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ABSTRAKT

Analyza glykoproteinov predstavuje obrovsku vyzvu v rdmci 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, zahrnujica 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 glykdnu. 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. Dal$i vyskum bol venovany separacii glykopeptidov F'udského imunoglobulinu G na
relativne novych koldnach, ktoré zatial’ neboli charakterizované v ramci glykoproteomickej
analyze. Jednalo sa o kolony od spolo¢nosti Advanced Chromatography Technologies
s nemodifikovanym silikagélom (HILIC-A), s aminopropylom-modifikovanym sorbentom
(HILIC-B) a s polyhydroxylovou stacionarnou 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 odliSna G€innost’ separacie. Navyse v pripade kolon HILIC-A a HILIC-B bol
pozorovany viacmodalny retenny mechanizmus glykopeptidov.

V ramci tejto dizertacnej prace bol vyvinuty model na predikciu retenénych okien
glykopeptidov v HILIC modu, ktory moézZe sluzit ako dopliujlici nastroj k identifikacii
glykopeptidov pomocou hmotnostnej spektrometrie atym zamedzit ich falo$nl
identifikaciu v glykoprotomike.

Posledna Cast’ 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 t¢innost’ obohatenia, pri¢om

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



ABSTRACT

The analysis of glycoproteins represents a significant challenge in glycoproteomics,
primarily due to the macro- and microheterogeneity of protein glycosylation. Hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC) is a convenient alternative to reversed-phase
chromatography, commonly used in glycoproteomic analysis. This dissertation thesis
discusses the potential of HILIC in glycoproteomic analysis, ranging from the separation of
glycopeptides on polar stationary phases to the use of HILIC in sample preparation
processes.

First, the effect of acetonitrile concentration on glycopeptide precipitation was
investigated, depending on the type of glycan attached. Subsequently, three commercially
available stationary phases were tested: a column containing a silica gel modified with five
hydroxyl groups, an amide stationary phase, and a zwitterionic stationary phase. Their
efficiency in separating glycopeptide isomers, differing only in branching and/or linkage
position, was compared. Further research was devoted to the separation of human
immunoglobulin G glycopeptides using relatively new columns that have not yet been
characterized in glycoproteomic analysis. These columns, provided by Advanced
Chromatography Technologies, included unmodified silica gel (HILIC-A), aminopropyl-
modified sorbent (HILIC-B) and polyhydroxyl-functionalized stationary phase (HILIC-N).
AITHILIC columns demonstrated better separation of glycoforms compared to reverse-phase
separation, but exhibited different separation efficiencies. Moreover, a mixed-mode
retention mechanism of glycopeptides was observed in the case of HILIC-A and HILIC-B
columns.

In this dissertation thesis, a model was developed to predict the retention windows
of glycopeptides in HILIC mode. This model can serve as a complementary tool to
glycopeptide identification by mass spectrometry, thereby reducing their false discovery
rate.

The final section of this thesis focused on the study of the experimental conditions
for glycopeptide enrichment utilizing solid-phase extraction (SPE) on polar stationary
phases operating in HILIC mode. Two stationary phases, a commercially available
aminopropyl, and an in-house-synthetized polyaniline-coated silica gel, were tested. The
impact of different experimental conditions on the enrichment efficiency was investigated,

with each tested parameter playing a crucial role on the enrichment.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ACE
Asn
BEH
C18
CID
Con A
CZE
HILIC
IgG
LC
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PEP1
PEP2
PGC
PNGaza F
PREG
Q-TRAP
RNase B
RP
RRT
Ser
SPE
SRM
Thr
TOF
UPLC
Z1C

1

mi/z

R

)

Advanced Chromatography Technologies

Asparagin

Technologia hybridnych etylénom premostenych Castic
Silikagél modifikovany osemnast'uhlikovym ret'azcom
Kolizne indukovand disociaca

Konkanavalin A

Kapilarna zénova elektroforéza

Hydrofilna interak¢nd kvapalinovéa chromatografia
Imunoglobulin G

Kvapalinova chromatografia

Hmotnostna spektrometria

Polyanilin

Peptidova kostra hemopexinu SWPAVGNCSSALR
Peptidova kostra hemopexinu ALPQPQNVTSLLGCTH
Porézny grafitovy uhlik

N-glykozidaza F

Polarna retencia na grafite

Hmotnostny spektrometer typu kvadrup6l-linedrna id6nova pasca

Ribonukle4dza B

Reverzna taza

Relativny retenc¢ny Cas

Serin

Extrakcia tuhou fazou

Sledovanie vybranej reakcie

Treonin

Analyzator doby letu

Ultra-vysokouc¢inna kvapalinovéa chromatografia
Zwitteridnova staciondrna faza

I6nova sila

Pomer hmotnosti k ndboju

RozliSenie medzi chromatografickymi pikmi analytov
Sirka piku pri zakladni

Smerodajna odchylka

Zoznam pouzitych skratiek glykanov

A2F1
A2GI1F1

Dvojramenna glykoforma bez galaktoézy a s fukozou

Dvojramenna glykoforma s jednou galaktézou a fukézou

11



A2G2
A2G2F1
A2G2S1
A2G2S2
A2G2F1S1
A3G3
A3G3F1
A3G3S1
A3G382
A3G3S3
GOFB

Dvojramenna glykoforma

Dvojramenna glykoforma s fukézou

Dvojramenna glykoforma s jednou sialovou kyselinou
Dvojramenna glykoforma s dvomi sialovymi kyselinami
Dvojramenna glykoforma s fukézou a jednou sialovou kyselinou
Trojramenna glykoforma

Trojramenna glykoforma s fukozou

Dvojramenna glykoforma s jednou sialovou kyselinou
Dvojramenna glykoforma s dvomi sialovymi kyselinami
Dvojramenna glykoforma s tromi sialovymi kyselinami

Bisektinova glykoforma bez galaktézy a s fuk6zou

G1FB = Gl1A3F1 Bisektinova glykoforma s jednou galaktézou a fukézou
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1 CIEL PRACE

Dizerta¢nt pracu je mozné rozdelit’ na dve Casti, pricom spolocnym menovatelom je

uplatnenie hydrofilnej interak¢nej kvapalinovej chromatografie v oblasti glykoproteomicke;j

analyzy.

Cielom prvej casti dizertatnej prace bolo preskiimanie rdéznych polarnych

stacionarnych faz pouzivanych v hydrofilnej interakénej kvapalinovej chromatografii a ich

potencialu separovat’ glykopeptidy a ich izoméry:

1.

Testovanie a porovnanie troch stacionarnych faz na separaciu glykopeptidov
hemopexinu a imunoglobulinu G — stacionarna faza obsahujuca pit’ hydroxylovych
skupin na viazanom ligandu, amidova staciondrna faza a stacionarna faza obsahujuca
zwiterionmi modifikovany silikagél. Charakterizacia danych stacionarnych faz na
ucinnost’ separacie glykopeptidov aich izomérov, preskiimanie vplyvu teploty

kolony na ti¢innost’ separacie.

Porovnanie separacie glykopeptidov imunoglobulinu G na reverznej faze
obsahujucej oktadecylom modifikovany silikagél a troch koldnach, obsahujucich
polarny sorbent v reZimu hydrofilnej interakénej kvapalinovej chromatografie —
stacionarna faza obsahujlica nemodifikovany silikagél, silikagél modifikovany
polyhydroxylovym retazcom asilikagél modifikovany aminopropylovymi
skupinami. Preskimanie potencidlu tychto, zatial netestovanych polarnych
stacionarnych faz v glykoproteomickej analyze a porovnanie ich ucinnosti na

separaciu glykopeptidov.

Vyvoj modelu na predikciu retenéného okna glykopeptidov v hydrofilnom
interakénom kvapalinovom mdde na zamedzenie faloSnej detekcie glykopeptidov

v glykoproteomickej analyze.

Cielom druhej casti dizertatnej prace bolo Studium obohatenia glykopeptidov

imunoglobulinu G pomocou extrakcie tuhou fazou na poldrnych stacionarnych fazach

vrezime hydrofilnej interakénej kvapalinovej chromatografie a preskimanie vplyvu

experimentalnych podmienok na u¢innost’ obohatenia.
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2 LITERARNY PREHIAD

2.1 Glykoproteiny

Glykozyléacia proteinov je jedna z najvyznamnejSich a najviac vyskytujucich sa
posttranslaénych modifikacii proteinov [1]. Glykozylacia bielkovin je zlozity, enzymaticky
riadeny proces pri ktorom su oligosacharidové jednotky, tiez nazyvané glykany, pripojené
k proteinovému zdkladu [2]. Glykozylacia sa vyskytuje v baktériach, archebaktériach
a v eukaryotoch, hoci proces glykozylacie a Struktira glykdnov naviazanych na
polypeptidovy retazec st v kazdom organizme znac¢ne odlisné [3]. Predpoklada sa, Ze viac
ako 50% Tl'udskych proteinov je glykozylovanych [4], [5]. Proces glykozylacie zacina
v endoplazmatickom retikule pocas syntézy bielkovin v ribozéme. Glykany st pridané este
na nezbalené proteiny nachadzajlice sa v translokonu, ¢o naznacuje moznost, Ze pripojenie
glykédnov ma vplyv na spravne zbalenie proteinov [6]. Glykoproteiny je moZné klasifikovat’
do dvoch skupin, na ziklade miesta pripojenia glykdnov k proteinu. V pripade
N-glykozylacie, ktora sa najCastejSie vyskytuje v organizmoch, su glykany pripojené na
zvySok asparaginu (Asn) (Obr. 1A), O-glykozylacia prebieha pripojenim glykanov na
molekulu serinu (Ser) alebo threoninu (Thr) (Obr. 1B). Predpokladom uspesnej N-
glykozylacie je pritomnost’ aminokyselinovej sekvencie pozostavajiucej z Asn-Xxx-Ser/Thr

motivu, kde Xxx mdze byt akdkol'vek aminokyselina okrem prolinu [7].

NajvyznamnejSie glykdny vyskytujuce sa v Zivo¢isnych organizmoch st N-acetyl-
glukdzamin, mandza, galaktoza, fukoza, kyselina N-acetylneuraminova (tieZ nazyvana
sialova kyselina) [8]. V rastlinach sa d’alej Casto vyskytuje xyloza, ktora ale nie je pritomna

v glykozyla¢nom profile cicavcov [9].
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Obréazok 1 Schematické znazornenie N- a O-glykozylacie (prevzaté a upravené z [10]).

Struktara N-glykanov obsahuje zakladnu kostru, ktora pozostava z dvoch molekul
N-acetyl-glukozaminov ~ atroch molekul manéz (Obr.2). Pripojenim dalsich
monosacharidovych jednotiek k tomuto jadru vznikaji 3 zakladné typy N-glykanov:
oligomanndzovy, komplexny a hybridny typ. Oligomandzovy typ je najstar$im typom
N-glykanov, obsahuje 5 az 9 molekil mandz pripojenych k jadru, ale vyskytuji sa aj
Struktiry s 20 manozami (typické pre kvasinky). Jednotlivé mandzy moZu byt prepojené
pomocou vizby a3 (d’alej sa nevetvi) a a6 (dochadza k vetveniu) [11], [12]. Komplexné typy
glykénov obsahuju ako na a3-, tak aj na a6-viazanych mandzovych zvySkoch este pripojené
molekuly N-acetyl-glukozaminu, na ktoré mézu byt d’alej napojené monosacharidové
jednotky ako galaktoza alebo sialova kyselina. NavysSe, jadro moze byt fukozylované [13].
Hybridny typ N-glykanov vznika kombindciou oligomandzového a komplexného typu: na
a3 rameno mandzy sa viaze komplexny typ N-glykanu, zatial’ o a6 rameno je rozsirené iba

mandzovymi zvySkami [13], [14].
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a2 a2 a?

a2 B 46

Asn Asn Asn

Oligomanézovy typ Komplexny typ Hybridny typ

Obrazok 2 Zakladné typy N-glykanov pripojenych na molekulu Asn, ¢ervenym oblznikom
je oznacené jadro. Symboly: B N-acetyl-glukozamin; ® Mandza; © Galaktoza; » Fukoza;

¢ Sialova kyselina (prevzaté a upravené z [1]).

Narozdiel od N-glykozylacie, v pripade O-glykozylacie neexistuje ziadny peptidovy
motiv, ktory by uroval miesto pripojenia glykanov. Navyse, O-glykdny obsahuji mensi
pocet monosacharidovych jednotiek [15]. NajcastejSie sa vyskytujicim typom
O-glykozylacie su tzv. muciny, pre ktoré je charakteristické pridanie monosacharidovych
jednotiek na molekulu N-acetyl-galaktozaminu pripojenej k hydroxylovej skupine Ser alebo
Thr (Obr. 3). Zakladne jadro O-glykdnovych Struktur moZe obsahovat dalSie

monosacharidové jednotky, ako je N-acetyl-glukozamin, fukdza a sialova kyselina [16].

Bs a a3 a

Jadro 1 Jadro &

Jadro 2 M ._D_@ Jadro 6

Jadro 3 [(F{H €ZAE» Jadro?

] N-acetyl-galaktozamin O Galaktoza
Il N-acetyl-glukozamin

Obrazok 3 Zakladné typy O-glykanov pripojené na molekulu Ser alebo Thr. Symboly: B N-

acetyl-glukozamin; [0 N-acetyl-galaktozamin; © Galaktdza (prevzaté a upravené z [15]).

16



2.2 Funkcia glykoproteinov

Glykoproteiny zohravaju kIi¢ovi ulohu v mnohych biologickych procesoch.
Nielenze ovplyviiuju zbalovanie a degraddciu bielkovin, stabilizuji ich Struktaru, ale
zucCastiiuju sa v procesoch bunkovej signalizacie, v imunitnej odpovedi, v molekularnom
transporte atiez ovplyviluju interakcie medzi hostitelom a patogénom [17—20].
O-glykoproteiny zabezpecuji spravne zvlhcenie, sprostredkované najmé pritomnost'ou
sialovej kyseliny, vdaka ktorej dochadza k zmene celkového naboja a rozpustnosti
glykoproteinu. Muciny tvoria vysoko hydratované a lubrikacné vrstvy, ktoré chrania epitel

pred dehydrataciou a pred napadnutim patogénmi [21], [22], [23].

Zmeny v glykozyla¢nom profile su Coraz CastejSie pouzivané ako biomarkéry na
sledovanie réznych ochoreni. Glykoproteiny ovplyviiujit zdkladné mechanizmy
molekularnych a bunkovych procesov v oblasti biologie rakoviny. Tieto funkcie zahfnaju
bunkovt signalizaciu, invazivitu nadorovych buniek, ich Sirenie do inych miest organizmu
(metastazovanie), imunitni modulaciu, angiogenézu a interakciu s bunkovym matrixom
[24]. Z toho dovodu je stale zretelnejsi zaujem o glykoproteiny ako potencialny néstroj na
odhalenie onkologickych ochoreni v ich ranych §tadidch a na monitorovanie ich d’alSieho
priebehu [25]. Vyhodou biomarkérov zaloZzenych na glykoproteinoch je moZnost’ ich
stanovenia z krvi (plazma, sérum), z inych telesnych tekutin alebo zo vzoriek tkaniva, ktoré
je mozné ziskat pomocou minimalne invazivnej biopsie [26]. Zmeny v glykozyla¢nom
profile v pripade onkologickych ochoreni sa preukazuji najmd zvySenou ¢i zniZenou
koncentraciou, alebo uplnou stratou Specifickych glykoforiem [27]. Bolo preukazané, Ze
zvySené zastupenie fukozylovanych glykoproteinov je mozné pouzit v pripade
hepatocelularneho karcindmu [28], rakoviny prsnika [29], rakoviny vaje¢nikov [30]
a v pripade rakoviny pl'ic [31]. Aberantna sializ4cia je taktiez vyraznym znakom mnohych
typov rakoviny [32]. Hypersialyzacia a pritomnost kratkych foriem O-glykdanov bola
pozorovand v pripade rakoviny prostaty [33], kolorektalneho karcindmu [34] a v pripade
chronickej lymfatickej leukémie [35]. Zmeny v glykozylécii boli tiez spojené s cukrovkou
[36], Alzheimerovou chorobou [37], reumatickymi chorobami [38] as vrodenymi
chorobami imunitného systému [39].

V poslednej dekade sa zvysil zaujem o biolieCiva zalozené na glykoproteinoch.
Vdaka glykozylacie maji terapeutické proteiny vySSiu Specifitu, lepSiu biologick
dostupnost’, st stabilnejSie a maja dlhsi polocas rozpadu [40]. Glykopeptidové antibiotika

(vankomycin, teikoplanin, telavancin, oritavancin, dalbavancin) vykazuji antibakteridlnu
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aktivitu vo¢i grampozitivnym organizmom prostrednictvom inhibicie syntézy bunkovej
steny [41]. Monoklondlne protilatky (imunoglobuliny obsahujuce glykozylaciu v Fc
regione) sa vyuzivaju najma v protirakovinovych liecbach [42 — 45]. Komer¢ne su dostupné

lieCiva s aktivnou latkou trastuzumab [46], erytropoetin [47] a bevacizumab [48].

2.3 Analyza glykoproteinov

Analyza glykoproteinov je zlozitd a narocna uloha aj napriek dostupnym modernym
bioanalytickym metédam. Vyvoj novych, a optimalizécia uz existujicich bioanalytickych
metod je prioritna uloha kvoli zabezpeceniu spravnej kvality vyroby biolie¢iv a vyskumu
novych biomarkérov. Analyzu glykoproteinov stazuje hlavne vysoka mikro-
a makroheterogenita glykoproteinov [49]. Makroheterogenita spo€iva v Strukturilnej
diverzite glykoproteinov vznikajica v doésledku pritomnosti alebo nepritomnosti glykanu na
Specifickom mieste v proteine (ani Specificka peptidova sekvencia nezarucuje glykozylaciu),
pricom ako mikroheterogenita sa oznacuje Strukturadlna rozmanitost’ glykoproteinu kvoli
pritomnosti réznych glykédnovych Struktur pripojenych na glykozylaéné miesto [50].
Navyse, jednotlivé glykany mozu byt’ prepojené roznymi vizbami a proteinovéa sekvencia
tieZ obsahuje vysoku mieru diverzity [51]. Analyzu d’alej komplikuje nizka koncentracia
glykoproteinov v biologickych vzorkdch a ich nizka ioniza¢nd UCinnost’ v porovnani
s neglykozylovanymi peptidmi [52].

V (glyko)proteomickej analyze je najbeznejSie vyuzivanym pristupom tzv. ,,bottom-
up* technika, ktora charakterizuje a pracuje s kratSimi sekvenciami (glyko)peptidov, ktoré
boli ziskané pomocou enzymatického Stiepenia (glyko)proteinov [53]. Existuje Siroka Skéla
Specifickych amenej Specifickych enzymov pouZivanych na proteolytické Stiepenie
(glyko)proteinov. Medzi najznamejSie patri trypsin, ktory je najbeznejSie pouZzivanym
enzymom vd’aka vysokej Specifickosti (proteinovi sekvenciu Stiepi za molekulami argininu
alebo lyzinu), dostupnosti a u¢innosti [54]. Dal$ie menej $pecifické enzymy pouZivané v
(glyko)proteomike su chymotrypsin, Glu-C, Lys-C [55] alebo prondza E (mozna je aj ich
kombinécia) [56]. Glykopeptidy ziskané pomocou proteolytického Stiepenia je mozné
analyzovat’ dvoma pristupmi. Prvy vyuziva odstiepenie glykanov od peptidovej kostry,
druhy analyzuje priamo glykopeptidy. Vyhodou prvého zmienené¢ho pristupu je isté
zjednoduSenie analyzy kvoli znizeniu makroheterogenity glykanov, moznost dalSej
modifikacie uvolnenych glykanov (derivatizacia, fluorescentné a kolorimetrické znacenie)

[57], [58], [59]. Nevyhodou odstiepenia glykdnu od peptidu spociva v strate informdcie
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o glykozylatnom mieste a peptidovej sekvencie, ktord je tiez nositelom klucovych
informadcii. Na odstiepenie N-glykanov sa pouziva N-glykoziddza F (PNGaza F), ktora Stiepi
vazbu medzi molekulou Asn a N-acetyl-gluk6zaminom, bez ohl'adu na velkost” a Struktiru
glykanu [60], [61]. V pripade O-glykozylacie, neexistuje ziadny univerzalny enzym sluziaci
na odstiepenie glykanov, preto su odstiepené chemicky pomocou B-eliminacie [62], [63],
[64]. Analyza odsStiepenych glykanov a intaktnych glykopeptidov zvyc€ajne vyuziva
vysokorozliSovaciu hmotnostnu spektrometriu (MS), ktora vSak sama nie je schopna
kvantifikacie glykanov a glykopeptidov, neposkytuje kompletné¢ fragmentacné spektra,
a Casto neposkytuje Uplnu Strukturdlnu informaciu (nedokaze rozlisit’ jednotlivé izoformy
glykénov), a preto je kombinovana so separacnymi technikami, najcastejsSie s kvapalinovou
chromatografiou (LC) a kapildrnou zénovou elektroforézou (CZE) [65], [66]. Vd'aka Siroke;j
dostupnosti komerénych stacionarnych faz, LC umoznuje glykoproteomickll analyzu
v roznych chromatografickych médoch, medzi najbeznejsie pouzivané patri chromatografia
na reverznej faze (RP), hydrofilnd interakénd kvapalinova chromatografia (HILIC)

a chromatografia vyuZivajlca stacionarne fazy na baze porézneho grafitového uhliku (PGC).

2.3.1 Chromatografia na reverznej faze v glykoproteomike

Separacia glykopeptidov na RP-LC najcastejSie prebieha na oktadecylom (C18)
modifikovanej stacionarnej faze. Navyse, nepolarne staciondrne fazy sa v glykoproteomike
Casto pouzivaju ako predbezny krok pred charakterizaiciou pomocou MS, priom
tieto vyskumy sa neststredia na samotni separaciu [67 — 71]. V separaciach na RP sa
uplatiujit hlavne hydrofébne interakcie peptidovej sekvencie so stacionarnou fézou
s dodatoénym vplyvom glykanovej casti [72]. Bolo preukazané, Ze zvySenim poctu
neutrdlnych glykédnov (N-acetyl-glukozamin, mandza, galaktéza, fukoza) dochadza
k zvyseniu celkovej polarity glykopeptidu a tym dochadza k zniZeniu retencie [73], [74]. Na
druhu stranu, glykopeptidy obsahujice sialovi kyselinu vykazuju silnejSiu interakciu
s nepolarnou stacionarnou fazou, pravdepodobne kvoli neutralizacii pozitivheho naboja
vznikajaceho na peptidovej sekvencii, €o vedie k ich neskorsej elucie [75], [76], [77]. Hoci
separacia glykopeptidov pomocou RP-LC je najcastejSie pouzivany chromatograficky mod,
nie je dostato¢ne ucinny na separaciu glykforiem naviazanych na rovnaka peptidovu kostru
a tiez nie je vhodny na separaciu glykanovych izomérov, ktoré sa liSia iba v polohe vetvenia

a/alebo vo vézbe pripojenych glykanov [78].
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2.3.2 Chromatografia na polarnych stacionarnych fazach v HILIC moéde

HILIC je alternativnym chromatografickym mdédom k separdcidm na nepoldrnych
staciondrnych fazach, ktord je schopna separovat’ polarne latky. Tato chromatograficka
technika si naSla svoje uplatnenie v analyze biofarmaceutik [79], potravin [80],
kontaminantov ~ Zivotného  prostredia  [81], oligonukleotidov ~ [82] a mimo
iného v metabolomickej analyze [83]. HILIC je kombinaciou troch hlavnych
chromatografickych metdd (vid’ Obr. 4). Stacionéarna faza pouzivand v HILIC separacidch
ma polarny charakter, podobne ako stacionarne fazy pouzivané v chromatografii na
normdlne] faze. Jednd sa o nemodifikovany silikagél alebo silikagél s naviazanymi
polarnymi funkénymi skupinami ako su diolové, aminové, amidové alebo zwitterionové
(ZIC) skupiny. Na druht stranu, mobilnd fdza pouzivand v HILIC separacidch sa zhoduje
s mobilnou fazou pouzivanou v RP mode, ide o zmes organického rozpustadla (najcastejsie
metanolu alebo acetonitrilu) s vodou. Je mozné pouzit’ izokraticku alebo gradientovu eluciu,
pricom pociatocna koncentracia organickej zlozky mobilnej fazy sa obvykle pohybuje nad
70-90%. Mobilna fadza moze obsahovat’ rozne aditiva, ako napr. kyseliny, bazy a je mozné
pouzit' aj pufrované roztoky. V pripade, Ze staciondrna faza obsahuje nabité funkéné
skupiny, je mozné HILIC pouzit na separaciu ionizovatelnych analytov — podobnost’

s ibnovou chromatografiou (IC) [84].

Obrazok 4 Znazornenie kombinécie troch hlavnych LC moédov pritomné v HILIC

separaciach (prevzaté a upravené z [84]).
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Separacny mechanizmus v HILIC mode je pomerne zlozity a bolo preukdzané, ze je
kombinéaciou viacerych mechanizmov. Prva tedria navrhuje, Ze hlavnym separacnym
mechanizmus je rozdelovanie polarneho analytu medzi stacionarnou fazou, na ktorej je
naadsorbovana vrstva vody z mobilnej faze, a medzi mobilnou fazou bohatou na organickt
zlozku [85]. Dalej sa analyt mdze priamo naadsorbovat’ na polarnu stacionarnu fazu
prostrednictvom polarnych interakcii ako napr. vodikové vizby, interakcie dip6l-dipol alebo
neSpecifickych van der Waalsovych sil [86]. V pripade, Ze staciondrna faza a analyty st
nabité je mozné pozorovat’ zmieSany retencny mod, ktory kombinuje hydrofilné a ibnovo-
vymenn¢ interakcie [87], [88].

Oproti separacie glykopeptidov v RP, v HILIC rezime je ich zadrzanie zaloZena
primarne na glykdnovej Casti s dodatocnym vplyvom peptidovej kostry. So zvySujicim sa
poctom monosacharidovych jednotiek v glykopeptidoch sa zvySuje ich hydrofilnost, ¢o
vedie k silnejSej retencii v HILIC mode. Navyse, HILIC je schopny separovat’ nielen
polohové, ale aj glykédnové izoméry liSiace sa vo vézbe [78], [89]. Sucasné poznatky HILIC
chromatografie v separacii odstiepenych glykénov a intaktnych glykopeptidov boli zhrnuté
v naSom prehl'adovom ¢lanku, ktory vedl'a LC technik popisuje mimo iné aj vyuZzitie CZE
v glykomike a glykoproteomike. Prehl'adovy ¢lanok je priloZeny na konci dizertacnej prace

ako Priloha IV.
2.3.3 Separacia glykopeptidov v PGC

Posledny chromatograficky mdd beZne pouZivany na separaciu glykopeptidov
vyuziva stacionarne fazy na baze PGC. V tomto pripade staciondrna faza obsahuje plne
porézne sférické Castice, kym mobilnd faza je zmes vody (alebo pufru) a organického
rozpustadla (acetonitril alebo metanol). Vyhodou separacie na PGC je, Ze je schopna zadrzat’
a separovat’ tak hydrofilné, ako aj hydrofébne analyty. Polarne analyty su separované na
zéklade ,,polarnej retencie na grafite” (PREG), pricom so zvySujicou sa polaritou analytov
dochadza k vyssej afinite k povrchu grafitu [90]. NavySe kvoli plochej Struktire PGC
stacionarnej fazy, retencia je tiez ovplyvnena 3D S§trukturou analytov [91].

Pociatky separacie glykopeptidov na PGC zasahuji do 90. rokov, ked’ vyskumny tim
Daviesa prvykrat separoval glykopeptidy fetuinu na HyperCarb kolone [92], [93].
Zaujimaveé vysledky dosiahlo Fan akol.,, ktory porovnal separaciu glykopeptidov
ribonukleazy B (RNase B), ktora bola nastiepena pomocou pronazy na nepolarnej C18 a na
PGC kolone. Glykopeptidy s kratkou aminokyselinovou sekvenciou neboli vobec zadrzané

na C18 kolone, na druht stranu boli uspesne separované na PGC. Taktiez pozorovali vplyv
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peptidovej kostry na retencné chovanie, kde sa retencia hydrofobnych glykopeptidov
obsahujucich dlhé peptidové sekvencie vykazovali silnejSiu interakciu s PGC kolonou
a dokazali, ze peptidova kostra ma vyznamnejsi vplyv na separaciu ako maju glykany [94].
Hoci bolo preukazané, ze PGC je schopny separacie glykopeptidovych izomérov [95 — 98],
poskytuje nizsiu reprodukovatel'nost’ rozliSenia a reten¢nych casov a ma horsSiu robustnost’
v porovnani so separaciou na kolénach HILIC [99]. V pripade PGC separacie bola
najcastejSie skimana separacia glykopeptidov a glykopeptidovych izomérov hovidzieho
laktorferinu, kappa kazeinu a hovidzieho fetuinu (obsahuji ako N-, tak aj O-glykozylacné
miesta) [95], RNase B, l'udského vitronectinu, monoklonalnych protilatok a prostaticky
Specifického antigénu [97]. Bolo preukazané, ze teplota kolony v PGC chromatografii ma
vyznamny vplyv na G€innost’ separacie glykopeptidovych izomérov. Zhu a jeho vyskumna
skupina skumala separdciu dvojramennej glykoformy s dvoma sialovymi kyselinami
hovidzieho fetuinu, kde zistili, Ze so zvySujicou sa teplotou kolony (z 25 °C na 75 °C) doslo
k separacii izomérov, ktoré sa lisili v type vazby (sialova kyselina pripojena vizbou a3 alebo
a6) [98].

Podrobne sme sa separdcii glykanov a glykopeptidov pomocou PGC venovali

v nasom prehl'adovom ¢lanku (vid’ Priloha IV).

2.4 Obohatenie glykopeptidov

V glykoproteomike je v poslednych rokoch vysoky zdujem o obohacovacie techniky,
sluziace na zjednodusSenie analyzy komplexnych vzoriek glykopeptidov. Vd’aka obohateniu
Castokrat dochadza k odstraneniu neglykozylovanych peptidov, ktoré potlacuja ionizaciu
glykopeptidov a tym dochadza k zvySeniu citlivosti detekcie, zjednoduSeniu separacie
a stanoveniu glykopeptidov [100]. Obohacovacie techniky mozno kategorizovat’ na zaklade
pouzitej metodoldgie do niekolkych skupin. Patri sem obohacovanie pomocou lektinov
[101], metody zaloZené na tvorbe kovalentnych interakcii [102], [103] alebo na chelatacnych
reakciach [104] a v neposlednom rade precistenie glykopeptidov s vyuzitim extrakcie

pevnou fazou (SPE), ktord operuje v HILIC rezime [105].
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2.4.1 Obohatenie glykopeptidov pomocou lektinovej chromatografie

Lektiny st proteiny, ktoré st schopné Specificky rozpoznat' a reverzibilne viazat’
glykénové Struktiry naviazané na peptidy, vd’aka omu je ich mozné pouzit’ na izoléciu,
preCistenie a charakterizaciu glykopeptidov [101]. Lektinova afinitna chromatografia
vyuziva lektiny, ktoré su imobilizované na pevnom nosic¢i, napriklad na agaroze.
Glykopeptidy obsahujuce glykanové Struktary s afinitou k danému lektinu sa na ne
reverzibilne viazu, ¢o umoznuje ich selektivnu separaciu, pricom neiteragujuce latky sa
nezadrzuju. Nasledne, zadrzané glykopeptidy st vymyté pomocou Specifickych pufrov
[106], [107], [108]. Najbeznejsie pouzivanymi lektinmi st konkanavalin A (Con A), ktory
Specificky viaze oligomanozové glykopeptidy a glykopeptidy hybridného typu [109] alebo
lektiny izolované z bazy Ciernej, ktoré su schopné viazat’ glykopeptidy s fukézou a sialovou
kyselinou [110]. Nevyhodou obohatenia glykopeptidov pomocou lektinov spociva v tom, ze
jeden lektin je schopny viazat' iba jeden Specificky typ glykanov a existuje iba malé

mnozstvo lektinov, ktoré by boli schopné viazat' O-glykany [111].

2.4.2 Obohatenie glykopeptidov na zaklade kovalentnych interakcii

Do tejto skupiny sa radia metddy zaloZené na reakcidch s hydrazidom [102], [112],
[113] a metody zaloZené na interakciach s kyselinou boritou [103], [114], [115]. Zakladom
prvej zmienene] metddy je oxidacia sacharidovych cis-diolovych skupin na aldehydy
pomocou jodistanu. Nasledne sa vytvori hydrazonova vézba medzi vzniknutym aldehydom
a hydrazidom, ktory je ukotveny na pevnom nosic¢i, pricom neglykozylované proteiny su
znosia vymyté. Zadrzané glykoproteiny su podrobené proteolyze a N-glykozylované
peptidy st uvol'nené pomocou PNGasy F. Hoci tato metdda je vhodna na zachytenie N- a
O-glykopeptidov, analyza obohatenych glykopeptidov sa obmedzuje na N-glykopeptidy,
pretoZze neexistuje dostatoCne Specificky aU¢inny enzym sluZiaci na uvolnenie
O-glykopeptidov. Navyse, tento spdsob obohatenia neposkytuje informécie o glykanove;j
Struktare a stupni obsadenosti glykozylaéného miesta [116].

Metodu zalozent na interakcii s kyselinou boritou je mozné pouzit’ na obohatenie
glykopeptidov obsahujiicich mandzu, galaktézu a glukoézu na zéklade tvorby kovalentne;j
viazby medzi cis-diolovymi skupinami akyselinou boritou, s ktorou moézu byt
funkcionalizované r6zne materialy. Vyhodou tejto metddy je, Ze boronatové estery sa tvoria

iba pri vysokej hodnote pH a zmenou prostredia je mozné reakciu zvratit, €o sa vyuziva na
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uvolnenie glykopeptidov [117]. Nevyhodou tejto metddy spociva v nizkej Specifite
obohatenia, pretoze zli¢eniny obsahujuce cis-diolové skupiny, ako napr. nukleotidy, mézu

byt tiez zachytené, ¢o obmedzuje a komplikuje analyzu glykopeptidov [118].

2.4.3 Obohatenie glykopeptidov pomocou chelataénych reakcii

Afinitné reakcie s ionmi kovov su vyuzivané pre analyzu a obohatenie biomolekul
s jedinecnymi i6novo- alebo ligandovo-vymennymi vlastnostami, ako st fosforylované a
glykozylované peptidy [104]. Tato metéda vyuziva tvorbu koordinacnej vizby medzi
neobsadenym orbitdlom na iéne kovu (upevneny na tuhom nosi¢i) a nevidzbovym
elektronovym parom z atomu kyslika (v karboxylatovych alebo hydroxylovych skupinach)
alebo atomu dusika (v aminovych skupinach) na glykane. Okrem toho modze afinitu
ovplyvnit' aj elektrostatickd interakcia medzi zdporne nabitymi glykanmi a pozitivne
nabitymi ibnmi na povrchu nosica, o je mozné vyuzit na obohatenie glykanov obsahujtcich
sialovu kyselinu. Najbeznejsie materidly pouzivané na obohatenie glykopeptidov pomocou
chelatacnej reakcie vyuzivaji oxid titanicity, oxid zirkoni¢ity a nanocCastice na zaklade

striebra [119].

2.4.4 Obohatenie glykopeptidov pomocou SPE-HILIC

Dalsou slubnou technikou na predistenie a obohatenie glykopeptidov je SPE
vyuzivajuca HILIC princip. Rovnako ako v HILIC chromatografii, aj v tomto pripade je
staciondrna faza polarna (nemodifikovany alebo modifikovany silikagél), pricom mobilna
faza je zmes vody (alebo pufru) s vysokym obsahom organického rozpustadla s moZnostou
pridavku modifikdtoru mobilnej fazy. Hlavna vyhoda SPE-HILIC spociva v jeho vysokej
selektivite voci glykozylovanym peptidom, ktoré su prednostne zadrzané na polarnej
staciondrnej faze [105], v jeho schopnosti pracovat’ s glykanom, ktory je stale pripojeny k
peptidu, umoznujuc sucasnu analyzu glykozylacného miesta, glykanu a peptidu [119].
Okrem toho je schopnd obohatit N- a O-glykopeptidy [120] a pouZiva mobilni fazu
kompatibilni s MS detekciou [121]. Staciondrne fazy pouzivané na obohatenie
glykopeptidov zahriiuju ZIC-HILIC [122 — 126], nemodifikovanu vatu [105], [127] alebo
vatu v kombinécii s ZIC materidlom [128], materialy na baze sacharidov [129], [130] alebo

na baze nanocastic modifikovanymi aminovymi a ZIC funkénymi skupinami [131], [132].
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Bolo preukézané, ze zlozenie elu¢ného roztoku pri obohacovani glykopeptidov al-
antitrypsinu a imunoglobulinu G (IgG) pomocou SPE-ZIC-HILIC mé vyznamny vplyv na
ucinnost’ obohatenia. Alagesan a kol. porovnavali rézne elucné rozpustadla (metanol,
etanol, izopropanol a acetonitril), kde zistili, ze u€innost’ obohatenia zavisela nielen od
pouzitého rozpustadla, ale aj od hydrofilnosti peptidového retazca. Metanol bol nevhodny
na obohatenie glykopeptidov s hydrofébnou a hydrofilnou kostrou, etanol a izopropanol
sucasne obohatili glykozylované a neglykozylované peptidy. Optimélne vysledky boli
ziskané pri pouziti acetonitrilu [125]. Tento vyskum poukazuje na dolezitost ladenia
experimentalnych podmienok vyuzivajucich SPE-HILIC obohatenie a hraju kI'i¢ovu rolu

v ucinnosti a selektivite obohatenia.
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3 VYSLEDKY A DISKUSIA - KOMENTARE
K PUBLIKACIAM

3.1 Stidium precipitacie glykopeptidov zivisiaca na typu pripojenych
glykanov v rozpust’adliach s vysokym obsahom organického rozpust'adla

pouzivanych v HILIC reZime — Publikacia I

Tato praca Studuje precipitdciu glykopeptidov v zavislosti na typu pripojené¢ho
glykanu k peptidovej kostre v rozpustadlach s vysokym obsahom acetonitrilu. Zakladom
tohto vyskumu bolo stadium, kde autori zistili, Ze niektoré glykopeptidy su v HILIC moéde
menej zastipené ako pri separacidch v RP mdde [74]. Toto pozorovanie nds viedlo
k hypotéze, ze niektoré glykoformy maji obmedzenu rozpustnost’ a toto Stadium poukazuje
na dodlezitost’ zlozenia rozpustadla vzorky v rozpustadlach pouzivané v HILIC analyzach.
Boli sktimané glykopeptidy hemopexinu s peptidovou kostrou SWPAVGNCSSALR
a ALPQPQNVTSLLGCTH a haptoglobinu s peptidmi VVLHPNYSQVDIGLIK a
MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK. Oba tieto glykopeptidy slizia ako markéry
hepatocelularneho karcinomu [133], [134].

Glykopeptidy boli ziskané pomocou enzymatického Stiepenia glykoproteinov
hemopexinu a haptoglobinu, nasledne bola alikvotna Cast’ desialyzovand pomocou enzymu
02-3,6,8,9 neuraminidazy. Desialyzované a sialyzované vzorky boli zmieSané v pomere 1:1,
vysusen¢ a rozpustené v 2% acetonitrilu s 0,1% mravcou kyselinou. Tato vzorka slazila ako
referenéna, pretoZe za tieto podmienky st glykopeptidy tplne rozpustené. Cast’ tejto vzorky
bola zriedend acetonitrilom tak, aby boli ziskané vzorky s obsahom acetonitrilu 90, 80, 70
a 60% a s koncentraciou proteinu 0,05 pg pL!. Jedna sada vzoriek bola udrziavana 10 minut
priizbovej teplote a druha 24 hodin pri 4 °C (beZna teplota v autosampleroch), okrem vzorky
v 90% acetonitrile, ktord bola testovana len pri izbovej teplote. Vzorky boli nasledne
odstredené a patkrat zriedené 2 % acetonitrilom s 0,1% mravcou kyselinou.

Relativne plochy pikov boli spocitané ako plocha pikov Specifickej glykoformy
glykopeptidu rozpustenej v rozpustadle s vysokym obsahom acetonitrilu vydelena
zodpovedajucou plochou piku v referenc¢nej vzorke a vynasobena 100. Na Obr. 5 su vidiet
nasledovné trendy pre glykopeptidy hemopexinu: (1) vysoka precipitacia vSetkych
glykopeptidov v 90% acetonitrilu; (2) so zvySujicim sa poctom neutrdlnych glykanov sa

zvysila precipitacia z dovodu vysSej hydrofilicite glykopeptidu v 80% acetonitrile;

26



(3) znizena rozpustnost’ glykopeptidov pri skladovani vzoriek pri 4 °C pocas 24 hodin, ¢o je
spdsobené nizSou rozpustnostou glykopeptidov pri nizsej teplote; (4) signifikantny vplyv
sialovej kyseliny na rozpustnost’ glykopeptidov. Pritomnost’ sialovej kyseliny v glykanovom
retazci znizila rozpustnosti glykopeptidov v rozpustadle s vysSim obsahom acetonitrilu, s
najvacsou pravdepodobnostou z dovodu vysSej polarity sialovej kyseliny (logP =-3,5)
v porovnani s neutrdlnymi monosacharidmi, napr. galaktéza (logP =-2,6) alebo fukdza

(logP =-2,4) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound). Okrem pripojené¢ho glykanu,

peptidova kostra mala tiez vplyv na rozpustnost’ glykopeptidov, €o sa prejavilo v odliSnej
rozpustnosti  sialyzovanych  glykopeptidov ~ hemopexinu ~ SWPAVGNCSSALR
a haptoglobinu  VVLHPNYSQVDIGLIK (vid Obr. 6A), ktoré vykazovali nizSiu
rozpustnost’ ako sialyzované glykopeptidy s ALPQPQNVTSLLGCTH peptidovou kostrou
pravdepodobne kvoli celkovo vySSej polarity glykopeptidu. Na druhu stranu Studované
glykopeptidy haptoglobinu s peptidovou kostrou MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK
vykazovali vysSiu rozpustnost ako ostatné Studované glykopeptidy, pravdepodobne
z dovodu vyssej hydrofobicity peptidového ret’azca.

Na zéklade vysSie uvedenych pozorovani rozpustnost’ glykopeptidov vo vysokom
obsahu acetonitrilu v rozptstadle vzorky zavisi ako od typu pripojeného N-glykanu, tak aj
od polarity peptidového ret'azca. Toto zistenie je podstatné pre HILIC chromatografiu, kde
rozpustenie vzorky vo vysSom obsahu acetonitrilu je Ziadané, ale mdze viest' k stratam
analytov v dosledku precipitacie. Tato precipitdicia modze ovplyvnit' kvantifikdciu

glykopeptidov, €o je vel'mi doleZita napriklad pri vyskume biomarkérov.
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Obrazok 5 Vplyv koncentracie acetonitrilu v rozpustadle vzorky na precipitaciu
glykopeptidov  hemopexinu s peptidovou kostrou SWPAVGNCSSALR (A) a
ALPQPQNVTSLLGCTH (B). Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky su sucastou
Publikécie 1.
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Obrazok 6 Vplyv koncentracie acetonitrilu v rozpustadle vzorky na precipitaciu
glykopeptidov haptoglobinu s peptidovou kostrou VVLHPNYSQVDIGLIK (A) a
MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK (B). Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky
su sucast'ou Publikacie I.
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3.2 Porovnanie roznych HILIC stacionarnych faz v separacii

glykopeptidov hemopexinu a IgG a ich izomérov — Publikacia 11

Druhé publikécia je zamerana na porovnanie r6znych HILIC stacionarnych faz na
separaciu glykopeptidov hemopexinu a IgG aich izomérov. Ako uz bolo zmienené,
hemopexin je preukdzanym biomarkérom onkologickych ochoreni a IgG je najddlezitejSou
protildtkou v Tudskom tele [135]. V rdmci prace boli porovnané tri stacionarne fizy, HALO®
penta-HILIC (2,1 x 150 mm; 2,7 um; Advanced Materials Technology, Wilmington,
Delaware, Spojené Staty), Glycan Amide s technolégiou etylénom premostenych
hybridnych (BEH) castic (2,1 x 150 mm; 1,7 pum; Waters Corporation, Milford,
Massachusetts, Spojené Staty) a SeQuant ZIC-HILIC (2,1 x 150 mm; 3,5 um; Merck,

Darmstadt, Nemecko). Struktiira staciondrnych f4z je zobrazena na Obr. 7.

CH HO A -Q O

! i) s OH y \
: | / A \
§-o—s —(Linker))_g_(OH [ —O-Si Linker /
CH HO OH \ /

3 \\ — y —— O NH 2

©)

Obrazok 7 Struktira HILIC stacionarnych fiz pouZitych na separaciu glykopeptidov
hemopexinu a IgG. HALO® penta-HILIC (A), Glycan BEH Amide (B) a ZIC-HILIC (C)
(prevzaté a upravené z [136], [137], [138]).

Vsetky merania boli prevedené na kvapalinovom chromatografu Agilent 1290
Infinity II s bindrnou gradientovou pumpou (Agilent Technologies, Nemecko) spojenym
s vysokorozliSovacim hmotnostnym spektrometrom Bruker maXis qTOF (Bruker,
Nemecko) s elektro-sprejovou ionizaciou. Merania boli prevedené v datovo zavislom mode,
pricom fragmentovanych bolo pét najintenzivnejSich prekurzorov. Na fragmentaciu bola
pouzita kolizne indukovana disociaca (CID) s pouzitim koliznej energie 35-70¢V.

V tabulke 3.2.1 su uvedené studované glykopeptidy a ich skratky.

29



Tabul’ka 3.2.1. Studované glykopeptidy hemopexinu a IgG. Popis symbolov vid’ na Obr. 2.

Hemopexin
~ L B 9
5 - < - o oe mnme o ol —e
0 N | N ] . -
SWPAVGN"¥'CSSALR gL S I v o o moe ol
A2QG2 A2G2F1 A2G2S1 A2G2S2 A3G3S1
1 el
0 | _ @ @
'FFJ i+ &N -
ALPQPQN**VTSLLGCTH e I e Ceno
A2QG2 A2G2F1 A2G2S1 A2G2S2
IgG
e n e - = e éi ."J‘
EEQYNISOSTYR ® N I .\. ll\'_“' I .\. | ] .I‘ -
(IgG1) A2F1 A2GI1F1 A2G2F1 G1A3F1
EEQFN'SSTFR T ‘<.H.'}f<:- T S .
(IgG2) A2GI1F1 A2G2F1

V tabulke 3.2.2 su uvedené¢ optimalizované gradienty pouzité na separaciu
glykopeptidov. V pripade Glycan BEH amidovej a HALO® penta-HILIC kolony bolo
mozné pouZit’' rovnaky gradientovy program, ale v pripade ZIC-HILIC kolony bolo potrebné
pouzit’ pomalsi gradient, aby bola dosiahnuta €o najlepSia separacia glykopeptidov. Prietok

mobilnej fazy bol 0,3 mL min™! a kolona bola vyhrievana na 40 °C (ak nie je uvedené inak).

Tabulka 3.2.2 Gradientové profily pouzité na separaciu glykopeptidov. Zlozka B je

acetonitril s 0,1% mravcou kyselinou.

® -
HALO™ penta-HILIC a SeQuant ZIC-HILIC

Glycan BEH amide
Cas (min) B (%) Cas (min) B (%)
0 80 0 80
10 90 10 80
25 65 35 65
35 50 45 40
40 40 55 40
43 80 58 40
55 80 70 80
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3.2.1 Separacia glykopeptidov hemopexinu a jeho izomérov

V pripade hemopexinu sme skimali dve glykozyla¢né miesta, ato
SWPAVGN'"*CSSALR (oznadené ako PEP1) a ALPQPQN**VTSLLGCTH (oznadené ako
PEP2). Kozlik a kol. potvrdili, Ze glykopeptidy SWPAVGN'"*'CSSALR su viac hydrofobne
ako glykopeptidy s ALPQPQN***VTSLLGCTH peptidovou kostrou, a tym vykazuju slabsiu
interakciu s polarnou HALO® penta-HILIC a HALO® HILIC stacionarnou fazou, ¢o vedie
k ich rychlejsej elucii z kolony [74], [78]. Tento trend sme pozorovali v pripade separacie
glykopeptidov na kolone HALO® penta-HILIC (Obr. 8A). Zo ziskanych chromatogramov
je vidiet, e v pripade pouZitia kolony HALO® penta-HILIC glykopeptidy hemopexinu
eluovali v Sirokom retencnom okne 17,0-33,5 min. Ako uz bolo zmienené, v pripade HILIC
separacie zadrzanie glykopeptidov je hlavne ovplyvnené naviazanym glykanom. Z toho
dovodu na HALO® penta-HILIC koléne najniZsiu retenciu vykazovala glykoforma A2G2,
po ktorej eluovala glykoforma s naviazanou fukézou A2G2F1, ktord zvysila celkova
polaritu glykopeptidu. Navyse, sialyzované glykopeptidy vykazovali silnt interakciu so
stacionarnou fazou, pravdepodobne kvoli pritomnosti piatich hydroxylovych skupin na
stacionarnej faze (vid’ Obr. 7), ktoré moZu poskytovat’ silnejSiu vodikovl interakciu so
skupinou karboxylovych kyselin zvyskov sialovych kyselin, ¢o viedlo k ich silnejSiemu
zadrZaniu [78]. V pripade separacie glykopeptidov hemopexinu na amidovej stacionarnej
faze sme pozorovali uzSie retenéné okno glykopeptidov (30,0-31,5 min) a odlisSna
selektivitu, pretoze glykoforma A2G2 s peptidovou kostrou ALPQPQN**VTSLLGCTH
eluovala ako prva, pri¢om na HALO® penta-HILIC koléne vykazovala silnejsiu interakciu
so stacionarnou fazou aeluovala ako druhd. NavySe, retenné CcCasy sialyzovanych
retencné Casy sialyzovanych glykopeptidov, v dosledku elektrostatického odpudzovaniu
medzi zaporne nabitou sulfobetainovou funkénou skupinou staciondrnej fazy a zaporne
nabitymi sialovymi skupinami glykdnov. Z toho dévodu ako prvé eluovali disialyzované
glykopeptidy, po ktorych nasledovali monosialyzované a nakoniec neutrdlne. Hoci
glykopeptidy vykazovali najsilnejSiu interakciu so ZIC-HILIC kolonou spomedzi

testovanych kolon, tato kolona poskytovala najhorsiu separaciu glykoforiem hemopexinu.
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Obrazok 8 Separacia glykopeptidov hemopexinu na kolone HALO® penta-HILIC (A),
Glycan BEH amide (B) a ZIC-HILIC (C). Ako PEP1 je oznafend peptidova kostra
SWPAVGN"'CSSALR a ako PEP2 peptidova kostra ALPQPQN**VTSLLGCTH. Popis

symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky st sticastou Publikacie II.

Nasledne sme skimali potencial HILIC kolon v separacii izomérnych glykoforiem
hemopexinu. Bolo preukédzané, ze v pripade glykoformy A2G2F1 fukoéza je naviazana na
jadre alebo na ramene [74]. Najlepsia separacia bola dosiahnutd na HALO® penta-HILIC
koldne (vid’ Obr. 9A a D), ktord bola schopna separovat’ tieto izoformy s rozliSenim R = 1,99
(vpripade =~ SWPAVGN''CSSALR  glykopeptiduy aR=136 (v  pripade
ALPQPQN**VTSLLGCTH). Na Glycan BEH amidovej koléne sme ziskali rozlisenie
R=1,72 s SWPAVGN"'CSSALR peptidovou kostrou, v pripade druhého sledovaného
fukozylovaného glykopeptidu sme neboli schopni tieto dva izobarické glykoformy

separovat’ (Obr. 9B a E). ZIC-HILIC koldna nebola schopna oddelit’ fukozylované izoformy
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hemopexinu ani jednej sledovanej peptidovej kostry, ani napriek optimalizovanému

gradientovému programu (Obr. 7C A F).

A) HALO® penta-HILIC B) Glycan BEH amide C) ZIC-HILIC
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Obrazok 9 Separédcia fukozylovanych glykoforiem hemopexinu s peptidovou kostrou
SWPAVGN'"'CSSALR (PEP1) a ALPQPQN***VTSLLGCTH (PEP2) na réznych HILIC

kolénach. Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky st sucast’ou Publikécie I1.

Jednotlivé chromatografické piky boli priradené ku izoformam na zaklade
fragmentacnych spektier (Obr. 10) za predpokladu, ze v pripade napojenia fukozy na jadro
glykdnu je vo fragmentacnom spektre pritomny fragment m/z 1753,80 pre glykopeptid s
SWPAVGN"'CSSALR (Obr. 10A) a m/z 2085,10 pre
ALPQPQN***VTSLLGCTH glykopeptid (Obr. 10C). Tieto fragmenty neboli pritomné

vo fragmentacnych spektrach v pripade pripojenia fukézy na rameno glykénu (Obr. 10B

kostorou

a D). V hmotnostnom spektre st d’alej viditelné charakteristické oxoniové idny, ktoré

vznikaju fragmentaciou glykéanu, jedna sa o m/z 138, 168, 204, 366 [139].
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Obrazok 10 Fragmentacné spektra fukozylovanych izoforiem hemopexinu ziskané

kolone

HALO®

penta-HILIC.  Ako

PEP1
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SWPAVGN'¥CSSALR a ako PEP2 peptidova kostra ALPQPQN**VTSLLGCTH. Popis

symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky su sucast’ou Publikacie II.

Daldim dolezitym izomérom su glykopeptidy hemopexinu s jednou naviazanou
sialovou kyselinou. V pripade dvojramenného monosialyzovaného glykopeptidu sa izoméry
lisia v lokalizacii sialovej kyseliny, ktora moze byt napojenda na a3 alebo a6 anténu.
Najucinnejsia separacia bola dosiahnutd na HALO® penta-HILIC kolone, ktora separovala
tieto izoméry na zdkladnej linii srozliSenim R=3,09 pre SWPAVGN!®’CSSALR
glykopeptid (Obr. 11A) a R = 2,24 pre ALPQPQN**VTSLLGCTH glykopeptid (Obr. 11C).
Glycan BEH amidova kolona poskytla o nieco lepSiu separdciu monosialyzovanych
izomérov (Obr. 11B a E) ako ZIC-HILIC koléna (Obr. 11C a F), ale ani jedna z nich nebola
schopné oddelit’ tieto izoméry na zakladnej linii. RozliSenie v pripade Glycan BEH amidovej
kolény bola R =1,02 pre SWPAVGN'®’CSSALR aR=0,82 udruhého $tudovaného
peptidu. Najhor$iu separaciu poskytla ZIC-HILIC koldna, ktord separovala tieto izoméry
srozliSenim R=0,74 pre SWPAVGN"'CSSALR peptid aR=043 pre
ALPQPQN**VTSLLGCTH.
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A) HALO® penta-HILIC B) Glycan BEH amide C) ZIC-HILIC
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Obrazok 11 Separdcia monosialyzovanych izomérov hemopexinu na testovanych HILIC
kolénach. Ako PEPI je oznacena peptidova kostra SWPAVGN'*’CSSALR a ako PEP2
peptidova kostra ALPQPQN**VTSLLGCTH. Tieto vysledky st sti¢astou Publikicie II.

Trojramenny monosialyzovany glykopeptid SWPAVGN'®’CSSALR méze mat
sialovt kyselinu naviazant na nevetvené a6 rameno alebo na vetvené a3 rameno (s B2 alebo
B4 vetvenim). V pripade separacie tohto glykopeptidu na HALO® penta-HILIC koléne (Obr.
12A) sme pozorovali tri Ciasto¢ne oddelené piky s rozliSenim Ri»=1,28 a R>3 = 0,80,
pri¢om koléna Glycan BEH amide poskytla dve Ciasto€ne separované piky s rozliSenim
R=1,23 (Obr. 12B) ana ZIC-HILIC koléone sme nepozorovali Zziadnu separaciu
jednotlivych izomérov (Obr. 12C).
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Obrazok 12 Separdcia trojramenného monosialyzované glykopeptidu hemopexinu
s peptidovou kostrou SWPAVGN!'®’CSSALR. Popis symbolov vid na Obr. 2. Tieto

vysledky su sti¢ast’ou Publikacie II.

3.2.2 Separacia glykopeptidov IgG a jeho izomérov

Pri separacii IgG sme skimali dve glykozylované peptidy oznacované ako IgGl
(EEQYN'STYR) a IgG2 (EEQFN'7®STFR), pri¢om peptidové kostry sa lisia iba v dvoch
aminokyselinach. Glykopeptidy IgG1 obsahuju dva tyroziny v peptidovej sekvencii vd’aka
¢omu st viac polarne ako glykopeptidy IgG2 s dvoma hydrofébnymi fenylalaninmi
v peptidovej kostre. Na Obr. 13 je zndzornena separacia Studovanych glykopeptidov 1gG1
a Ig(G2 na testovanych HILIC kolonach, z ktorého je vidiet, Ze glykopeptidy IgG1 eluovali
za glykopeptidmi IgG2 kvoli liSiacej sa polarite peptidovej kostry. Najnizsiu retenciu
vykazoval glykopeptid IgG2 s A2G1F1 glykanom, u ktorého sme pozorovali ¢iastocnu
separaciu izomérov na HALO® penta-HILIC (Obr. 13A) ana Glycan BEH amidovej
(Obr. 13B) kolone, ktoré sa liSia v polohe naviazanej galaktdzy (naviazané na a3 alebo a6
rameno) [89]. Retencia glykopeptidu A2GI1F1 s IgG2 peptidovou kostrou sa zvysila asi
o minatu v porovnani s glykoforomou A2F1 na HALO® penta-HILIC koléne. Pridanie
jedného N-acetyl-hexozaminu na centralnu galaktéozovii molekulu glykopeptidu A2G1F1
v8ak zvysilo retenény Cas iba o 0,4 minuty, pretoZe galaktoza (logP = -2,6) je polarnejsia

ako N-acetyl-hexozamin (logP = -1,7) ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound).

Podobny trend sme pozorovali v pripade separdcie na Glycan BEH amidovej kolone, aj ked’
s niz§imi posunmi reten¢nych casov. Podobne ako pri separacii glykopeptidov hemopexinu,
ZIC-HILIC koléna (Obr. 13C) poskytla najvysSie retencné ¢asy a najhorSie rozliSenie
Studovanych IgG glykopeptidov, ktory nebol schopny separovat glykoformu A2GIFI
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Obréazok 13 Separacia glykopeptidov IgG na HALO® penta-HILIC (A), Glycan BEH amid
(B) a ZIC-HILIC (C) koléne. Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky su stcast’ou

Publikacie I1.
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3.3 Porovnanie separacie glykopeptidov IgG v reZime viacmodalnej
chromatografie pracujucej v reZimu hydrofilnej interakénej/ionovo-
vymennej kvapalinovej chromatografie a na reverznej faze — Publikacia

11

Tato praca porovnava separaciu glykopeptidov T'udského IgG, konkrétne IgGl
algG2, na HILIC kolénach nedavno zavedenych do chromatografickych vyskumov,
vyvinutych spolo¢nostou Advanced Chromatography Technologies (ACE) ana BEH
kolone s C18 stacionarnou fazou. Spomedzi ACE HILIC kolon boli testované kolony
HILIC-A s nemodifikovanou silikagélovou staciondrnou fazou, HILIC-B obsahujlca
aminopropylom-modifikovant silikagélovu staciondrnu fazu a HILIC-N s polyhydroxylom-
funkcionalizovanou stacionarnou fazou. Struktura stacionarnych faz je zobrazena na Obr. 14

(vyrobca neuvadza presnt Struktiru kolony HILIC-N, preto nie je na Obr. 14 zobrazena).
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Obrazok 14 Struktura $tudovanych HILIC-A (A) a HILIC-B (B) kolén testovanych na
separaciu glykopeptidov IgG1 a IgG2. Struktara HILIC-N kolény nie je uvedena z dovodu

nedostatocnych informacii od vyrobcu.

Kazdé meranie bolo prevedené na kvapalinovom chromatografu s binarnou pumpou
Agilent 1290 Infinity II (Agilent Technologies, Nemecko) spojenym s vysokorozliSovacim
hmotnostnym spektrometrom Bruker maXis qTOF (Bruker, Nemecko) s elektro-sprejovou
ionizéaciou. Merania boli prevedené v datovo zdvislom madde, priCom fragmentovanych bolo
tri najintenzivnejsich prekurzorov s nabojom 2" a7 6. Na fragmentaciu bola pouzita CID
s pouzitim koliznej energie 35-70 eV. V tabulke 3.3.1 su uvedené Studované glykopeptidy
a ich skratky.

39



Tabul’ka 3.3.1 Studované glykopeptidy IgG1 a IgG2. Popis symbolov vid’ na Obr. 2.

IgGl '-t:: -.-:: --a:: -..:: . ...:- ..':-

) : ‘ Nedetegovany  * Dee 1 e
EEQYNSTYR ~ A2F1  A2GIFI  A2G2FI A2G2FIS]  GOFB  GIFB
1gG2 eell weello weelll weellos weellle sadt” edd”

& i & a &

& L & L]

EEQFNSTFR  A2F1 A2G1F1  A2G2F1 A2G1F1S1 A2G2F1S1  GOFB GIFB

Separacia glykopeptidov v RP mode prebiehala na BEH C18 kolone od vyrobcu
Waters (2,1 x 100 mm; 1,7 um, Waters Corporation, Milford, Massachusetts, Spojené
Staty). Vsetky testované HILIC kolony mali rozmery 2,1 x 100 mm; 1,7 um (Advanced
Chromatography Technologies Ltd., Aberdeen, Skétsko). Pouzité gradienty su uvedené
v tabul’ke 3.3.2. Teplota kolony bola nastavena na 40 °C, prietok mobilnej fazy bol
0,25 mL min™! v pripade RP separacie a 0,30 mL min™' pre HILIC separacie, davkovany

objem vzorky bol 2 pL.

Tabulka 3.3.2 Optimalizované gradienty pouzité na separaciu glykopeptidov IgG na C18 a
na HILIC kolonach. ZloZzka B mobilnej faze bol acetonitril s 0,1% kyselinou mravcou,

zlozka A bola voda s 0,1% kyselinou mravcou.

RP-LC HILIC
Cas (min) B (%) Cas (min) B (%)
0 5 0 80
3 5 10 80
9 25 25 65
24 80 35 40
27 80 40 40
29 5 43 80
34 5 55 80

Ako uz bolo spomenuté separacia glykopeptidov na reverznych stacionarnych fazach
je predovSetkym ovplyvnena peptidovou kostrou glykopeptidov. Na Obr. 15 je znazornena
separécia Studovanych glykopeptidov IgG1 a IgG2 na kolone C18. Su vidiet' dva, dobre
separované klastry glykopeptidov, glykopeptidy IgGl (EEQYNSTYR) s viac polarnou
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peptidovou kostrou eluovali v ¢ase 5,3 —5,8 min a glykopeptidy IgG2, ktoré su viac
hydrofébne (EEQFNSTFR) eluovali v ¢ase 7,3 — 7,7 min. Z chromatogramu je vidiet, ze
jednotlivé glykopeptidy s roznym naviazanym glykanom, ale rovnakou peptidovou kostrou
neboli na C18 stacionarnej faze dostatoéne oddelené. ZvySujica sa polarita (prediZenie
glykanu o neutrdlnu monosacharidovi jednotku) znizila retenciu glykopeptidov. Naopak,
v pripade naviazania sialovej kyseliny sa retencia prediZila, pravdepodobne preto, lebo
zaporny naboj sialovej kyseliny kompenzuje pozitivny naboj vznikajici na peptidovej kostre

a tym zvysuje afinitu tychto glykopeptidov k staciondrnej faze [76].
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Obrazok 15 Separacia glykopeptidov IgG1 a IgG2 na kolone BEH C18. Popis symbolov vid’
na Obr. 2. Tieto vysledky st sticastou Publikécie III.

Spomedzi testovanych HILIC kolon, kolona HILIC-A a HILIC-B maji potencial
pracovat’ vo viacmodalnom reZime, ktory kombinuje idonovo-vymenny a HILIC separacny
mechanizmus. Studované glykopeptidy vykazovali najkratsiu retenciu na koléne HILIC-A
obsahujuca nemodifikovany silikagél (Obr. 16A) z dovodu pritomnosti elektrostatického
odpudzovania medzi Ciastocne disociovanou staciondrnou fazou a ¢iastone negativne
nabitymi karboxylovymi skupinami peptidovej kostry (dve glutamové kyseliny a C-
koncova karboxylova kyselina). Kolona HILIC-B (Obr. 16B) vykazovala silnejSiu
interakciu glykopeptidov ako kolona HILIC-A, z dovodu pritomnosti elektrostatickej
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interakcie medzi Ciastoéne pozitivne nabitou aminopropylom-funkcionalizovanou

staciondrnou fazou a nabitymi analytmi. Tento jav bol najviac signifikantny v pripade
sialyzovanych glykopeptidov, ktoré navySe obsahuji zaporne nabit¢ zvysky sialovej
kyseliny. V pripade separacie glykopeptidov na HILIC-N kolone (Obr. 16C) sme pozorovali
podobné trendy ako na kolone HILIC-B. Z dévodu nedostato¢nych dostupnych informacii
o stacionarnej fdze nedokdzeme tento trend vysvetlit. NavySe, kolony HILIC-A a HILIC-N

boli schopné Ciastocne separovat’ izobaricky glykopeptid A2G1F1 (galaktoza pripojena na
rameno o3 alebo a6).
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Obrazok 16 Separacia glykopeptidov IgG1 a IgG2 na kolénach HILIC-A (A), HILIC-B (B)
a HILIC-N (C). Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky su sucastou Publikacie III.

Vysledky separacie glykopeptidov na HILIC koldnach poukazuji na urcité trendy,
ktoré su uvedené v tabul'ke 3.3.3. Najhorsiu separaciu glykopeptidovych parov s rovnakym

naviazanym glykdnom na peptidovu kostru IgG1 alebo IgG2 poskytovala kolona HILIC-A,
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najlepSia separacia bola dosiahnutd na koléone HILIC-N a vysledky z kolony HILIC-B

spadali medzi ne.

Tabulka 3.3.3 Porovnanie u¢innosti HILIC kolon na separaciu glykopeptidov s rovnakym
naviazanym glykanom na peptidy IgG1 a IgG2. R (R = (tr2 — tr,1)/0,5 X (W1 + W2)); fr,1 —
retencny Cas skor eluujiceho piku, tr» — retencny ¢as neskor eluujuceho piku, wi — Sirka

piku pri zakladni skor eluujuceho piku, w2 — Sirka piku pri zakladni neskor eluujiiceho piku.

HILIC-A  HILIC-B HILIC-N
R

A2F1: 1gG1/1gG2 0,56 1,35 3,38
A2GIF1: IgG1/IgG2 0,32 1,13 2,29
A2G2F1: IgG1/1gG2 0,35 1,26 2,96
A2G2F181: IgG1/IgG2 0,33 1,02 1,71
GOFB: 1gG1/1gG2 0,48 1,90 3,26
G1FB: IgG1/1gG2 0,31 1,25 2,08
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3.4 Kvapalinova chromatografia a kapilarna elektroforéza v glykomickej

a glykoproteomickej analyze — Publikacia IV

Tento prehl'adovy clanok zhriluje poznatky separdcie odstiepenych glykédnov
a intaktnych glykopeptidov pomocou LC a CZE. Prva cast’ c¢lanku je venovand LC
pristupom, ktora popisuje a diskutuje separaciu pomocou RP, HILIC, PGC
a viacdimenziondlnych separa¢nych technik v oblasti glykoproteomiky. Druhd cast’ je
venovana separaciam glykénov a glykopeptidov pomocou CZE. Prehl'adovy c¢lanok je

priloZeny na konci dizertacnej prace ako Priloha IV.
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3.5 Predikcia retencného casu intaktnych N-glykopeptidov v reZime

hydrofilnej interakénej kvapalinovej chromatografii — Publikacia V

Ciel'om tejto prace bolo navrhnut’ 'ahko pouziteI'ny model na predpoved’ retenéného
¢asu glykopeptidov v HILIC mdde. Predikcia retencnych casov moze sluzit’ ako doplitujici
nastroj vhodny na zamedzenie faloSnej detekcie glykopeptidov v glykoproteomicke;j
analyze. Model bol vytvoreny na zaklade chromatografického chovania $iestich tryptickych
glykopeptidov vysoko zastupenych v l'udskej plazme, konkrétne na zéklade haptoglobinu
(VVLHPNYSQVDIGLIK, MVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAK), hemopexinu
(SWPAVGNCSSALR, ALPQPQNVTSLLGCTH) aglobulinu viazuceho pohlavné
horméony  (SHEIWTHSCPQSPGNGTDASH, LDVDQALNR). Kazdy Studovany
glykoprotein poskytoval dva glykopeptidy s jednym N-glykozylacnym miestom.

Separacia glykopeptidov a ich analyza prebiehala na pristroji nanoAcquity UPLC
s bindrnou pumpou (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, Spojené Staty) spojenym
s hmotnostnym spektrometrom typu kvadrupo6l-linearna i6nova pasca (Q-TRAP) 6500 Q-
TRAP (AB Sciex, Framingham, Massachusetts, Spojené Staty). Glykopeptidy boli
separované na kolone HALO® penta-HILIC (75 um x 150 mm; 2,7 um; Advanced Materials
Technology, Wilmington, Delaware, Spojené Staty). Ako mobilnd fadza bola pozitd voda
s 0,1% mravcou kyselinou (zloZka A) a acetonitril s 0,1% mravcou kyselinou (zlozka B),
pric¢om bol pouzity nasledovny gradientovy program: [(min)/% B] 0/85, 5/85, 50/60, 75/30,
85/30, 87/85, 100/85. Prietok mobilnej fazy bol 400 nL min™', koléna bola vyhrievand na
40 °C a davkovany objem vzorky bol 1 pL. Jednotlivé glykopeptidy boli identifikované
metodou sledovania vybranej reakcie (SRM).

Na zhotovenie predikéného modelu boli najprv spocitané relativne retenéné Casy
(RRT) jednotlivych glykoforiem ako pomer retencného casu sledovaného glykopeptidu
areten¢ny cas glykoformy A2G2 (glykoforma A2G2 bola pouzitd z dovodu jej vysokého
zastiipenia vo vic¢Sine plazmatickych glykoproteinov). Nasledne boli spocitané mediany
RRT asmerodajné odchylky, na zaklade ktorych bolo urcené retencné casové okno
glykopeptidov. Pretoze sme predpokladali Gaussovo rozdelenie hodnot RRT, limity boli
stanovené v rozmedzi + tri Standardné odchylky od medidnu, ¢o predstavovalo 99,7 %
pravdepodobnostného rozdelenia skuto¢ného retencného casu. V pripade, ze dany
glykopeptid poskytoval viac chromatogratickych pikov, vyskytujacich sa hlavne v pripade
fukozylovanych a sialyzovanych glykopeptidov (izobarick¢ formy glykénov), kvoli
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zjednoduseniu neboli spocitané RRT pre vSetky izoméry, ale kazdy z nich bol zahrnuty do
vypoctov. Predikény model teda zahtia vSetky izomérne formy. V tabulke 3.5.1 st uvedené

parametre pouzité na vypocet reten¢nych okien pre rozne glykoformy.

Tabulka 3.5.1 Parametre pouzité na vypocitanie retencnych okien pre rozne glykoformy.

A2G2F1 A3G3 A3G3F1 A2G2S1 A2G282
Median 1,032 1,088 1,121 1,387 1,879
Horny limit 1,027 1,074 1,102 1,347 1,846
Dolny limit 1,034 1,101 1,140 1,427 1,912
A2G2S1F1 A2G2S2F1 A3G3S1 A3G382 A3G38S3
Median 1,410 1,892 1,447 1,953 2,307
Horny limit 1,388 1,813 1,372 1,886 2,232
Dolny limit 1,433 1,971 1,522 2,019 2,381

Dolny limit = median — 3c; Horny limit = median + 3c; ¢ je smerodajnd odchylka

Nasledne sme sledovali vplyv peptidovej kostry na RRT v HILIC moéde. Na Obr. 17
je znazornend zavislost RRT jednotlivych glykoforiem pripojenych na rdéznu peptidova
kostru. Z vysledkov je vidiet, ze v HILIC mode charakter peptidového zdkladu nemal
vyznamny vplyv na RRT Studovanych glykoforiem. Mierne vysSiu odchylku v RRT
vykazovali iba sialyzované glykopeptidy, pravdepodobne v dosledku vysokého retenéného

posunu vo¢i glykoforme A2G2.
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Obrazok 17 Zavislost’ relativneho retencného casu (fix glykoforma/ & a2G2) jednotlivych
glykoforiem naviazanych na r6zne peptidové kostry. Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto
vysledky su sucast'ou Publikacie V.
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Na otestovanie vyvinutého predikéného modelu bol nastiepeny glykoprotein fetuinu
aboli sStudované jeho tri glykozylacné miesta. Na Obr. 18 st znazornené SRM
chromatogramy vybranych glykopeptidov fetuinu s peptidovou kostrou
LCPDCPLLAPLNDSR a s vyzna¢enymi reten¢nymi oknami spocitané podl'a predlozené¢ho
modelu. Z vysledkov je jednoznac¢ne vidiet, Ze identifikované glykopeptidy eluuji v rdmci

predpovedanych okien retencnych casov.
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Obrazok 18 SRM chromatogramy vybranych glykopeptidov fetuinu s vyznacenym (Cervené
ohranic¢enie) predikovanych retenénych okien na zakladne vyvinutého modelu. Popis

symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky su sucast’ou Publikacie V.
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Navyse, v tabulke 3.5.2 st uvedené retencné casy ostatnych identifikovanych

glykopeptidov fetuinu, z ktorej je vidiet, Ze vSetky spadaji do predikovanych retencnych

casovych okien. Tieto vysledky naznacuji, Ze nami vyvinuty model je dostato¢ne presny na

predikciu glykopeptidov v HILIC.

Tabul'ka 3.5.2 Porovnanie predikovanych reten¢nych casov pre glykopeptidy fetuinu s ich

skuto¢ne nameranymi reten¢nymi ¢asmi.

Predikované Zmerany
Identifikované glykoformy retencné okno retencny cas
(min) (min)
LCPDCPLLAPLNDSR

A2G2 30,2

A2G282 54,8 — 59,6 55,8

A3G3 32,5-333 32,9

A3G3S2 57,0-61,0 59,4

A3G3S3 67,5-71,9 68,1

RPTGEVYDIEIDTLETTCHVLDPTPLANCSVR

A2G2 36,5

A2G2S1 49,2 -52,1 49,8

A2G282 66,2 -72,0 67,1

A3G3 39,2 -40,2 39,6

A3G3S1 50,7-52,3 52,1

A3G38S3 81,5 -86,8 84,1

VVHAVEVALATFNAESNGSYLQLVEISR

A2G2 33,1

A3G3 35,6 - 36,5 35,8

A3G3S3 73,9 -178,7 75,7
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3.6 Obohatenie glykopeptidov pomocou SPE na polarnych stacionarnych
fazach v HILIC rezimu

3.6.1 Vplyv experimentalnych podmienok na obohatenie glykopeptidov
IgG pomocou SPE-HILIC na aminopropylovej kolonke — Publikacia VI

Priprava vzoriek je zédsadnym krokom v glykoproteomickej analyze. Obohatenie
glykopeptidov pomocou SPE-HILIC, ktora vyuziva polarne sorbenty je sI'ubnou technikou,
ktorda moze zjednodusit’ glykoproteomické analyzy. Alagesan a jej kolektiv porovnavala
ucinnost’ a selektivitu obohacovania glykopeptidov pomocou roznych rozptstadiel na ZIC-
HILIC sorbente, avSak nesktimali $ir§i vplyv experimentdlnych podmienok na uc¢innost
obohacovania [125]. V tomto Stidiu sme skamali vplyv experimentalnych podmienok na
ucinnost’ obohatenia glykopeptidov IgG pomocou SPE-HILIC na aminopropylom-
modifikovanom sorbente (45 pm; 100 mg sorbent/1 mL, 60 A, Macherey-Nagel, Diiren,
Nemecko).

Boli skimané dva tryptické glykopeptidy I'udského IgG, konkrétne polarnejsi IgG1
(EEQYNSTYR) aviac hydrofébny IgG2 (EEQFNSTFR). Samotné obohatenie bolo
prevedené v Styroch krokoch: 1. kondicionécia kolonky: 1 mL vody, 1 mL 85% acetonitrilu
a 1 mL 85% acetonitrilu s 0,1% mravcou kyselinou; 2. nanesenie vzorky (100 pL vzorky
v 80% acetonitrile s 0,1% mravcou kyselinou); 3. premytie kolonky: 1 mL 85% acetonitrilu
s 0,1% mravcou kyselinou; 4. elucia glykopeptidov do piatich frakcii po 100 pLL pomocou
5% organického rozpustadla (acetonitril, metanol alebo izopropanol) s 0,1% mravéou
kyselinou. Relativne zastipenie daného glykopeptidu bola spocitand ako plocha
sledovaného glykopeptidu v danej frakcii vydelena suctom ploch tohto glykopeptidu vo
vSetkych frakciach a vynasobena 100.

Pri obohateni glykopeptidov IgG boli pozorované nasledovné obecné trendy, ktoré
st zndzornené na Obr. 19: (1) glykopeptidy IgG2 vykazovali slabSiu interakciu s polarnou
staciondrnou fazou ako glykopeptidy IgG1 a to z dovodu odliSnej polarity peptidovej kostry,
preto viac glykopeptidov IgG2 bolo detegovanych v skorSich frakciach; (2) relativne
zastipenie negalaktozylovaného glykopeptidu, glykopeptidu s jednou a dvomi galakt6zami
sa v jednotlivych frakciach signifikantne nelisilo; (3) glykopeptidy s naviazanou sialovou
kyselinou vykazovali silni interakciu so staciondrnou fazou z doévodu pritomnosti
pritazlivych interakcii medzi Ciasto¢ne disociovanou sialovou kyselinou a pozitivne nabitou

aminopropylovou staciondrnou fazou.
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Obrazok 19 Obohatenie glykopeptidov IgG1l (A) a IgG2 (B) pomocou SPE-HILIC na
aminopropylom-modifikovanej stacionarnej fadze. Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto

vysledky su stcast’ou Publikacie VI.

Nésledne bol skimany vplyv zloZenia eluéného roztoku na Gc¢innost’ obohatenia,
testované boli roztoky s metanolom a izopropanolom. V kazdom pripade elu¢ny roztok
obsahoval 5% organickej zlozky s 0,1% mraccou kyselinou. V HILIC rezime eluotropicka
rada je nasledovna: metanol > acetonitril > izopropanol [84]. Aj ked koncentracia
organickej zlozky bola iba 5%, malo to prekvapivo signifikantny vplyv na eluciu (vid’
Publikéacia VI). Bolo preukdzané, Ze izopropanol bol najmenej uc¢inny na obohacovanie
Studovanych glykopeptidov, zatial’ Co acetonitril poskytoval najlepSie vysledky a metanol sa
umiestnil medzi dvoma testovanymi rozpustadlami (vid’ Publikacia VI).

V dalSich experimentoch bol skimany vplyv koncentracie mravcej kyseliny
v eluénom roztoku, pricom vysSia koncentracia mravcej kyseliny (0,1% vs. 1% mravcia
kyselina) viedla k potlaceni i6novych interakcii glykopeptidov so stacionarnou fazou SPE
kolénky, ¢im doslo k rychlejSiemu vymytiu glykopeptidov z SPE koldnky.

Dalej bol preskamany vplyv typu kyseliny v eluénom roztoku. Bola porovnana
ucinnost’ obohatenia pre zloZenie eluéného roztoku obsahujiceho 5% acetonitril
s pridavkom mravcej a octovej kyseliny. Koncentracia octovej kyseliny bola zvolena tak,
aby sa pH ai6nova sila roztoku €o najviac zhodovala s roztokom obsahujlicom mravciu
kyselinu (porovnané boli obe testované koncentracie mravcej kyseliny). V pripade pouzitia

octovej kyseliny veluénom roztoku glykopeptidy eluovali v skorSich frakciach,
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pravdepodobne kvoli lepSej schopnosti acetatového ionu neutralizovat’ pozitivny naboj
stacionarnej fazy SPE kolonky a peptidovej kostry glykopeptidu. Tento ucinok bol
vyznamnejSi pre Ciastocne disociované sialyzované glykopeptidy.

Bolo zistené, ze koncentracia acetonitrilu v elu¢nom roztoku (5%, 10% a20%
s pridavkom 1% mravcej kyseliny) vyznamne neovplyvnila 1uc¢innost obohatenia
glykopeptidov (vid’ Publikécia VI).

Na zaver boli testované tri koncentracie acetonitrilu 85%, 75% a 65% (kazda
s pridavkom 0,1% mravcej kyseliny), pricom elu¢ny roztok obsahoval 5% acetonitrilu s 1%
mravcou kyselinou. Zistili sme, Ze pri znizovani koncentracie acetonitrilu v kondicionaénom
a premyvacom roztoku doslo k rychlejsej elucie neutralnych glykopeptidov, navyse ked’ bol
pouzity roztok obsahujuci 65% acetonitrilu s 0,1% mravcou kyselinou tieto glykopeptidy
boli detegované jedine v premyvacej frakcii (frakcia eSte pred nanesenim elu¢ného roztoku),
jedine sialyzované glykopeptidy boli uspesne zadrzané na sorbente. Na druht stranu,
nepozorovali sme ziadny signifikantny rozdiel pri pouziti 75% alebo 85% acetonitrilu na
ucinnost’ obohatenia, o naznacuje doleziti ulohu idnovych interakcii ako d’alSieho
retenéného mechanizmu medzi Ciasto¢ne disociovanou sialovou kyselinou a pozitivne
nabitou staciondrnou fazou SPE koldnky. Vysledky su znazornené v Publikécii VI.

Obohatenie na aminopropylom-modifikovanej SPE kolonke bolo otestované na
realnej vzorke l'udskej plazmy, ktora bola pripravend rovnako ako Standard IgG. Na Obr. 20
st znazornené chromatogramy ziskané pred a po preCisteni pripravenej vzorky na SPE
kolonke. Z chromatogramov je jednoznacne vidiet’, Ze intenzita neskor eluovanych zloziek
nasStepenej plazmy sa vyrazne znizila po precisteni, ¢o viedlo k celkovému zniZeniu zlozitosti

vzorky.
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Obrazok 20 Chromatogramy tryptického Stepenia I'udskej plazmy pred SPE precistenim
(¢ierna Ciara) a po SPE precisteni (Cervena ¢iara). Na precistenie boli pouzité nasledovné
podmienky: 1. kondicionacia kolonky: 1 mL vody, 1 mL 85% acetonitrilu a 1 mL 85%
acetonitrilu s 0,1% mravéou kyselinou; 2. nanesneie vzorky (100 pL vzorky v 80%
acetonitrile s 0,1% mravcou kyselinou); 3. premytie kolonky: 1 mL 85% acetonitrilu s 0,1%
mravcou kyselinou; 4. elacia do piatich frakcii po 100 uL. pomocou 5% acetonitrilu s 1%
mravcou kyselinou, ktoré boli nasledne zmieSané, odparené a znovu rozpustené v 5 %
acetonitrilu s 1% mravC€ou kyselinou. Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky st

sucast’ou Publikacie VI.

V pripade glykopeptidov IgG sme tieZ pozorovali zniZenie intenzity po precisteni.
Konkrétne, absolutna intenzita neutralneho glykopeptidu IgG1 sa znizila 2,8x a v pripade
IgG2 sa znizila 2,1x. V pripade sialyzovanych glykopeptidov boli tieto hodnoty 4,1x (IgG1)
a 3,0x (IgG2). Chromatogramy su znazornené na Obr. 21. Napriek tomuto znizeniu v
absolutnej intenzite doSlo k podstatnému zlepSeniu pomeru signadl/Sum pre vSetky
analyzované glykopeptidy, ktory sa zlepsil priblizne dvoj- az Stvornasobne. Chromatogramy
ostatnych Studovanych glykopeptidov a vybranych peptidov, spolu s podrobnym popisom

vysledkov st uvedené v Publikécii VI.
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Obrazok 21 Chromatogramy neutralnych (A) a sialyzovanych (B) glykopeptidov IgGl1 a

IgG2 najdené v l'udskej plazme pred precistenim (Cierna Ciara) a po precisteni (Cervena

Ciara). Popis symbolov vid’ na Obr. 2. Tieto vysledky st sucast'ou Publikécie VI.
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3.6.2 Potencial stacionarnej fazy potiahnutej polyanilinom na obohatenie

glykopeptidov s vyuzitim SPE-HILIC — Podana publikacia VII

Nasa posledna podana publikécia sktimala polyanilinom (PANI) potiahnuty silikagél
ako potencialnu stacionarnu fazu na obohatenie glykopeptidov 'udského IgG pomocou SPE-
HILIC a prestudovala vplyv rdznych experimentalnych podmienok na G¢innost’ obohatenia.
Bolo preukazané, Ze staciondrne fazy na baze silikagélu modifikovaného PANI vykazuju
multimodalne reten¢né mechanizmy, zahriujuce NP, RP, HILIC a i6nové¢ interakcie [140]
a stacionarna faza bola charakterizovana v HILIC rezime pomocou 80 nizkomolekularnych
latok neutrdlneho, kyslého, zéasaditého a amfoterného charakteru [141]. Na Obr. 22 je
znazornena chemicka Struktira emeraldinovej soli, ktord je ¢iastocne protonizovana forma

PANI a najviac zaujimava z chromatografického hladiska.

Cl
H H
N N N
“®
@
N N
H H n

Cl

Obrazok 22 Chemicka Struktara emeraldinovej soli.

Priprava PANI potiahnutého silikagélu (40-75 um, 60 A; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Spojené Staty) prebiehala v nasom laboratériu na zaklade predchadzajiiceho
vyskumu Taraby a kol. pomocou in situ polymerizacie [141]. Na precistenie bolo pouzité
100 mg pripraveného sorbentu, ktory bol naneseny do bavinenou vatou upchanej 1mL
Spicky pipety.

Rovnako ako v predchadzajicej publikécii boli skimané glykopeptidy IgG1 a IgG2.
Pretoze vata ma tieZ potencial zadrziavat’ latky polarneho charakteru [127], [128], prvé
experimenty boli venované porovnaniu precistenia glykopeptidov na Cistej bavinenej vate
ako sorbentu ana sorbente pozostavajliceho z vaty a PANI-modifikovaného silikagélu.
Priprava SPE kolonky a elticia glykopeptidov prebiehala rovnako ako v pripade obohatenia

glykopeptidov na aminopropylom-modifikovanej stacionarnej faze (vid podana
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Publikacia VII), pricom elu¢ny roztok obsahoval 5% acetonitrilu s 0,1% mravcou kyselinou.
Na Obr. 23A a B su znazornené vysledky ziskané pouzitim vaty z ktorych je vidiet’, Ze viac
ako 50% glykopeptidov bolo detegovanych uZz v premyvacej frakcii. NavySe, nebol
pozorovany Ziadny vyznamny rozdiel v zastipeni Studovanych glykopeptidov s r6znymi
naviazanymi glykdnmi. V pripade, Ze obohatenie bolo vykonané na SPE koldénkem ktora
obsahovala vatu a PANI (vid Obr.23C aD), glykopeptidy boli viac zadrzané na
staciondrnej faze, €o viedlo k ich neskorsej eltcii. V pripade neutradlnych glykopeptidov sme
pozorovali silnejSiu interakciu neutralnych glykopeptidov so zvySujicim sa poctom
galaktoz, €o je v sulade s ich vySSou polaritou a silnejSou interakciou s polarnym sorbentom.
Navyse glykopeptidy IgG2 boli vymyté z SPE kolonky rychlejsie kvoli celkovej vyssej
hydrofobicite glykopeptidov (odliSnost’ zloZenia peptidovej kostry IgG1 a IgG2). Okrem
toho, sme tieZ pozorovali silnejSiu interakciu sialyzovanych glykopeptidov s PANI-
modifikovanym sorbentom v dosledku iénovych interakcii medzi ¢iastocne disociovanymi

zvySkami sialovej kyseliny a kladne nabitou stacionarnou fazou (vid’ Obr. 23).
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Obrazok 23 Obohatenie glykopeptidov IgG1 a IgG2 na bavinenej vate (A,B) a na sorbentu
obsahujuci bavinenou vatou a PANI-modifikovany sorbent (C,D). Popis symbolov vid’ na

Obr. 2. Tieto vysledky su sucast'ou podanej Publikacie VII.
55



Naésledne bol testovany vplyv koncentracie mravcej kyseliny na G¢innost’ obohatenia
(5% acetonitril s 0,1% alebo 1% mravcou kyselinou), pricom bolo potvrdené, ze vysSia
koncentracia bola Ttuc¢innejSia na obohatenie neutralnych ahlavne sialyzovanych
glykopeptidov z dovodu ucinnejSiemu potlaceniu ionovych interakcii medzi glykopeptidmi
a stacionarnou fazou a potlaceniu disociacie sialovej kyseliny (vid’ podana Publikacia VII).

Taktiez bol preskimany vplyv typu kyseliny na G¢innost’ obohatenia (mravcia vs.
octova kyselina). V pripade PANI-modifikovaného sorbentu bolo zistené, Ze mravcia
kyslina je uc¢innejSou kyselinou ako je octova kyselina (vid podana Publikacia VII).
Spravanie glykopeptidov v skimanom systéme je zlozité a z vysledkov je vidiet, ze typ a
koncentracia kyseliny ovplyviiuju ionizaény stav glykopeptidov, ich celkovu hydrofilitu v
dosledku i6novo-péarovych efektov a hriabku adsorbovanej vody na sorbente modifikovanom
PANI.

Vplyv koncentracie acetonitrilu v elucnom roztoku (5%, 10% alebo 20%
s pridavkom 1% mravcej kyseliny) bol prestudovany, pricom bolo zistené, Ze pri zvysSeni
koncentracie acetonitrilu dochddza k silnejSej retencie glykopeptidov, ¢o je v sulade
s HILIC principom [84].

Nakoniec bol preskimany vplyv koncentracie acetonitrilu v kondiciona¢nom
a premyvacom roztoku (85%, 75% a 65% kazda s pridavkom 0,1% mravcej kyseliny,
priom elu¢ny roztok obsahoval 5% acetonitrilu s 0,1% mrav€ou kyselinou). Bolo
pozorované, Ze neutrdlne glykopeptidy zacinali eluovat uz v premyvacej frakeii,
pravdepodobne kvoli slabej adsorpcie vody na stacionarnu fazu alebo obmedzene;j interakcii
neutralnych glykopeptidov so staciondrnou fazou. Na druha stranu, pri pouziti 75%
acetonitrilu glykopeptidy vykazovali silnejSiu interakciu so staciondrnou fazou ako pri
pouziti 85% acetonitrilu. V pripade sialyzovanych glykopeptidov bolo zistené, Ze pri
najnizSej testovanej koncentracie tieto glykopeptidy boli detegované uz v prvej frakeii,
pricom nebol pozorovany ziadny signifikantny rozdiel v pripade G¢innosti obohatenia na
sialyzovany glykopeptid IgG2 pri pouziti 75% alebo 85% acetonitrilu.

Z vysledkov je zrejmé, Ze nami pripraveny PANI-modifikovany silikagél ma
potencial v obohacovani glykopeptidov, pricom zdoraziiuje doblezitost ladenia
experimentalnych podmienok pre zvySenie ucinnosti a selektivity obohacovania. Podrobné

vysledky su zhrnuté a viac diskutované v podanej Publikécii VII.
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4 ZAVER

Predkladand dizertatna praca pozostava z komentovaného suboru siedmych

publikécii, z ktorych je Sest’ uverejnenych v medzinarodnych impaktovanych casopisoch

ajeden je vo faze revizie. Publikacie sa venuju hydrofilnej interakcnej kvapalinovej

chromatografie v analyze intaktnych glykopeptidov. Prva, rozsiahlejSia Cast’ dizertacnej

prace sa zaobera vplyvom koncentracie acetonitrilu v rozptstadle vzorky na precipitaciu

glykopeptidov zavisiacej na Strukture pripojeného glykéanu, testovanim réznych polarnych

stacionarnych faz vyuzivanych v HILIC rezime a vyvoji modelu na predikciu reten¢nych

casovych okien glykopeptidov. Druhd ¢ast’ dizertacnej prace je zamerana na obohatenie

glykopeptidov pomocou SPE-HILIC ana S$tadium vplyvu rdoznych experimentdlnych

podmienok na u¢innost’ obohatenia.

Ziskané¢ vysledky su zhrnuté do nasledovnych bodov:

Vysokd koncentracia acetonitrilu (90%) v rozpustadle vzorky viedla k takmer
uplnej precipitacii  vSetkych Studovanych glykopeptidov. Pri 80% acetonitrilu
precipiticia glykopeptidov zéavisela na Struktire pripojeného glykdnu a bola
vyznamne ovplyvnend pritomnostou sialove] kyseliny. NavySe, precipitacia bola

ovplyvnena Strukturou peptidovej kostry.

Na HILIC kolénach sme pozorovali zvySenie retencného casu glykopeptidov
hemopexinu a IgG s va¢$im pripojenym glykdnom. Spomedzi testovanych HILIC
kolon, HALO® penta-HILIC kolona vykazovala silnti interakciu so sialyzovanymi
glykopeptidmi pravdepodobne kvoli pritomnosti piatich hydroxylovych skupin na
viazanom ligande, ktoré poskytovali silné vodikové interakcie. Naopak, na kolone
Glycan BEH Amide bol tento retencny posun menej vyznamny a v pripade ZIC-
HILIC kolony sme pozorovali elektrostatické odpudzovanie medzi zaporne nabitou
sulfobetainovou funkénou skupinou a Ciasto€ne disociovanymi sialovymi
kyselinami glykopeptidu, ¢o viedlo k zniZeniu ich retencie. Bola porovnana ti¢innost’
testovanych koléon na separdciu glykopeptidovych izomérov hemopexinu
obsahujucich glykopeptidy s jednou fukoézou alebo sialovou kyselinou. Kolona
HALO® penta-HILIC poskytovala najlepSie vysledky akolona ZIC-HILIC

najhorsie.

Boli otestované tri, relativne novo zavedené HILIC kolény na separaciu

glykopeptidov T'udského IgG, a to koléna HILIC-A, HILIC-B a HILIC-N. Kolony
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HILIC-A (obsahujuca nemodifikovany silikagél) a HILIC-B (s aminopropylom-
modifikovanou stacionarnou fazou) vykazovali multimodalny retencny
mechanizmus, pricom najkratSie retencné Casy boli ziskané na kolone HILIC-A
z dovodu elektrostatického odpudzovaniu Studovanych glykopeptidov, hlavne
sialyzovanych. Naopak, sialyzované glykopeptidy silno interagovali so stacionarnou
fazou kolony HILIC-B, kvdli pritazlivym interakcidm medzi pozitivne nabitou
aminopropylovou staciondrnou fazou a ¢iasto¢ne disociovanou sialovou kyselinou.
Kolona HILIC-N (obsahujuca polyhydroxlom-funkcionalizovany silikagél) poskytla
podobné vysledky ako koléna HILIC-B. Kolony HILIC-A a HILIC-N preukazali
potencidl separovat’ izobarické glykopeptidy A2GI1F1, liSiacich sa vo vizbe
terminalnej galaktozy na a3 alebo a6-rameno. Ukazali sme, Ze kazda HILIC kolona
je vhodna na separéciu glykopeptidov, ale poskytuje odliSné separacné rozliSenia:
kolona HILIC-A poskytla najkrat$iu analyzu, ale najhorsie rozlisenie glykopeptidov,
ktoré obsahuju rovnaky glykan pripojeny na odlisny peptid; kolona HILIC-B bola
schopnd odseparovat’ sialyzované od asialyzovanych glykopeptidov; kolona
HILIC-N poskytla najlepSie rozliSenie glykopeptidov v zdvislosti na Strukture
pripojen¢ho glykanu.

Vyvinuli sme model na predikciu retencnych ¢asovych okien glykopeptidov, ktory
moze sluzit ako doplnkovy nastroj k spolahlivej identifikacii glykopeptidov
v glykoproteomickej analyze. Model sme vytvorili na zaklade relativnych
retencnych Casov glykopeptidov haptoglobinu, hemopexinu a globulinu viazuceho
pohlavné hormony. Relativne retencné casy boli vyjadrené ako retencné casy
sledovaného glykopeptidu voci retencnému Casu glykoformy A2G2. Zistili sme, ze
relativny reten¢ny €as nebol signifikantne ovplyvneny peptidovou kostrou. Vyvinuty
model bol otestovany na glykopeptidoch fetuinu a ziskané vysledky naznacuju, ze

vyvinuty model je dostato¢ne presny.

Testovali sme rozne experimentdlne podmienky na ucinnost obohatenia
glykopeptidov IgG pomocou SPE-HILIC na aminopropylom-modifikovanom
sorbente. Zistili sme, Ze obohatenie bolo ovplyvnené polaritou peptidovej kostry a,
ze sialyzované glykopeptidy silne interagovali s pozitivne nabitou stacionarnou
fazou a preto eluovali v neskorsich frakciach. Na u¢innost’ obohatenia mala vplyv:
typ organického rozpustadla v elu¢nom roztoku; koncentracia mravcej a octovej

kyseliny v eluénom roztoku; koncentracia acetonitrilu v kondicionacnom
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a premyvacom roztoku, naopak, koncentracia acetonitrilu v elucnom roztoku
ucinnost’ obohatenia vyznamne neovplyvnila. Nakoniec bola testovana naSa metdda
na realnej vzorke l'udskej plazmy, kde sme zistili, ze po precisteni doslo k zlepsSeniu

pomeru signal/Sum, ¢o je ziadana v glykoproteomickych analyzach.

¢ Skumali sme potencial polyanilinom-modifikovaného silikagélu na obohatenie
glykopeptidov IgG pomocou SPE-HILIC. Sorbent bol pripraveny pomocou in situ
polymerizacie v naSom laboratoriu. Preskiimali sme vplyv experimentalnych
podmienok na ucinnost’ obohatenia. Zistili sme, Ze u¢innost’ bola ovplyvnena
koncentraciou mravcej kyseliny v eluénom roztoku, pricom vySsia testovand
koncentracia viedla krychlejSej elucii Studovanych glykopeptidov (hlavne
sialyzovanych). V pripade zamenenia mravcej kyseliny na octovu, doslo k pomalSe;j
elucii glykopeptidov. Preukéazali sme, Ze koncentracia acetonitrilu nielen v elu¢nom
roztoku, ale aj v kondicionanom a premyvacom roztoku vyznamne ovplyvnila

ucinnost’ obohatenia.

Z vyssie uvedenych vysledkov je zrejmé, ze HILIC ma obrovsky potencial
v glykoproteomickej analyze, pocinajicej od separacii intaktnych glykopeptidov, az po fazu

pripravy vzoriek.
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