ABSTRAKT

Analyza glykoproteinov predstavuje obrovsku vyzvu v radmci glykoproteomiky, a to
hlavne kvoli makro- a mikroheterogenite glykozylacie. Hydrofilna interak¢na kvapalinova
chromatografia (HILIC) je vhodnou alternativou k chromatografii na reverznej faze, ktora
sa najbeznejSie vyuziva v glykoproteomickej analyze. Téato dizertacnd praca sa venuje
potencidlu HILIC v glykoproteomickej analyze, zahriujiica separaciou glykopeptidov na
polarnych stacionarnych fazach az po vyuzitiu HILIC v ramci pripravy vzoriek.

Na 1uvod bol preskimany vplyv koncentracie acetonitrilu na precipitaciu
glykopeptidov v zavislosti na typu pripojeného glykédnu. Nasledne boli testované tri,
komercne dostupné stacionarne faze — koldna obsahujuca silikagél modifikovany piatimi
hydroxylovymi skupinami, amidova a zwitterionova stacionarna faza. Porovnana bola ich
ucinnost’ v separacii glykopeptidovych izomérov, ktoré sa lisili iba vo vetveni a/alebo v type
vizby. Dalsi vyskum bol venovany separacii glykopeptidov 'udského imunoglobulinu G na
relativne novych koldnach, ktoré zatial’ neboli charakterizované v ramci glykoproteomicke;
analyze. Jednalo sa o kolony od spoloc¢nosti Advanced Chromatography Technologies
s nemodifikovanym silikagélom (HILIC-A), s aminopropylom-modifikovanym sorbentom
(HILIC-B) a s polyhydroxylovou staciondrnou fazou (HILIC-N). Zaroven bola porovnana
separacia glykopeptidov na reverznej faze. VSetky HILIC kolony poskytovali lepSiu
separaciu glykoforiem v porovnani so separaciou na oktadecylovej stacionarnej faze, avSak
poskytovali odliSnt G¢innost’ separacie. Navyse v pripade kolon HILIC-A a HILIC-B bol
pozorovany viacmodalny reten¢ny mechanizmus glykopeptidov.

V ramci tejto dizerta¢nej prace bol vyvinuty model na predikciu reten¢nych okien
glykopeptidov v HILIC modu, ktory moéZe sluzit ako dopliujlici nastroj k identifikacii
glykopeptidov pomocou hmotnostnej spektrometrie atym zamedzit ich faloSnl
identifikaciu v glykoprotomike.

Posledna cCast’ dizertacnej prace bola venovana §tidiu experimentalnych podmienok
obohatenia glykopeptidov s vyuzitim extrakcie tuhou fazou (SPE) na polarnych
stacionarnych fazach v HILIC modu. Boli testované dve stacionarne faze, komercne
dostupny aminopropylovy anami pripraveny polyanilinom pokryty silikagél. Bol
preskimany vplyv réznych experimentalnych podmienok na tc¢innost obohatenia, pri¢om

kazdy testovany parameter hral kI'i¢ovu rolu v obohateni.



