin dimethylovany - Proteomics Grade (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrochlorid guanidinu - 8 M, pH 8.5 (Sigma-Aldrich, USA)

InfinityLab deactivator additive (Agilent Technologies, USA)

Sada iRT a Alberta peptidd (Shanghai Royobiotech Co., Cina)
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4.1.2 Pourzité pristroje

UHPLC systém Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, USA)

UHPLC systém Vanquish Horizon spojny s Q Exactive HF-X (Thermo Scientific, USA),

systém vyuziva dusik jako zmlZovaci, susici, protiproudovy a kolizni plyn.

4.1.3 Pouzité kolony a predkolony

ACQUITY UPLC CSH Cig, 130A, 1.7 pm, 2.1 mm % 150 mm (Waters, USA)
ACQUITY UPLC CSH Cig, 130A, 1.7 pm, 1 mm x 150 mm (Waters, USA)
ACQUITY UPLC CSH Cig VanGuard, 1304, 1.7 um, 2.1 mm X 5 mm (Waters, USA)

4.1.4 Pouzité kapilary kolona-deketor

SST Capillary Viper 100 um % 250 mm (Thermo Scientific, USA) u LC/UV
nanoViper 50 um % 150 mm Thermo Scientific, USA) u LC/MS

4.1.5 Pouzity software

Chromeleon™ Chromatography Data System verze 7.3 (Thermo Scientific)
Skyline verze 21.1 (MacCoss Lab Software, Washington University)

FragPipe verze 16.0 (Nesvilab, University of Michigan, Medical School)

v

4.2 Experimentalni ¢ast

4.2.1 Priprava smési iRT a Alberta peptidu

Pro zhodnoceni vlivu mnozstvi modifikatoru ovliviiujictho pH mobilni faze na separaci
peptidl byly zvoleny iRT a Alberta smési peptidd. Koncentrace peptid( byla zvolena tak,
aby se jejich intenzity pfi detekci pfilis nelisily. Vzorek byl pfipraven z roztok( peptidQ
Dr. J. Lenca. Vysledna smés iRT peptidi obsahovala 5 peptid( a bylo pfipraveno 800 pl
této smési dle tabulky €. 1. Vysledna smés Alberta peptidi obsahovala 4 peptidy a bylo
pfipraveno 600 ul této smési dle tabulky €. 2. Obé smési byly prfevedeny do HPLC vialek,

promichany a mezi analyzami byly uchovavany zmrazené.
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Tabulka €. 1. Pfiprava smési iRT peptidu

Peptid Sekvence Koncentrace Mnoistvi v pl
la GAGSSEPVTGLDAK 87pmol/ul 20
2a YILAGVENSK 112pmol/ul 10
3a TPVITGAPYEYR 84pmol/ul 10
4a ADVTPADFSEWSK 86pmol/ul 10
5a GTFIIDPAAVIR 99pmol/pl 20
Voda 720

Tabulka €. 2. Pfiprava smési Alberta peptidU

Peptid Sekvence Koncentrace (pmol/ul) Mnoistvi (ul)
1b acetyl-GGGLGGAGGLKG 104 15
2b acetyl-KYGLGGAGGLKG 89 10
3b acetyl-GGAVKALKGLKG 106 15
4b acetyl-KYALKALKGLKG 89 20
Voda 540

4.2.2 Priprava komplexniho vzorku peptidd z lyzatu bakterie F. turalensis

Priprava reakcnich roztok(

Jako vzorek pro pfipravu tryptickych peptidi byl vybran celobunécny lyzat Zivého
vakcina¢niho kmene bakterie F. turalensis. Pro pfipravu vzorku bylo nutné pfipravit
roztoky TCEP, IAM a cysteinu. Tyto chemikdlie byly dostupné v pevné formé, jejich

rozpousténi probéhlo v den poutZiti.

Pro pfipravu roztoku redukéniho ¢inidla TCEP ve vodé o koncentraci 50 mM bylo

navazeno 5,32 mg substance o Cistoté > 98 % a rozpusténo v 371 ul vody.

Pro pfipravu roztoku IAM ve vodé o koncentraci 150 mM bylo navazeno 6,37 mg

substance o Cistoté > 99 % a rozpusténo v 230 pl vody.

Pro pfipravu roztoku cysteinu ve vodé o koncentraci 200 mM bylo navaZeno 5,85 mg

substance o Cistoté > 99 % a rozpusténo v 186 pl vody.
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Pfiprava tryptickych peptidl z lyzatu bakterie F.turalensis

Vzorek byl pfipraven z lyzatu vakcina¢niho kmene F. turalensis o koncentraci 7,7 pg/ul

v 1% roztoku deoxycholdtu sodného od Dr. J. Lenca.

Z roztatého lyzatu bylo odebrano 130 pul do mikrozkumavky. Byl pfidan 1 ul benzonazy
(2250 units/pL, 290 %) pro rozstépeni nukleovych kyselin. Doslo k promiseni a nasledné
inkubaci po dobu 30 minut pfi 37 °C. Nasledné bylo upraveno pH pridanim 50 pl 1M
pufru TEAB o pH 8,5. Pfidanim 33,3 pl 50 mM roztoku TCEP, promichanim a naslednou
inkubaci po dobu 60 minut pfi 37 °C bylo dosazeno redukce disulfidovych mustkd. Volné
thiolové skupiny byly zablokovany reakci s 37,0 ul 150 mM roztoku IAM po dobu 30
minut za tmy a pokojové teploty. Pro zreagovani zbylého IAM bylo ptidano 41,2 ul 200
mM roztoku cysteinu a opét inkubovano ve tmé po dobu 30 minut. Pro samotné stépni
bylo pfiddno mnozstvi roztoku modifikovaného trypsinu odpovidajici 20 ug enzymu.
Inkubace s enzymem probihala 16 hodin v thermomixeru pfi 38 °C a 1200 rpm. Po
inkubaci byl vysrazen pritomny deoxycholat pridanim 20 ul 10% roztoku TFA. Nasledné
byla provedena extrakce kapalina-kapalina pridanim 200 ul 8M guanidin hydrochloridu
a 500 pl ethylacetatu. Byla odstranéna vrchni vrstva ethylacetatu a nasledné bylo opét
pridano stejné mnozstvi. Tento krok byl opakovan 3x, dohromady tak byly pouzity 2 ml
ethylacetatu. Zbyla vrstva ethylacetdtu byla odpafena na vakuové centrifuze. Dale
probéhla SPE pomoci kitu Pierce Peptide Desalting Spin columns. Byly pouZity dvé
kolony. Aktivace kolon probéhla pfidanim 300 ul ACN do kazdé a odstifedénim pfi 5000
g po dobu 1 minuty. Tento krok se opakoval. Ekvilibrace kolon byla provedena pfidanim
300 pl 0,1% TFA a naslednym odstfedénim pfi 3000 g po dobu 1 minuty. Tento krok se
opét opakoval. Nasledné doslo k pridani 300 ul vzorku a jeho odstfedéni pfi 3000 g po
dobu 5 minut. Dale byly kolony promyty 300 ul 0,1% TFA a odstifedény pfi 3000 g po
dobu 5 minut. Tento krok se opakoval 3x. Eluce peptidi probéhla pfidavkem 300 pul 50%
ACN pfi 3000 g po dobu 2 minut. Krok se opakoval jesté jednou. ACN byl nasledné
odparen a peptidy byly rekonstituovany do 0,5 ml 0,1% TFA. Pro rozpusténi peptidl byla
provedena inkubace v thermomixeru pfi 1400 rpm a 20 °C a ultrasonikace ve vodni lazni.

Vzorek o koncentraci 2 pug/ul digestu F. tularensis byl nakonec preveden do HPLC vialky.
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4.2.3 Priprava mobilnich fazi pro LC/UV analyzy

e Mobilni faze A: voda (z Milli-Q) + 0,10 % (0,09; 0,08; 0,07; 0,06; 0,05; 0,04; 0,03;
0,02; 0,01 a 0,00 %) FA

K ptipravé 250 ml roztoku mobilni faze, o snizujicich se koncentracich FA, bylo pfiddno
do odmérné bariky s objemem 250 ml 250 ul (respektive 225, 200, 175, 150, 125, 100,

75, 50, 25 a O ul) FA a doplnéno vodou po rysku.

e Mobilni faze B: ACN + 0,10 % (0,09; 0,08; 0,07; 0,06; 0,05; 0,04; 0,03; 0,02; 0,01
a 0,00 %) FA

K ptipravé 100 ml roztoku mobilni faze, o snizujicich se koncentracich FA, bylo pfidano
do odmérné barky s objemem 100 ml 100 ul (respektive 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20,

10 a O ul) FA a doplnéno acetonitrilem po rysku.

Roztoky mobilnich fazi byly pripraveny vidy ve stejnych odmérnych bankach po jejich

vyplachnuti danym rozpoustédlem a vysuseni.
Pro jednotlivé mobilni faze A byla provedena potenciometrickda méreni pH (tabulka ¢. 3).

Tabulka €. 3. Hodnoty pH mobilnich fazi A pri teploté 25,7 °C

Koncentrace FA (%) pH

0,10 2,58
0,09 2,61
0,08 2,64
0,07 2,68
0,06 2,72
0,05 2,76
0,04 2,83
0,03 2,88
0,02 3,01
0,01 3,20

4.2.4 Priprava mobilnich fazi pro analyzy LC/MS

e Mobilni faze A: voda (LC-MS Grade) + 0,10 % (0,05; 0,03 a 0,02 %) FA; mimo
analyzy tryptickych peptid(i obsahovaly mobilni faze také 0,1 % InfinityLab

deactivator additive
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K pfipravé 250 ml roztoku mobilni faze, o sniZujicich se koncentracich organického
modifikatoru, bylo pfiddno do odmérné barnky s objemem 250 ml 250 ul (respektive 125,
75 a 50 ul) FA. Vyjma analyz tryptickych peptidi bylo pfiddano 250 pl InfinityLab
deactivator additive k potlaceni chalatacnich vlastnosti nékterych peptidd. Nasledné

doslo k doplnéni vody po rysku.

e Mobilni faze B: ACN + 0,10 % (0,05; 0,03 a 0,02 %) FA; mimo analyzy tryptickych

peptidl obsahovaly mobilni faze také 0,1 % InfinityLab deactivator additive

K pfipravé 100 ml roztoku mobilni faze, o sniZujicich se koncentracich organického
modifikatoru, bylo ptfidano do odmérné bariky s objemem 100 ml 100 pl (respektive 50,
30 a 20 pl) FA. Vyjma analyz tryptickych peptidi bylo pfidano 100ul InfinityLab

deactivator additive. Nasledné doslo k doplnéni acetonitrilem po rysku.

Roztoky mobilnich fazi byly ptripraveny vidy ve stejnych odmérnych bankach po jejich

vyplachnuti danym rozpoustédlem a vysuseni.

4.2.5 Qvéreni vlivu organického modifikdtoru na separaci iRT a Alberta

peptidd pfi LC/UV

Cilem této ¢asti bylo zjistit miru ovlivnéni separace peptidd mnozstvim kyseliny mravenci
v mobilni fazi, zejména pak vliv na Sitku a symetrii pik(. Analyzy byly provedeny pomoci
UHPLC systému Dionex UltiMate 3000. Analyzy byly provedeny s pouZitim kyseliny
mravenci o koncentracich 0,10; 0,09; 0,08; 0,07; 0,06; 0,05; 0,04; 0,03; 0,02; 0,01 a 0,00
% v mobilni fazi. Po vyméné mobilnich fazi bylo vidy provedeno promyvani pump
s odtokem do opadu po dobu 300 s. pfi pratoku 8 ml/min pti podilu mobilnich fazi Aa B
50:50. Nasledné byl upraven pomér a prlitok mobilnich fazi do pocatecnich hodnot
gradientu a probéhla ekvilibrace kolony po dobu 20 minut. Gradient pouZity pfi

separacich je znazornén v tabulce €. 4.
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Tabulka €. 4. Popis gradientu metody pfi separaci iRT a alberta peptidl pomoci LC/UV

Cas (min) Pratok (ml/min) B%
0,0 0,250 1
12,0 0,250 45
13,2 0,250 45
13,6 0,250

28,0 0,250

Separace vzork( byly provadény v poradi: prazdny vzorek (mobilni faze A), iRT peptidy,
Alberta peptidy. Nastriky vzork( byly 1, 4 a 3 ul respektive. Kazdy vzorek byl analyzovan
trikrat, pro jednu koncentracni hladinu tak bylo provedeno devét nastrikd. Analyzy byly
uskute¢nény na 2.1 mm x 150 mm koloné ACQUITY UPLC CSH Cig, 130A, 1.7 um, pfi
teploté kolonového prostoru 60 °C. Pro detekci byl pouzit UV detektor, nastaveny na

vinovou délku 214 a 280 nm. Ziskana data byly zpracovana v programu Chromeleon.

4.2.6 Testovani zmény intenzity pikl iRT peptidd pri LC/MS analyze pro

vybrané koncentrace organickych modifikatord

Pro analyzy pomoci systému kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC
systém Vanquish Horizon spojny s Q Exactive HF-X) byly vybrany pouze iRT peptidy,
z dlvodu absence zmén ve chvostovani Alberta peptidd pfi nizSich koncentracich FA.
Pro analyzy byly vybrany koncentrace 0,10; 0,05; 0,03 a 0,02 % FA v mobilnich fazich.
Jednotlivd méreni dvou nejblizsich koncentraci probihala vidy v rdmci jednoho dne
bezprostfedné po obé. Pfiprava systému na novou mobilni fazi probihalo stejné jako pfi
LC/UV. Gradient metody v porovnani s LC/UV metodou byl stejny, pouze byla zkracena

doba pro ekvilibraci kolony (tabulka €. 5).
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Tabulka €. 5. Popis gradientu metody pfi separaci iRT peptidd na LC/MS

Cas (min) Pratok (ml/min) B%
0,0 0,250 1
12,0 0,250 45
13,2 0,250 45
13,6 0,250

24,0 0,250

Separace vzorkd byly provadény v poradi: prazdny vzorek (mobilni faze A), iRT peptidy.
Nastriky vzork( byly 0,1 a 0,4 ul respektive. Na kazdé koncentracni hladiné byly
provedeny tfi nastriky prazdného vzorku a pét nastrik( iRT peptid(d. Analyzy byly
uskute¢nény na 2.1 mm x 150 mm koloné ACQUITY UPLC CSH Cig, 130A, 1.7 pm pfi
teploté kolonového prostoru 60 °C. Pro detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr
operujici v pozitivnim maodu. Kapildra iontového zdroje HESI-II byla predehfata na 275
°C a bylo na ni pfivedeno napéti 3,5 kV. ZmlZovaci plyn o pritoku 25 arbitrarnich
jednotek a susici plyn predehraty na 325 °C o prltoku 10 arbitrarnich jednotek zajistili
nebulizaci a odpareni mobilni faze. Také byl pfivadén protiproud plynu o pratoku 2
arbitrarnich jednotek pro minimalizaci kontaminace. Maximalni povoleny pocet naboju
zachycenych v orbitrapu pfi skenu byl 1 000 000 a maximalni ¢as pro dosaZeni tohoto
poctu ndboju cinil 60 ms. Skenovaci rozmezi pro MS spektra bylo 350-1500 m/z
s rozliSenim 60000 odecitaném pfi 200 m/z. Vyhodnoceni dat probihalo v programu

Skyline [50].

4.2.7 Analyza tryptickych peptidl z celobunécéného lyzatu F. turalensis

Analyza tohoto vzorku probéhla na kapalinovém chromatografu spojeném s hmotnostni
detekci (UHPLC systém Vanquish Horizon spojeny s Q Exactive HF-X). Byly provedeny dva
experimenty. Prvni experiment probihal s mobilnimi fazemi s 0,1 % FA a 0,03 % FA a
nasledné druhy s 0,1 % FA a 0,02 % FA. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu FA
v experimentu byly provedeny 3 nastfiky vzorku o objemu 3 ul, pred kterymi byly
provedeny 3 nastfiky prazdného vzorku (mobilni faze A o objemu 1 pul). Pfiprava systému
na novou mobilni fazi probihalo stejné jako v prechozich analyzach. Pro separace byla

pouzita gradientova eluce s gradientem dle tabulky €. 6.
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Tabulka €. 6. Popis gradientu analyzy tryptickych peptidl z lyzatu bakterie F. turalensis

Cas (min) Pratok (ml/min) B%
0,00 0,050 0,5
30,00 0,050 42,5
30,25 0,050 80
32,50 0,050 80
33,00 0,050 0,5
60,00 0,050 0,5

Analyzy byly uskute¢nény na 1.0 mm % 150 mm koloné ACQUITY UPLC CSH Cis, 1304, s
1.7 pm's 2.1 mm % 5 mm predkolonou ACQUITY UPLC CSH Cis VanGuard, 1304, 1.7 um,
pfi teploté kolonového prostoru 60 °C. Pro detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr
operujici v pozitivnim modu. Kapildra iontového zdroje HESI-II byla predehtata na 275
°C a bylo na ni privedeno napéti 3,5 kV. ZmlZovaci plyn o pritoku 25 arbitrarnich
jednotek a susici plyn predehraty na 325 °C o prltoku 10 arbitrarnich jednotek zajistili
nebulizaci a odpareni mobilni faze. Také byl privadén protiproud plynu o pratoku 2
arbitrarnich jednotek pro minimalizaci kontaminace. Skenovaci rozmezi pro MS* spektra
odpovidalo 350-1500 m/z s rozlisenim 60000 odecitaném pii 200 m/z. Maximalni pocet
naboju zachycenych v orbitrapu pfi MS! skenu byl 3000000 a maximalni &as pro
dosaZeni tohoto poctu naboju Cinil 110 ms. Pro analyzu a sbér fragmentacnich spekter
byl pouZit maéd zavisly na informacich. Vybrané prekurzory mély ndboj 2* az 5* a jejich
intenzita byla vyssi nez 100 000. Izola¢ni okno bylo 1,8 m/z s posunem o 0,3 m/z.
K fragmentaci byla pouZita normalizovand kolizni energie 27. MS? spektra byla
zaznamenana v dynamickém rozmezi m/z pfi rozliseni 15 000. Maximalni pocet nabojl
v analyzatoru byl 200 000 a maximalni ¢as pro dosazeni tohoto poctu naboju €inil 50 ms.
Prekurzory byly vylouc¢eny z opétovné fragmentace po dobu 15 sekund. Maximalni pocet

prekurzorl vybranych z jednoho MS skenu byl 15.

Ziskdana data byla prohledavana algoritmem MSFragger integrovanym do programu
FragPipe [51]. Pro identifikaci byly pouZity proteinové sekvence bakterie F. turalensis ve
formatu FASTA stazené zdatabdze Uniprot (UP000076142). Rozmezi hmotnosti
prekurzoru bylo nastaveno na + 25 ppm. Rozmezi hmotnosti fragment( bylo nastaveno
na + 20 ppm. Typ vzniklych produktovych iontl byl nastaven na b- a y-, cozZ jsou nejvice

zastoupené fragmenty u kolizné indukované disociace. Byl zapnut algoritmus
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k odfiltrovani izotopl a neutralnich ztrat. Stépeni protein(i bylo nastaveno na sekvenéni
specifitu trypsinu, ktery Stépi za lysinem a argininem, pokud po téchto aminokyselinach
nenasleduje prolin. Bylo povoleno jedno vynechané stépné misto. Rozmezi velikosti
peptidl bylo nastaveno na 6 az 50 aminokyselin. Oxidace methioninu, tvorba
pyroglutamatu na N konci a deamidace asparaginu byly nastaveny jako moiné
modifikace, pficemz byly povoleny maximalné 3 modifikace jednoho peptidu. Fixni

modifikace cysteinu byla nastavena na karbamidomethylaci.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Vliv FA na separaci standardl peptid( pfi LC/UV

Tyto analyzy mély za ukol pfinést vysledky o parametrech separace peptidl v odliSnych
koncentracich FA. Jako vzorky byly pouzity smési iRT a Alberta peptid(i. Pro pocatecni
analyzu byla pouzita standardni koncentrace 0,1 % FA scilem zjistit, zdali pouzitd

metoda separace zajisti dostate¢nou selektivitu a obdobnou intenzitu pro jednotlivé

peptidy.

Jako kli¢ové parametry pro vyhodnocovani analyz byly uréeny Sitka piku v poloviné
jeho vysky (Wso%) a chvostovani piku (tailing factor). Tailing factor odpovida vzorci
Ws9%/(2*¥LWsy), tzn. Sitka piku v 5 % jeho vysky déleno dvojnasobkem levé poloviny
Sirky piku v 5 % jeho vysky [19]. Tyto vlastnosti jsou dulezZité pro uzké a vysoké piky.
Dale byla ziskana také data o retencnim case a jednotlivych peptid(. Tyto hodnoty jsou

uvedeny v tabulkach ¢. 7 a 8.

Peptidy vybrané do jednotlivych sérii disponuji odliSnymi vlastnostmi na zakladé jejich
sloZzeni. DlleZitym aspektrem z pohledu separace peptidd je kromé hydrofobicity i
velikost ndboje na peptidu. Tato vlastnost zavisi na pH prostiredi a typech aminokyselin
pfitomnych v peptidu. Pfi pH odpovidajicimu izoelektrickému bodu peptidu jsou
zastoupeny protonované a deprotonované skupiny stejnou mérou. Pfi pH niz§im nez je
izoelektricky bod je kyseld karboxylova skupina pravdépodobné nedisociovand, a
naopak je vyssi pravdépodobnost protonace bazické amino skupiny. V takovém ptipadé

je tedy vysledny naboj kladny.

IRT peptidy obsahuji vidy pouze jednu bazickou aminokyselinou, lysin nebo arginin. Tato
bazickd aminokyselina je vyvdZena u peptidl 2a, 3a a 5a jednou kyselou aminoskupinou,
glutamovou kyselinou nebo asparagovou kyselinou. U peptid( 1a a 4a jsou pfitomny 2,
a respektive 3 kyselé aminokyseliny. Smés Alberta peptid( je zaméfena na peptidy
s bazickymi aminokyselinami. Navic je jejich méné bazickd pocatecni aminoskupina
acetylovana. To znamena Ze k jejich izoelektrickému bodu pfispivaji pouze silné bazické
aminoskupiny lysinu. Peptid 1b disponuje pouze jednou aminokyselinou s nabitym

postrannim fetézcem (kladné nabity lysin), ale jelikoZ jsou peptidy acetylovany na N-
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konci, vyslednd hodnota naboje je pouze mirné nad hodnotou 1, to je zpisobeno vlivem
volné karboxylové skupiny na C-konci. U peptidl 2b, 3b a 4b pak roste mnozstvi lysinu

vzdy o jednu aminokyselinu v tomto poradi.

Pti pocatecni koncentraci 0,1 % FA byly vyhodnocované parametry pik{l srovnatelné
nezavisle na povaze separovanych peptid. Smés iRT peptidl byla eluovana v pozdéjsich
hodnoty rozliSeni byly mezi piky 1b a 2b (Rip20=2,8). RozliSeni v této koncentracni
hladiné FA bylo dostatecné. S védomim, Ze béznd koncentrace FA pfinesla uspokojivé

vysledky bylo nyni moZné pokracovat ve sniZzovan jejiho mnozZstvi v mobilni fazi.

w
o
o

Absorbance
(AU)

4,0 Retenéni ¢as (min) 13.4

Obrazek ¢. 6. Chromatogram analyzy smési iRT peptidd s mobilnimi fazemi s 0,10 % FA

300

Absorbance
(AU)

]

4,8 Retencni ¢as (min) 76

Obrazek €. 7. Chromatogram analyzy smési Alberta peptidld s mobilnimi fazemi s 0,10 % FA
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Tabulka €. 7. Vysledky analyzy smési iRT peptidl s mobilnimi fazemi s obsahem 0,10 %

FA
Cislo piku Wsgy% (min) Faktor chvostovani Retencni ¢as (min)
la 0,023 1,01 5,26
2a 0,022 1,08 6,10
3a 0,021 1,12 6,58
4a 0,023 1,17 7,44
5a 0,026 1,03 9,26

Tabulka €. 8. Vysledky analyzy smési Alberta peptid(i s mobilnimi fazemi s obsahem

0,10 % FA
Cislo piku W50y (min) Faktor chvostovani Retencni ¢as (min)
1b 0,0223 1,06 5,75
2b 0,0205 1,13 5,87
3b 0,0219 1,09 6,00
4b 0,0222 1,20 6,27

1,40
1,30
1,20
1,10
1,00
0,90

0,80

vysledny naboj peptidu

0,70

0,60
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
Koncentrace FA v mobilni fazi (%)

—=@=13 2a 3a 43 ==@==53

Obrazek ¢. 8. Hodnoty vysledného ndboje peptidu iRT peptidl v rozmezi pH mobilnich

fazi. Koncentrace FA odpovida pH mobilni faze dle tabulky €. 3.
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Obrazek ¢. 9. Hodnoty vysledného naboje peptidu ALberta peptidl v rozmezi pH

mobilnich fazi. Koncentrace FA odpovida pH mobilni faze dle tabulky €. 3.

Hodnoty vysledného naboje pouzité obrazkach ¢. 8 a 9 byly ziskané dle rovnice Z =

S Ni 10PKal T Nj 10PH
L777 10PH 4 10PKal j ™V TopH y1oPKaj

kde Z odpovida vyslednému naboji peptidové
sekvence. Ni predstavuje soucet aminokyselin argininu, lysinu, histidinu a volného N-
konce. pKai vyjadfuje hodnoty pKa volného N-konce a aminoskupin argininu, lysinu a
histidinu. Nj predstavuje soucet glutamové kyseliny, asparagové kyseliny, tyrosinu,
cysteinu a volného C-konce. pKaj vyjadiuje hodnoty pKa volného C-konce a aminoskupin
glutamové kyseliny, asparagové kyseliny, tyrosinu a cysteinu. Hodnoty pH odpovidaji
hodnotam v tabulce €. 3. PouZité pKa hodnoty pro asparagovou kyselinu (pKa = 3.86),
glutamovou kyselinu (pKa = 4.25), histidin (pKa = 6.0), lysin (pKa = 10.53), arginin (pKa =
12.48), tyrosin (pKa = 10.07), N-konec (pKa = 9.69) a C-konec (pKa = 2.34) pochdzi z [52],
[53].

Zména vysledného naboje muiZe mit vliv na retenci peptidQ, zvlasté pfi pouziti kolony

s nabitym povrchem, kde jsou iontové interakce vyznamnéjsi nez u typické Cig kolony.

Po provedeni analyz se snizenym mnoZstvim FA v mobilni fazi byla pozorovdna zména
retencnich ¢asd jednotlivych peptid(. Zatimco pro iRT smés byla zména retence
obdobna napfi¢ zastoupenymi peptidy, u Alberta smési dochdazelo k vyraznym rozdilim
mezi peptidy 2b a 3b. Dlvodem muzZe ztrata nebo zisk ndboje vlivem nizsiho pH. Se

zménou ndboje by se zménila i hydrofobicita peptid( a tim jejich retence. Zména retence
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vrve

%. Nasledné pak doslo k obraceni poradi eluce téchto peptidl pfi koncentracich 0,02 a
0,01 % FA. Vlivem tohoto jevu nebylo mozné urcit vSechny parametry pikl pro tyto
koncentracni hladiny. Separace bez pouziti FA dle ocekdvani nepfinesly dostatecné

vysledky pro vyhodnoceni viech peptid(.
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Obrazek €. 12. Chromatogramy analyz smési iRT (vlevo) a Alberta peptidG (vpravo)

s mobilnimi fazemi bez FA
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Obrazek ¢. 13. Retencni ¢asy peptidl iRT smési (vlevo) a Alberta smési (vpravo) pro

separace s mobilnimi fazemi o koncentraci FA 0,10 — 0,01 % FA

Dalsi vyhodnocovanym parametrem byla Sitka piku v poloviné jeho vysky. Zmény tohoto

parametru vypovidaji o vlivu FA na kapacitu piku.

U obou smési bylo mozné pozorovat postupné rozsirovani pikd s klesajici koncentraci
organického modifikatoru. Rozsiteni bylo vyrazné zejména pro pik 4a, zplsobené
pravdépodobné vlivem chelatace stop kovl na staciondrni fazi kyselymi
aminokyselinami. Vyrazné zvySeni hodnoty Wsoy% bylo také pozorovano u piku peptidu
1b. Tento peptid byl nejméné hydrofilni, obsahoval pouze jeden lysin. Naproti tomu
peptid 3b obsahujici 3 lysiny ma obdobny trend. Tyto dva peptidy se lisi od dvou
zbyvajicich nepritomnosti aromatického jadra (zbyvajici obsahuji tyrosin). Tato vlastnost
mohla byt divodem podobného chovéani u téchto dvou peptidud pfi analyze.
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Obrazek €. 14. Sitka pikG iRT peptiddl (vlevo) a Alberta peptid( (vpravo) pro separace
s mobilnimi fazemi o koncentraci FA 0,10 — 0,01 % FA. Chybéjici hodnoty pikl 2b a 3b,

zpUsobené koeluci pikd byla nahrazeny spojnici hodnot na obou stranach.

Dalsim hodnocenym parametrem bylo chvostovani pikd (tailing factor). Tento jev je Casty pfi
separacich latek s bazickymi skupinami na béznych reverznich stacionarnich fazich v kyselych
podminkach. Pro kolony s technologii nabitého povrchu bylo zjisténo zlepSeni kapacity pikl a
snizila se dualeZitost poufZiti silnych iontové parovych cCinidel jako je TFA [3]. Predpokladalo se,
Ze pro snizené koncentrace FA bude faktor chvostovani pik(i narlstat zejména u vice bazickych

peptidd.

Naproti ocekdvani se zvySené chvostovani projevilo nejvice u peptid(, které obsahovaly
pfevahu aminokyselin se zapornym nabojem, tedy kyselé povahy. Peptid 1a a zejména 4a
vykazovaly vyrazny nardst chvostovani v mobilnich fazich s mensim obsahem FA. Dlvodem
muze byt celkovy ndboj peptidu, ktery se v mobilni fazi s vy$Sim pH blizi k nule, u vétsSiny
ostatnich peptidl pak v prostiedi mobilni faze vidy prevazoval celkovy kladny naboj. Podobné
vlastnost mél i peptid 1b, u kterého se zvySené chvostovani neobjevilo. Na rozdil od peptidu
1a 4a neobsahoval aminokyseliny s kyselym postrannim retézcem, obsahoval pouze volnou
karboxylovou slupinu na C-konci. Kyselé aminokyseliny mohou chelatatovat stopy kov( na
stacionarni fazi a zplsobovat tak chvostovani piku. Alberta peptidy, u kterych prevazuji
bazické vlastnosti se ukdzaly byt stabilni z pohledu tvaru pikd. To poukazuje na vyborny ucinek

CSH modifikace, jelikoZ pravé separace bazickych peptidd je na béznych RP problematicka.

46



=
w

4,9
4,4
) L)

T—:ES = 1,2
33,9 =
= c
C O
T34 > 1,1
> 9
g #
829 o
< < 1,0
S2,4 s
o =
+= v
E 1,9 S 0,9

1,4 /

0,9 m—.—*‘—.__. 0,8

0,1 0,090,080,070,06 0,05 0,04 0,03 0,02 0,01 0,1 0,090,080,070,060,050,040,030,020,01
—@=13 2a 3a 43 ==@=53 —@=1b 2b 3b ab
% FA % FA

Obrazek ¢. 15. Faktor chvostovani pikd peptidl iRT smési (vlevo) a Alberta smési
(vpravo) pro separace s mobilnimi fazemi o koncentraci FA 0,10 — 0,01 % FA. Chybéjici
hodnoty pikd 2b a 3b, zplsobené koeluci pikd byly nahrazeny spojnici hodnot na obou

stranach.

Pro dalsi analyzy, nyni uZ za ucelem zjistit vliv koncentrace FA na odezvu hmotnostniho
detektoru, byly vybrany nasledujici koncentrace FA, 0,10 % jako vychozi mnozstvi
pouzité i v ¢clanku (Matthew A. LauberAnal. Chem. 2013, 85, 6936-6944) [3], dale 0,05;
0,03 a 0,02 % FA. Zdlvodu malo vyraznych zmén v separaci Alberta peptidi byly
testovany pouze iRT peptidy.

5.2 Analyza iRT peptidd pomoci LC/MS pfi vybranych koncentracnich
hladinach FA

Pti analyzach peptidi pomoci LC/MS v pozitivnim mddu se pro zajisténi separace pfi
nizkém pH pfidava do mobilnich fazi kyselina. Tyto kyseliny nastavuji pH a mohou
pusobit jako iontové parova Cinidla, coZ zvysuje retenci analytu. Avsak pfi hmotnostni
detekci dochazi ke zna¢nému potlaceni ionizace analytu vlivem predevsim silné iontové
parovych Cinidel, coz nasledné sniZuje citlivost detekce. Tento fenomén je dobfe zndm
u TFA. Nicméné i FA se v mobilni fazi v urcité mife disociuje a mlze tak tvofit iontové
pary s peptidy. PouZitim mensiho mnoiZstvi této slabé kyseliny s urcitymi iontové

parovymi vlastnostmi muze vést k vyssi citlivosti detekce.
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Pro analyzu na systému LC/MS byly vybrany mobilni faze s koncentracemi kyseliny
mravenéi o hodnotdch 0,10; 0,05; 0,03 a 0,02 % FA. Jako vychozi byla opét zvolena

hladina 0,10 % a slouzila tak jako kontrolni bod pro porovnavani narlstu intenzit.

Méreni vzorkd pfi pouziti dvou po sobé jdoucich koncentraci FA byla provadéna vidy
v jeden den a bezprostiedné po sobé, aby se omezily zmény intenzit vlivem vnéjsich
podminek. Vysledky analyz tak byly porovnavany primarné v(ci sérii analyz provedenych
v ten samy den. Analyza s koncentraci 0,10 % FA byla hodnocena vUci analyze s 0,05 %
FA, 0,05% analyza vUci 0,03% a 0,03% analyza vici 0,02%. Porovnavacim parametrem
byla intenzita, tedy vyska piku. Tento parametr ma vyssi vypovidajici hodnotu nez plocha
a nevhodnym tvarem. Zaroven intenzita piku je parametrem, ktery se specifikuje

v nastaveni analyz v médu zavislém na informacich.
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Obrazek €. 16. Celkovy iontovy proud iRT peptid(i za pouZiti 0,10 a 0,05 % FA v mobilni fazi
pri LC/MS analyze.
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Obrazek ¢. 17. Celkovy iontovy proud iRT peptidli za pouZziti 0,05 a 0,03 % FA v mobilni
fazi pri LC/MS analyze.
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Obrazek €. 18. Celkovy iontovy proud iRT peptid( za pouziti 0,03 a 0,02 % FA v mobilni
fazi pri LC/MS analyze.

Mérend smés peptidl na systému LC/MS zaujimala podobny profil jako pfi méreniv UV.
ZdOvodu pridavku aditiva (InfinityLab deactivator additive) se béhem analyzy
neprojevilo chvostovani pik(, které bylo pozorovano u nékterych iRT peptid( pfi LC/UV

analyzach. Predpoklddanym divodem tohoto jevu byla deaktivace stop kovi na
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staciondrni fazi. Pro kontrolu byla provedena také srovnavaci separace s 0,03 % FA a bez

pfitomnosti aditiva. V této analyze bylo opét pozorovatelné chvostovani piku €. 4.

) O
7,07 7,49
Retencni ¢as (min)

Intenzita (10°)
o [l N w H (9] ()] ~

e 03 % FA s Agilent aditivem 0,03 % FA bez Agilent aditiva

Obrazek €. 19. Zaznam dvojnasobné nabitého iontu peptidu ¢. 4 pfi analyzach

s pouzitim a bez pouziti aditiva (InfinityLab deactivator additive)

Predpokladany narlst intenzit peptidd se v provedenych analyzach projevil, avsak vyse
narlstu nebyla vyrazna. Nejvyssi intenzity iontd byly ziskany s mobilnimi fazemi o
koncentracich 0,03 a 0,02 % FA. Maxima narastu intenzit bylo dosazeno uZ pfi
koncentraci 0,03 % FA a dalsi sniZzeni na 0,02 % FA nepftineslo vyraznou zménu. Zmény
intenzit jednotlivych peptid(i nebyly stejné a vyrazné se liSily ve dvojicich experiment.

Tento jev byl nejvyrazné;jsi u peptidu €. 2 a 4.

Tabulka €. 9. Zmény intenzity peptid{l pro dvojice analyz s rozdilnym obsahem kyseliny

mravenci
0,10k 0,05 % 0,05 k 0,03 % 0,03k 0,02 %

Cislo piku Zména intenzity (%) Zmeéna intenzity (%) Zména intenzity (%)
1 7,19 6,10 -0,62

2 -9,75 34,01 6,82

3 20,45 10,16 2,73

4 19,82 15,37 -7,17

5 8,42 6,98 -0,86

pramér 9,23 14,52 0,18
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5.3 Analyza tryptickych peptid( z lyzatu F.turalensis

Po ziskani vysledk(l zmén intenzit z analyz na LC/MS bylo rozhodnuto ovéfit, jestli se
zmény projevi i u komplexnéjsiho vzorku a jestli se tento efekt projevi vy$sim poctem
identifikovanych peptidid. Pro tento ucel byl vybran vzorek pfipraveny z celobunécéného
lyzatu Zivého vakcinaéniho kmene bakterie F. turalensis. Divodem byla snadna kultivace
tohoto kmene a snadna priprava lyzatu, jehoz slozeni je dobtfe kompatibilni s naslednou
pripravou vzork(. V ramci této diplomové praci byl z predchozich projektl k dispozici
dostatecné mnozstvi lyzatu. Pro analyzu tryptickych peptidd byly vybrany koncentrace
FA o hodnotach 0,03 a 0,02 %, jelikoZ poskytly nejvyssi narlst intenzit v predchozim

experimentu.

Prvni analyza probéhla s nastfikovym objemem 5 pl. Tento objem se ukazal byt pfilis
vysoky, jelikoz dochazelo k pfitomnosti analytu pri analyzach prazdnych vzork(, které
byly provedeny vzapéti. Nastrikovy objem byl proto snizen na 3 pl a kolona byla pred

dal$im kolem fadné promyta.

Byly provedeny 3 nastfiky vzorku u kazdé koncentracni hladiny. V pilotnich
experimentech se projevovali pravidelné zmény tlaku v systému. Z tohoto dlivodu byly
ziskané vysledky z analyz pouze orientacni. Po Upravé Cerpadel probéhly experimenty
opétovné za stejnych podminek. Tyto analyzy uz probihaly s minimalnim kolisani tlaku

systému. Pro Ucely této prace bylo hodnoceno pouze mnoizstvi identifikovanych peptida.

Ziskana data byla porovnavana proti proteinové databazi bakterie F. turalensis pomoci
algoritmu MSFragger. MSFragger je velice rychly algoritmus, ktery Ize na rozdil od jinych
programl pouZzit i na klasickém osobnim pocitaci [51]. Souhrnné informace ziskané
touto analyzou jsou: mnoistvi identifikovanych peptidl, pocet shod peptidovych
sekvenci, které identifikuji dany peptid (PSMs, z angl. Peptide Sequence Matches) a

pocet identifikovanych protein( [51].

Z dat ziskanych z MSFraggeru je mimo jiné vidét dlleZitost provadéni experimentd na
LC/MS za stejnych podminek a v kratkém casovém useku. Rozdil mezi poétem PSMs a
identifikovanych peptidl je fadové v tisicich pro mobilni fazi s 0,10 % FA. JelikoZ cilem
prace bylo zjistit rozdily pfi identifikaci vlivem zmény sloZzend mobilni faze, nebylo nutné

brat na tyto zmény ohled.
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V obou dvojicich experimentl byl pfi analyze vzorku s nizSim obsahem FA v mobilni fazi
pozorovan narust identifikovanych peptidd a shod peptidovych sekvenci, které tyto
narlist v poc¢tu identifikovanych peptid( byl pres 11 %. Pro koncentrace 0,03 % FA
v mobilni fazi byl tento narlst zhruba polovi¢ni (tabulka ¢. 10. a 11.) Tento rozdil
neodpovidd zménam intenzity pik( iRT peptidd, které byly srovnatelné pro dané
koncentracni hladiny (tabulka €. 9.). Pfedchozi analyzy vSak sledovali pouze intenzitu
malého mnozstvi peptidl, a proto se celkovy vliv koncentrace FA na separaci a detekci

nemusel plné projevit.

Tabulka €. 10. Vysledky ziskané algoritmem MSFragger z LC/MS analyz tryptickych
peptidl s mobilnimi fazemi 0,10 a 0,03 % FA.

Mobilni faze 0,1%FA | 0,03%FA | 0,1%FA | 0,03%FA
€. analyzy PSMs Peptides

1 16963 18333 12957 13759
2 17046 18083 13020 13668
3 17092 18045 13014 13607
Pramér 17034 18154 12997 13678
% nartist 6,6 5,2

Tabulka €. 11. Vysledky ziskané algoritmem MSFragger z LC/MS analyz tryptickych

peptidl s mobilnimi fazemi 0,10 a 0,02 % FA.

Mobilni faze 0,1%FA | 0,02%FA | 0,1%FA | 0,02%FA
€. analyzy PSMs Peptides

1 14360 16324 11176 12400
2 14201 16306 11099 12381
3 13976 16284 10942 12382
Primeér 14179 16305 11072 12388
% nartist 15,0 11,9
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6 Zaver

Tato prace vychazela z poznatkd o kolonach s technologii CSH, které dokazovaly, Ze
pritomnost silného iontové parového cinidla neni nezbytna pfi separacich peptidd [3].
Zaméreni experimentd bylo zacileno na zjisténi minimalniho mnozstvi slabého iontové
parového cinidla, které je vhodné pro pouziti s hmotnostnim spektrometrem, pfi

dosaZeni co mozna nejlepsich vysledkll separace a detekce.

Pfi separacich pomoci kapalinové chromatografii s UV detekci bylo prokazano, ze béziné
uzivané koncentrace kyseliny mravenci jsou s pouzitim CSH kolony nadbytecné a ze
stejnych vysledk(l separace se dosahuje i s mensi koncentraci kyseliny. To mizZe vést

k Uspore chemikalii pti pfipravé mobilnich fazi.

Svédomim, Ze pfitomnost iontové parovych Ccinidel pfi detekci hmotnostnim
spektrometrem potlacuje intenzitu analytl, byly provedeny tytéZ separace kapalinovou
chromatografii s hmotnostni detekci za Ucelem zjistit miru ovlivnéni citlivosti pfi pouziti
rdznych koncentraci FA. Tyto analyzy potvrdily mirny narUst intenzit peptidd, ktery byl

nejvyssi pri koncentracich 0,03 a 0,02 % kyseliny mravenceni v mobilnich fazich.

Mobilni faze s témito koncentracemi kyseliny mravenci byly poté pouzity pti analyzach
lyzatu bakterie nastépeného trypsinem. U analyz s nizsi koncentraci FA softwarova
analyza nalezla vice shod peptidovych sekvenci nez u kontrolniho experimentu. Nejvyssi
narlst identifikovanych peptidd se projevil pfi snizeni koncentrace kyseliny mravenci
20,10 na 0,02 % FA v mobilni fazi. Tento narust Cinil 11,9 %. Z pohledu identifikace
peptidl pfi bottom-up analyze na koloné s CSH technologii byla stanovena optimalni

koncentrace FA v mobilni fazi na 0,02 %.
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7 Seznam zkratek:

ACN

APCI

APPI

CID

CSH

ESI

ETD

FA

FT-ICT

HCD

HETP

HPLC

IAM

Acetonitril

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (z angl. Atmospheric-pressure

chemical ionization)

Fotoionizace za atmosfericého tlaku (z angl. Atmospheric Pressure

Photoionization)
Kolizné indukovand disociace (z angl. Collision-induced dissociation)

Hybridni stacionarni faze s nabitym povrchem (z angl. Charged Surface

Hybrid)
lonizace elektrosprejem (z angl. Electronspray lonization)

Disociace spojena s prenosem elektronu (zangl. Electron Transfer

Disociation)
Kyselina mravendi (z angl. Formic Acid)

lontova cyklotronova rezonance s Furierovou transformaci (z angl

Fourier-transform ion cyclotron resonance)

Vysokoenergetickd disociace v C-pasti (zangl. High-energy C-trap

Disociation)

Vyskovy rkvivalent teoretického patra (z angl. Height Equivalent to a

Theoretical Plate)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. High-Performance

Liquid Chromatography)

Jodacetamid (z angl. lodoacetamide)

Vnitfni primér (z angl. Internal diameter)

lontové vyména chromatografie (z angl. lon Exchange Chromatography)

lontova past (z angl. lon Trap)

54



LC

LC/MS

LC/UV

MALDI

MS
Mms?

PSMs

RP

SEC

TCEP
TEAB
TFA
TOF

UHPLC

Kapalinova chromatografie (z angl. Liquid Chromatography)

Kapalinovad chromatografie spojena s hmotnostni detekci (z angl. Liquid

Chromatography — Mass Spectrometry)

Kapalinovd chromatografie s ultrafialovou detekci (z angl. Liquid

Chromatography — Ultraviolet)

Matrici asistovand laserova desorpce/ionizace (z angl. Matrix assisted

Laser desorption ionization)

Hmotnotni spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry)
Tandemova hmotnostni spektrometrie

Spektra peptidovych sekvenci (Peptide Sequence Matches)
Kvadrupdl (z angl. Quadrupole)

Reverzni faze (z angl. Reversed Phase)

Molekulova vylucovaci chromatografie (z angl. Size Exclusion

Chromatography)

Tris(2-karboxyethyl)fosfin (z angl. Tris(2-carboxyethyl)phosphine)
Tetraethylamonium bikarbonat

Kyselina trifuoroctova (z angl. Trifluoracetic Acid)

Analyzator doby letu (z angl. Time of Flight)

Ultra vysokoucinnad kapalinovd chromatrografie (z angl. Ultra-High

Performance Liquid Chromatography)
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