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Abstrakt 

Předkládaná disertační práce se zabývá podrobnou charakterizací a využitím 

různých módů kapalinové chromatografie s více interakčními mechanismy pro analýzu 

biologicky aktivních látek, jako jsou například peptidy, proteiny nebo terapeutické 

oligonukleotidy. V první části práce byl detailně studován retenční/interakční 

mechanismus vybraných reverzních a mix-mód stacionárních fází, a to s velkým důrazem 

na popis elektrostatických interakcí. Pro jejich detailní charakterizaci byla vyvinuta nová 

metoda využívající čistě vodné mobilní fáze s různými hodnotami pH a modelové 

permanentně nabité analyty (včetně anorganických aniontů). Bylo ukázáno, že 

elektrostatické interakce mohou být důsledkem přítomnosti nejen ligandu s iontově 

výměnným charakterem (na mix-mód stacionárních fázích), ale i residuálních 

disociovaných silanolových skupin. 

Pro popis retenčního chování peptidů a proteinů, tedy analytů zwitterionické 

povahy, byly vybrány stacionární fáze s mix-mód charakterem. Retence i tvar píků v těchto 

systémech jsou zásadně ovlivněny nejen pH vodné složky mobilní fáze, ale také 

koncentrací pufru. S cílem vyvinout jednoduché metody pro on-line štěpení proteinů byly 

charakterizovány chromatografické kolony s imobilizovaným trypsinem z hlediska vlivu 

chromatografických podmínek (teplota, pH mobilní fáze, průtok, obsah organické složky 

mobilní fáze) na aktivitu imobilizovaného trypsinu. V optimalizovaných podmínkách bylo 

provedeno on-line štěpení různých proteinů s následnou separací na mix-mód koloně. 

Získané výsledky byly porovnány s off-line štěpením pomocí „spin kolonek“, v případě 

cytochromu C i s analýzou jeho komerčně dostupného naštěpeného standardu.  

Terapeutické thiofosfátové oligonukleotidy byly charakterizovány a analyzovány 

ve dvou různých módech, a to iontově-párovou chromatografií na reverzních fázích 

a hydrofilní interakční kapalinovou chromatografií. Oba systémy v optimalizovaných 

podmínkách neposkytují separaci diastereomerů, což je klíčové pro jejich spolehlivou 

analýzu. V prvním zmíněném módu byl podrobně studován vliv separační teploty, typu 

a koncentrace jak iontově-párového činidla, tak i jeho protiiontu na potlačení separace 

diastereomerů a rozlišení oligonukleotidů s různou délkou (n a n-x). Zjištěný vysoký 

potenciál hydrofilní interakční kapalinové chromatografie a její kompatibilita s hmotnostní 

detekcí byly využity při separaci a identifikaci nečistot a metabolitů terapeutického 

oligonukleotidu nusinersenu. 
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Abstract 

The presented dissertation thesis focuses on the detailed characterization and 

utilization of various modes of liquid chromatography with multiple interaction 

mechanisms for analysis of biologically active compounds, such as peptides, proteins or 

therapeutic oligonucleotides. In the first part of the thesis, the retention/interaction 

mechanisms of selected reversed-phase and mixed-mode stationary phases were 

investigated thoroughly, with a strong emphasis on describing electrostatic interactions. 

For their detailed characterization, new method using pure aqueous mobile phases with 

different pH values and model permanently charged analytes (including inorganic anions) 

was developed. It’s important to note that electrostatic interactions can be arise not only 

from the presence of ligands with ion-exchange properties (mixed-mode stationary phases) 

but also from residual dissociated silanols. 

To describe the retention behavior of peptides and proteins, i.e. zwitterionic 

compounds, stationary phases with mixed-mode character were selected. The retention and 

peak shape in these systems are fundamentally affected not only by pH of aqueous part of 

the mobile phase, but also by the buffer concentration. With the aim of developing a simple 

method for on-line protein digestion, chromatographic columns with immobilized trypsin 

were characterized in terms of the effects of chromatographic conditions (temperature, pH 

of the mobile phase, flow rate, content of organic modifier in the mobile phase) on the 

activity of immobilized trypsin. Under optimized conditions, several proteins were on-line 

digested, followed by the separation of digests using mixed-mode column. The results were 

compared with off-line digestion using trypsin spin columns and, in the case of cytochrome 

C also with analysis of its commercially available digested standard. 

Therapeutic phosphorothioate oligonucleotides were characterized and analyzed in 

two different modes, namely ion-pairing reversed-phase liquid chromatography and 

hydrophilic interaction liquid chromatography. Both systems do not provide separation of 

diastereomers under optimized conditions, which is crucial for their reliable analysis. In 

the first mentioned mode, the effect of the separation temperature, type and concentration 

of both the ion-pairing agent and its counterion on the suppression of diastereomeric 

separation and the resolution of oligonucleotides of different lengths (n and n-x) was 

comprehensively inspected. The discovered high potential of hydrophilic interaction liquid 

chromatography and its compatibility with mass detection were utilized for separation and 

identification of impurities and metabolites of the therapeutic oligonucleotide nusinersen. 
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Seznam zkratek a symbolů 

Zkratky 

ACN acetonitril 

AmAc octan amonný 

AEX aniontově-výměnný charakter 

BAPNA N-α-benzoyl-L-arginin 4-nitroanilid hydrochlorid 

BEH „bridged ethylene hybrid“ 

C8 oktylová skupina 

C18 oktadecylová skupina 

CE kapilární elektroforéza 

CEX kationtově-výměnný charakter 

CSH „charged surface hybrid“ 

DBAA dibutylamonium acetát 

DEA diethylamin 

DEAA diethylamonium acetát 

DHAA dihexylamonium acetát 

DIPAA diisopropylamonium acetát 

DPA dipropylamin 

DPAA dipropylamonium acetát 

FP fluorfenyl 

GC plynová chromatografie 

HA hexylamin 

HAA hexylamonium acetát 

HFIP hexafluorisopropanol 

HILIC hydrofilní interakční kapalinová chromatografie 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HSS „high strength silica“ 

IEC iontově-výměnná chromatografie 

IMER „immobilized enzyme reactor“ (imobilizovaný enzymatický reaktor) 

IP iontově-párový 

IPRPLC iontově-párová chromatografie na reverzních fázích 

LFER „linear free energy relationship“ (lineární vztah volných energií) 

MeOH methanol 
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MF mobilní fáze 

MM mix-mód 

MMC mix-mód chromatografie 

MS hmotnostní spektrometrie 

NPLC normální mód kapalinové chromatografie 

OAA oktylamonium acetát 

ON oligonukleotid 

PFP pentafluorfenyl 

PH fenyl-hexyl 

POM polárně-organický mód 

PS thiofosfát 

RPLC reverzní mód kapalinové chromatografie 

SEC molekulová vylučovací chromatografie 

SF stacionární fáze 

SFC sub/superkritická fluidní chromatografie 

TEA triethylamin 

TEAA triethylamonium acetát 

TIC „total ion recording“ 

TMFA+ trimethyfenylamonný kationt 

UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

4-CBC 4-chlor-N-butylkathinon 

4-CDC 4-chlor-N,N-dimethylkathinon 

4-ClC 4-chlor-N-isopropylkathinon 

4-CPRC 1-(4-chlorfenyl)-2-pyrrolidin-1-yl-pentan-1-on 

4F-NPP 1-(4-fluorfenyl)-2-(isopropylamino)pentan-1-on 

Symboly 

A kyselost vodíkové vazby (LFER) 

a regresní koeficient LFER rovnice 

As faktor asymetrie 

B basicita vodíkové vazby (LFER) 

b regresní koeficient LFER rovnice 

c úsek LFER rovnice 

http://alfamedchemical.com/
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D - záporný náboj analytu (LFER) 

d- regresní koeficient LFER rovnice 

D+ kladný náboj analytu (LFER) 

d+ regresní koeficient LFER rovnice 

E rozsah molární refrakce (LFER) 

e regresní koeficient LFER rovnice 

fp šířka vzestupné části píku v 5 % jeho výšky 

HI hydrofobicita (Waltersův test) 

k retenční faktor  

k(u) retenční faktor uridinu (Tanakův test) 

R2 koeficient determinace 

Rs rozlišení dvou píků 

S dipolarita/ polarizibilita (LFER) 

s regresní koeficient LFER rovnice 

SI silanolová aktivita (Waltersův test) 

tM mrtvý čas 

tR retenční čas 

V McGowanův charakteristický objem (LFER) 

v regresní koeficient LFER rovnice 

w5% šířka píku v 5 % jeho výšky 

w50% šířka píku v 50 % jeho výšky 

y počet thiofosfátových substitucí 

z celkový efektivní náboj 

α selektivita 

α(AX) aniontově-výměnný charakter stacionární fáze (Tanakův test) 

α(CH3) selektivita k hydrofobním skupinám (Tanakův test) 

α(CX) kationtově-výměnný charakter stacionární fáze (Tanakův test) 

α(OH) selektivita k polárním skupinám (Tanakův test) 

α(Tb/Tp) kyselost povrchu stacionární fáze (Tanakův test) 

α(V/A) selektivita pro konfigurační isomery (Tanakův test) 

α(2D/3D) selektivita pro strukturní isomery (Tanakův test) 
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1 Úvod 

1.1 Separační metody, chromatografie 

S rostoucím počtem nejrůznějších nejen biologicky aktivních sloučenin 

využívaných ve farmacii, potravinářství a dalších odvětvích roste i poptávka po účinných, 

rychlých a robustních analytických metodách, a to zejména těch separačních [1,2]. 

Separační metody umožňují analyzovat komplexní vzorky a poskytovat informaci 

o několika přítomných analytech v rámci jedné analýzy, což je velmi efektivní z hlediska 

úspory času, a tedy i vynaložených finančních prostředků. Z moderních instrumentálních 

separačních metod můžeme zmínit například kapilární elektroforézu (CE), plynovou 

chromatografii (GC), sub/superkritickou fluidní chromatografii (SFC) a vysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografii (HPLC) [3]. CE má ve svém základním uspořádání omezenou 

použitelnost pouze pro nabité analyty, vyznačuje se obecně nižší robustností než 

chromatografické metody [4]. GC je vhodnou technikou pro analýzu a separaci těkavých 

sloučenin. Optimalizace metody v GC je limitována mobilní fází (MF), inertní plynem, 

a proto nelze selektivitu systému ovlivňovat jejím složením [5], ale je nutné využití např. 

teplotních gradientů [6]. SFC je metodou s velkým potenciálem pro separaci nejen 

chirálních sloučenin, nicméně prozatím je v komerční sféře rutinně využívána daleko méně 

než kapalinová chromatografie [7].  

HPLC, případně ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie (UHPLC) je 

v současné době nejvíce využívanou analytickou separační metodou pro analýzu, separaci 

a purifikaci širokého spektra sloučenin a vzorků různého původu. Její největší předností je 

vysoká variabilita z důvodu možnosti použít různé kombinace stacionárních fází (SF) 

a MF, a tedy možnost pracovat v různých módech kapalinové chromatografie [8]. Na 

základě polarity analytů a typu SF rozeznáváme dva nejzákladnější módy kapalinové 

chromatografie, a to normální mód (NP) a reverzní mód (RP). NPLC, která je vhodná pro 

analýzu polárnějších látek, využívá polární SF v kombinaci s nepolárními organickými 

rozpouštědly, jako je například heptan, hexan nebo chloroform velmi často s přídavky 

polárních rozpouštědel jako je např. ethanol nebo propan-2-ol. Jako SF se nejčastěji 

využívá nemodifikovaný silikagel nebo silikagel modifikovaný polárními skupinami [9]. 

RPLC je naopak vhodná pro analýzu spíše nepolárních sloučenin a SF je v tomto módu 

méně polární než MF. SF bývá většinou silikagel modifikovaný oktadecylovými (C18), 

oktylovými (C8) nebo fenylovými ligandy, MF je pak nejčastěji směs vody nebo vodného 
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pufru s organickým rozpouštědlem, především acetonitrilem nebo methanolem [10]. Mezi 

další základní módy kapalinové chromatografie patří např. iontově-výměnná 

chromatografie (IEC, separující na základě náboje analytu) nebo molekulová vylučovací 

chromatografie (SEC, separující na základě velikosti analytu).  

1.2 Chromatografie s více interakčními mechanismy 

Všechny výše zmíněné módy kapalinové chromatografie mají jednu společnou 

charakteristiku, a to že retence analytů je řízena pouze jedním hlavním interakčním 

mechanismem. V případě RPLC se kromě „hydrofobní interakce“ může uplatňovat 

sekundární iontově-výměnná interakce s residuálními disociovanými silanolovými 

skupinami (Obr. 1A). Tato interakce je zpravidla považována za nežádoucí 

a nepředstavuje hlavní interakční mechanismus. Interakce především bazických analytů 

s residuálními disociovanými silanoly (nezreagovanými při pokrývání ligandem 

a dodatečně nechráněnými, tzv. „neendkapovanými“) způsobují zhoršení tvaru píků, a tedy 

i separační účinnosti [11]. S rostoucí komplexitou vzorků roste i poptávka po stacionárních 

fázích/módech, které budou dva a více interakčních mechanismů poskytovat účelně, a tím 

vykazovat jedinečnou selektivitu a zároveň variabilitu. V následujících třech 

podkapitolách jsou detailně popsány tři takové módy, které byly využívány v průběhu 

práce na publikacích zahrnutých v předkládané disertační práci.  

1.2.1 Mix-mód chromatografie 

V osmdesátých letech minulého století byl poprvé představen koncept 

chromatografie na tzv. smíšených fázích, neboli mix-mód chromatografie (MMC) [12]. 

Mix-mód (MM) SF jsou vyvíjeny tak, aby poskytovaly dva a více hlavních interakčních 

mechanismů významně se podílejících na retenci současně, a tím umožňovaly separovat 

široké spektrum sloučenin s rozdílnými vlastnostmi (například nabité a nepolární 

sloučeniny) v rámci jedné analýzy [13]. V principu je možné MM SF dosáhnout několika 

způsoby. Příkladem může být spojení dvou kolon v sérii s různými typy SF [14] nebo 

kombinace dvou různých materiálů v jedné koloně [15]. V současné době je 

nejrozšířenějším přístupem kovalentní modifikace nosiče (nejčastěji silikagelu) nebo 

ligandu různými typy funkčních skupin v rámci jedné SF [16]. Takové uspořádání zaručuje 

homogenní distribuci funkčních skupin a s tím související vysokou opakovatelnost měření. 

V případě bimodálního systému rozeznáváme tři základní typy kovalentní modifikace: 
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i) navázání dvou různých samostatných ligandů/funkčních skupin na povrch 

silikagelového nosiče (Obr. 1B); ii) vložení funkční skupiny do řetězce/skupiny s jiným 

charakterem (Obr. 1C); iii) vložení funkční skupiny na konec řetězce/skupiny s jiným 

charakterem (Obr. 1D) [17]. Všechny tři uvedené možnosti vykazují různé retenční 

chování, a to zejména z důvodu různé přístupnosti funkčních skupin. 

Obr. 1: Různé typy stacionárních fází. A: povrch silikagelového nosiče, B, C, D: možnosti 

umístění funkčních skupin na MM stacionárních fázích, E: MM stacionární fáze použitá 

v koloně Premier BEH C18 AX (kladně nabitá do pH 8-9), F: MM stacionární fáze použitá 

v koloně Luna Omega PS C18 (není známá přesná struktura), G: MM stacionární fáze 

použitá v koloně CSH C18 (kladně nabitá v omezeném rozsahu pH). Zobrazení SF je 

schematické a pro jednoduchost ukazuje monofunkční navázání ligandu na nosič ve všech 

případech (u kolon Premier BEH C18 AX a XSelect CSH C18 jsou ligandy navázány 

trifunkčně – podrobněji v Tabulce 3, str. 38-39).  

MM SF můžeme rozdělit do čtyř základních skupin na základě kombinace 

tradičních chromatografických módů: RPLC-IEC, RPLC-hydrofilní interakční kapalinová 

chromatografie (HILIC), HILIC-IEC a RPLC-HILIC-IEC [18]. SF s RP charakterem jsou 

tvořeny hydrofobními ligandy, tedy především alkylovými řetězci (C8 nebo C18) [19,20] 

nebo fenylem [21]. HILIC SF obvykle obsahují polární amidy [21], aminokyseliny [22] 

nebo hydroxylové skupiny [20]. SF s IEC charakterem jsou tvořeny především kvarterním 

amoniem (aniontově-výměnný charakter, AEX) [23] nebo karboxylovými či sulfonovými 

skupinami (kationtově-výměnný charakter, CEX) [24]. Kombinací výše zmíněných 
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ligandů v rámci jedné SF lze dosáhnout unikátní selektivity a široké použitelnosti MM SF. 

Mezi další výhody MM SF patří i možnost větší nadávkované koncentrace vzorku [25].  

V rámci předkládané disertační práce jsem se zabývala mimo jiné MM SF 

kombinujícími RP a AEX charakter, které obsahují hydrofobní C18 ligand 

a ionizovatelnou funkční skupinu poskytující kladný náboj (např. terciární alkylamin). 

Struktura takových SF je zobrazena na Obr. 1E a F. Zatímco pro kolonu Premier BEH 

C18 AX je struktura SF známá (Obr. 1E), o SF použité v koloně Luna Omega PS C18 je 

zveřejněno pouze to, že je přítomen kladný náboj (Obr. 1F). Kromě kolon s komerčním 

označením „mix-mód“ lze na trhu najít i kolony prodávané jako „RPLC“, které nicméně 

za určitých podmínek poskytují i mix-mód charakter [26]. Příkladem mohou být například 

kolony, jejichž stacionární fáze je tvořena ligandy navázanými na tzv. „charged surface 

hybrid“ (CSH) částicích. CSH částice mají na povrchu kromě ligandu navázanou 

pyridylovou skupinu (Obr. 1G), která by měla být při pH < 7 kladně nabitá [27], a tím 

poskytovat MM charakter CSH SF. CSH částice s povrchovým nábojem byly navrženy 

především pro zlepšení tvaru píků bazických látek při analýze v kyselých MF s nízkou 

iontovou silou [28].   

MM SF byly úspěšně využity pro analýzu různých biologicky aktivních sloučenin, 

jako jsou například aminokyseliny a peptidy [29,30], nukleové kyseliny [31], DNA a RNA 

deriváty [32] nebo protilátky [33,34].  

1.2.2 Hydrofilní interakční kapalinová chromatografie 

Pojem HILIC poprvé použil v roce 1990 Alpert [35], nicméně první experimenty 

byly v tomto uspořádání provedeny již o 15 let dříve [36]. HILIC je používán jako 

alternativa k NPLC pro analýzu polárních sloučenin, které by v klasické RPLC měly velmi 

nízkou nebo žádnou retenci nebo by byly špatně rozpustné v MF používané pro NPLC.  

Pro HILIC je charakteristické použití polární SF typické pro NPLC v kombinaci s méně 

polární MF, která je svým složením podobná MF používaným v RPLC. SF může být čistý 

silikagel, silikagel modifikovaný polárními skupinami (například amino, amido, kyano 

nebo diolovými skupinami) nebo tzv. zwitterionické SF, které nesou kladný i záporný 

náboj [37,38]. MF je tvořena směsí vodné složky (minimálně 2,5 obj. %) a méně polárního 

rozpouštědla, obvykle acetonitrilu (typicky více než 70 obj. %) [39]. Na rozdíl od RPLC 

má vodná složka MF v tomto uspořádání vyšší eluční sílu. 
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HILIC má oproti NPLC i RPLC řadu výhod, jako je například možnost analýzy 

polárních sloučenin za použití méně toxických rozpouštědel, než nabízí klasická NPLC. 

Zároveň jsou polární analyty lépe rozpustné v HILIC MF ve srovnání s NPLC MF. MF 

používané v HILIC jsou kompatibilní s hmotnostní detekcí [40]. K dosažení 

opakovatelných výsledků je ale nutná relativně dlouhá ekvilibrace systému. Nevýhodou 

může být i komplexnost retenčního mechanismu, která má za následek problematické 

porozumění a předvídání retenčního chování.  

Základem retenčního mechanismu v HILIC je rozdělování analytu mezi dvě vrstvy 

MF, a to konkrétně mezi vodnou složkou obohacenou vrstvu MF imobilizovanou na 

povrchu SF a na acetonitril bohatou MF (Obr. 2). Na retenci má tedy vliv nejen polarita 

sloučenin (s rostoucí polaritou analytu roste jeho afinita k vodou obohacené vrstvě, a tím 

roste jeho retence), ale také stupeň solvatace SF [41]. Na povrchu SF dochází během 

solvatace k tvorbě gradientu, tzn. u povrchu SF je zastoupení vodné složky MF největší 

a s rostoucí vzdáleností od povrchu SF roste podíl acetonitrilu v MF [42]. Aby mohla 

vrstva obohacená vodnou složkou MF vzniknout, musí MF obsahovat minimálně již 

zmíněných 2,5 obj. % vodné složky [43]. S rostoucím obsahem vodné složky v MF pak 

klesá retence analytů, což je způsobeno rostoucí podobností vrstvy sorbované na povrchu 

SF s okolní MF [44].  

Obr. 2: Retenční mechanismus v HILIC. (1) rozdělování analytu mezi vodnou složkou 

obohacenou vrstvu MF imobilizovanou na povrchu SF a na acetonitril bohatou MF; (2) 

vodíkové interakce; (3) elektrostatické interakce.  
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Rozdělování analytů mezi vrstvy MF různě obohacené o vodnou nebo organickou 

složku ale není jediným mechanismem, který přispívá k retenci analytů v HILIC (Obr. 2). 

V závislosti na zvolených podmínkách (tj. výběr SF, výběr MF) může docházet 

i k interakci mezi analytem a přímo povrchem SF a mohou se tak uplatňovat například 

vodíkové interakce, elektrostatické interakce nebo interakce dipól-dipól [45,46].  

HILIC se běžně využívá například pro farmaceutické analýzy [47,48], 

v metabolomice [49,50] a glykoproteomice [51], a to zejména z důvodu bezproblémové 

kompatibility s MS, která umožňuje analýzu i velmi komplexních vzorků.  

1.2.3 Iontově-párová chromatografie na reverzní stacionární fázi 

Iontově-párová chromatografie na reverzních fázích (IPRPLC) byla poprvé 

představena v 70. letech minulého století [52]. IPRPLC je zvláštním módem kapalinové 

chromatografie, který umožňuje separaci nabitých polárních analytů na klasických 

nepolárních RP SF, a to z důvodu přídavku iontově-párového (IP) činidla do MF [53]. Na 

mechanismus IPRPLC lze v zásadě nahlížet dvěma způsoby [54,55]: i) dynamické pokrytí 

SF IP činidlem a následná interakce nabitých analytů s nyní opačně nabitým povrchem SF 

(Obr. 3A); ii) tvorba iontových párů mezi IP činidlem a opačně nabitým analytem v MF 

a interakce těchto navenek elektroneutrálních iontových párů s nepolární stacionární fází 

(Obr. 3B). Tento systém tak vykazuje charakteristiky jak RPLC tak iontově-výměnné 

chromatografie (IEC), přičemž převládající mechanismus je určen mimo jiné koncentrací 

a hydrofobicitou IP činidla [56]. Rovněž je potřeba vhodně zvolit pH MF tak, aby analyty 

byly nabité a mohly interagovat s IP činidlem. 

Jako IP činidla nesoucí záporný náboj, která se používají pro analýzu bazických 

analytů, se nejčastěji využívají alkylsulfonové kyseliny nebo perfluorované karboxylové 

kyseliny (např. trifluoroctová kyselina). Alkylsulfonáty nejsou kvůli své nízké těkavosti 

kompatibilní s MS detekcí. Jako IP činidla nesoucí kladný náboj, která jsou vhodná pro 

analýzu kyselých analytů, se využívají především alkylamoniové kationty.   

Mezi největší výhody IPRPLC patří zejména možnost separovat nabité analyty za 

použití klasických RPLC kolon (a tedy bez nutnosti kupovat nové s jinou SF) a možnost 

separovat neutrální analyty od těch nabitých (na rozdíl od IEC). IPRPLC také nabízí velkou 

variabilitu ve výběru MF, z nichž některé jsou relativně dobře kompatibilní s MS detekcí 

(nebo alespoň lépe v porovnání s IEC). Nevýhodou IPRPLC je ve srovnání s RPLC menší 

robustnost, pomalé ustavování rovnováhy a perzistence některých IP činidel 
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v chromatografickém systému, což je velmi problematické především ve spojení s MS 

detekcí.  

V současné době patří jednoznačně k největším aplikacím IPRPLC analýza 

terapeutických thiofosfátových oligonukleotidů, která je detailně popsána v kapitole 1.5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3: Mechanismus IPRPLC (na příkladu záporně nabitého analytu v kombinaci 

s kladně nabitým hexylamoniem jako IP činidlem). 

1.3 Charakterizace stacionárních fází 

S rostoucí komplexitou retenčního mechanismu roste i důležitost charakterizace 

SF, resp. separačního systému. Detailní popis interakčních mechanismů (zejména pokud je 

jich více) je základem pro vhodnou volbu SF a MF k danému účelu. K popisu 

chromatografických systémů bylo navrženo několik jednoduchých chromatografických 

testů (například test podle Walterse [57] nebo Tanaky [58] používané především pro 

RPLC), které pro získání základních charakteristik/parametrů separačního systému 

využívají dvojici strukturně odlišných analytů. Výpočet jednotlivých parametrů a jejich 

význam jsou uvedeny v Tabulce 1. 



 

20 

 

Tabulka 1: Výpočet a význam jednotlivých parametrů pro testy podle Walterse a Tanaky, 

chromatografické podmínky pro daný test 

WALTERSŮV TEST 

Mobilní fáze: acetonitril (ACN)/voda; 65/35 (v/v) 

Teplota kolony: 40 °C 

Hydrofobicita 

(HI) 
k (antracen)/k (benzen) 

Silanolová 

aktivita (SI) 
k (antracen)/k (N,N-diethyltoluamid) 

TANAKŮV TEST 

Mobilní fáze: ACN/20mM octan amonný, pH 4,7; 90/10 (v/v) 

Teplota kolony: 30 °C 

k(u) hydrofobicita/retentivita k (uridin) 

α(CH3) 

hydrofobní charakter SF, 

selektivita k hydrofobním 

skupinám 

 

k (uridin)/k (methyluridin) 

α(OH) 

hydrofilní charakter SF, 

selektivita k polárním 

skupinám, tloušťka vodné 

vrstvy (v HILIC) 

 

k (uridin)/k (deoxyuridin) 

α(V/A) 

selektivita pro konfigurační 

isomery 

 

k (vidarabin)/k (adenosin) 

α(2D/3D) 
selektivita pro strukturní 

isomery 
k (2′-deoxyguanosin)/k (3′-deoxyguanosin) 

α(AX) 
aniontově-výměnný charakter 

SF 
k (toluensulfonová kys.)/k (uridin) 

α(CX) 
kationtově-výměnný charakter 

SF 
k (trimethylfenylamonium chlorid)/k (uridin) 

α(Tb/Tp) kyselost povrchu SF k (theobromin)/k (theofylin) 

Pro komplexnější charakterizaci interakčních vlastností separačního systému lze 

použít například model lineárních vztahů volných energií (linear free energy relationship, 

LFER) [59]. Tento semiempirický model umožňuje kvalitativně a kvantitativně popsat 

jednotlivé typy interakcí, které ovlivňují retenci a separaci analytů. Na základě LFER 

modelu je při použití dané MF možné charakterizovat, a především srovnávat různé SF 

z hlediska jejich interakčního potenciálu. Základní LFER model je běžně používaný 

především pro charakterizaci systémů s neutrálními SF, protože základní tvar LFER 

rovnice nezahrnuje příspěvky elektrostatických interakcí [60]. Z toho důvodu byla základní 

LFER rovnice rozšířena o další dva členy charakterizující kladný resp. záporný náboj 
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analytu při dané hodnotě pH mobilní fáze [61,62]. To umožňuje vhodnější aplikaci LFER 

modelu i pro SF s MM charakterem. Rozšířená LFER regresní funkce má následující tvar: 

              log 𝑘 = 𝑒𝐸 + 𝑠𝑆 + 𝑎𝐴 + 𝑏𝐵 + 𝑣𝑉 + 𝑑−𝐷− + 𝑑+𝐷+ + 𝑐                               
   

a vyjadřuje vztah mezi experimentálně zjištěnými retenčními faktory sady strukturně 

odlišných analytů (ve formě log k) a deskriptory (velká písmena), které popisují fyzikálně-

chemické vlastnosti a jsou tabelovány pro celou řadu analytů [63]. Regresní 

koeficienty/parametry systému (malá písmena) jsou získány multidimenzionální lineární 

regresí a charakterizují tendenci systému poskytovat daný typ interakce neboli rozdíl v síle 

dané interakce analyt-SF a analyt-MF. Pokud má regresní koeficient kladnou hodnotu, je 

daná interakce silnější mezi analytem a SF (v porovnání s interakcí analyt-MF) a daná 

interakce tak přispívá ke zvýšení retence analytu. Významy jednotlivých deskriptorů 

i regresních koeficientů jsou uvedeny v Tabulce 2.  

Tabulka 2: Význam deskriptorů a regresních koeficientů v LFER rovnici 

DESKRIPTORY 
tabelované/vypočtené 

hodnoty 

REGRESNÍ 

KOEFICIENTY 

zjištěné hodnoty 

multidimenzionální lineární 

regresí 

E 
rozsah molární 

refrakce 
e 

schopnost interakce skrze  

n- a π- elektrony 

S 
dipolarita/ 

polarizibilita 
s 

schopnost interagovat 

interakcí dipól-dipól a dipól-

indukovaný dipól  

A 
kyselost vodíkové 

vazby  
a 

proton-donorová schopnost 

tvořit vodíkové vazby 

B 
basicita vodíkové 

vazby 
b 

proton-akceptorová 

schopnost tvořit vodíkové 

vazby 

V 
McGowanův 

charakteristický objem 
v 

schopnost „hydrofobní“ 

interakce 

D- záporný náboj analytu d- schopnost elektrostatické 

interakce (pro kyseliny) 

D+ kladný náboj analytu d+ schopnost elektrostatické 

interakce (pro báze) 

  c 

poměr objemů MF a SF + 

všechny ostatní nezahrnuté 

příspěvky k retenci 

 

(1.1) 
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Deskriptory popisující elektrostatické vlastnosti analytu (D- a D+) jsou závislé na 

pH MF a nejsou tedy pro všechny hodnoty pH tabelované. Lze je ale snadno vypočítat 

následujícími rovnicemi:  

𝐷− =
10(pH∗−pK𝑎

∗ )

1 + 10(pH∗−pK𝑎
∗ )

 

 

𝐷+ =
10(pK𝑎

∗ −pH∗)

1 + 10(pK𝑎
∗ −pH∗)

  , 

 

kde pH* značí pH vodně-organické MF a pKa
* značí pKa analytu v dané vodně-organické 

MF [64]. V praxi se k výpočtu těchto deskriptorů využívají standardní hodnoty pKa 

a hodnoty pH změřené na pH metru kalibrovaném klasickými vodnými pufry.   

Charakteristiky separačního systému vyjádřené regresními koeficienty se dají určit 

testováním rozsáhlé sady analytů. Vybraná testovací sada analytů musí obsahovat 

strukturně odlišné sloučeniny, aby jejich deskriptory rovnoměrně pokrývaly celou škálu 

možných interakcí. Výsledky multidimenzionální regrese pak umožní popsat, které typy 

interakcí mezi analytem a SF převládají (největší kladné hodnoty regresních koeficientů) 

a na základě toho lze určit aplikační potenciál testovaných kolon/separačních systémů.   

1.4 Analýza peptidů/štěpných produktů proteinů 

Pro proteomickou analýzu za využití kapalinové chromatografie je zásadním 

krokem štěpení velkých proteinů na menší fragmenty, které je možné identifikovat 

použitím MS detekce, tedy tzv. peptidové mapování [65]. Ke štěpení proteinů se velmi 

často využívá trypsin, vysoce specifický enzym štěpící proteiny hydrolýzou peptidové 

vazby na karboxylovém konci lysinu a argininu [66,67]. Pokud jsou tyto aminokyseliny 

následovány kyselým aminokyselinovým zbytkem, štěpení probíhá výrazně pomaleji, 

v případě následování prolinem štěpení neprobíhá vůbec [68]. Tato vysoká substrátová 

specifita souvisí s reaktivitou pozitivně nabitých postranních řetězců lysinu a argininu, což 

je zároveň velmi výhodné pro následnou interpretaci MS spekter [69,70]. Optimální 

podmínky pro aktivitu trypsinu jsou teplota 37 °C a pH ~ 7,0-8,0 [71]. Před samotným 

štěpením je nutné protein denaturovat (rozrušit jeho terciární strukturu) a zajistit tím 

rozložení proteinu a větší přístupnost lysinu a argininu pro následné štěpení. V případě 

proteinů obsahujících více než jeden cystein dochází k tvorbě disulfidických (S-S) můstků, 

které je potřeba podrobit redukci a alkylaci, aby mohlo dojít ke správnému procesu štěpení. 

(1.2) 

(1.3) 
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Jako denaturační činidlo lze využít například komerčně dostupnou směs močoviny, 

thiomočoviny a C7BzO detergentu. K rozrušení S-S můstků se používá jako redukční 

činidlo například tributylfosfin. Následná alkylace SH skupin jodacetamidem vede 

k tvorbě karbamidomethyl-cysteinu, který znemožňuje opětovnou tvorbu S-S můstků.  

Kromě samotného tryptického štěpení může docházet i k tvorbě semitryptických 

nebo nespecifických peptidových fragmentů [66]. Semitryptické fragmenty jsou 

charakteristické tím, že jedno z míst štěpení je tryptické, druhé ale může být za jakoukoliv 

aminokyselinou. Například minoritní chymotryptická nebo chymotrypsinu podobná 

aktivita vede k nespecifickému štěpení peptidové vazby na karboxylovém konci 

fenylalaninu, tyrosinu nebo leucinu [72]. Chymotryptická nebo tomu podobná aktivita 

může být důsledkem kontaminace trypsinu chymotrypsinem (v závislosti na dodavateli 

trypsinu) nebo důsledkem přítomnosti pseudotrypsinu (ψ-trypsin), který je produktem 

autolýzy trypsinu. V případě, že protein není zcela naštěpen, tzn. dojde k vynechání 

štěpného místa za lysinem nebo argininem, mluvíme o tzv. „missed cleavage“ 

fragmentech. Všechny tyto jevy zásadním způsobem komplikují vyhodnocování MS 

spekter [73].  

Tryptické štěpení předcházející LC MS analýze může být provedeno několika 

způsoby. Nejpoužívanějším způsobem je tzv. štěpení v roztoku [74], pro které existuje 

velmi dobře popsaný standardizovaný protokol [75]. Tento přístup má nicméně několik 

nevýhod, jako je například dlouhá doba štěpení (až 24 hodin), autolýza trypsinu (lze zmírnit 

přídavkem Ca2+), nutnost striktně dodržet teplotu během celého procesu štěpení a vysoká 

intolerance k organickým rozpouštědlům [76]. Některá z těchto omezení lze překonat 

imobilizací trypsinu na vhodný nosič, čímž vznikne tzv. imobilizovaný enzymatický 

reaktor („immobilized enzyme reactor”, IMER) [74]. Mezi hlavní výhody IMER patří 

především rychlost štěpení (v řádu minut) [77], zvýšená teplotní a pH stabilita a výrazné 

omezení autolýzy trypsinu [78]. IMER mohou být připravovány ve formě membrán, 

kapilár, čipů, spin kolonek nebo chromatografických kolon [79,80] a jsou dostupné jak ve 

vsádkovém tak průtokovém uspořádání. I přes jeho nesporné výhody není IMER 

uspořádání rutinně příliš využíváno, a to především z důvodu vyšší ceny a nedostatku 

informací pramenícího z časté absence standardizovaného protokolu. Ideálním řešením 

z hlediska úspory času a jednoduchosti celého procesu je tzv. on-line uspořádání, tedy 

přímé spojení trypsinového IMER a LC kolony v sérii, které je ale z důvodu nutnosti použít 

jednu MF pro štěpení i separaci štěpných produktů značně problematické (volba pH, 
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přítomnost organického rozpouštědla v MF) [81]. Častým kompromisem je tak například 

použití chromatografických trypsinových kolon v kombinaci s přepínacím ventilem, 

sběračem frakcí nebo v 2D uspořádání (tzv. pseudo on-line) [82–84]. 

 Většina proteomických aplikací je prováděna za použití klasických RPLC C18 SF. 

Vzhledem k povaze peptidů/štěpných produktů proteinů se nabízí i možnost využít MM 

SF, které při vhodně zvoleném pH MF mohou poskytovat i elektrostatickou interakci, a tím 

výjimečnou selektivitu [85].  

1.5 Analýza terapeutických thiofosfátových oligonukleotidů 

Využití terapeutických oligonukleotidů (ON) v genové terapii v posledních letech 

významně roste [86,87]. V letech 2016-2023 tvořily více než 4 % z celkového počtu nově 

registrovaných léčiv [88]. Využívají se například k léčbě spinální svalové atrofie 

(nusinersen) [89] nebo cytomegalovirové infekce sítnice u pacientů s AIDS (fomivirsen) 

[90]. Terapeutické ON jsou na rozdíl od těch přirozeně se vyskytujících modifikované, aby 

se zvýšila jejich in-vivo odolnost proti endo- a exo-nukleasam a schopnost procházet do 

buňky [32,91].  

Jedním z nejčastějších typů modifikace je tzv. thiofosfátová substituce, kdy dochází 

k nahrazení atomu kyslíku v jedné nebo více fosfátových skupinách sírou [92] (Obr. 4). 

Tím vzniká thiofosfátová vazba (PS), která do molekuly přináší chirální centrum (*). 

Důsledkem je vznik 2y diastereomerů, kde y značí počet thiofosfátových substitucí [93]. 

Protože diastereomery mají různé fyzikálně-chemické vlastnosti, lze je separovat i na 

běžných C18 kolonách. Tvorba diastereomerů značně komplikuje chromatografickou 

analýzu PS ON, a to především těch s velkým počtem PS modifikací. Například v případě 

plně modifikovaného 21mer ON, což je typická délka terapeutických ON, se jedná 

o 1048576 diastereomerů (20 PS modifikací = 220). Pro chromatografickou analýzu je tak 

nutné potlačit separaci diastereomerů s cílem dosáhnout co nejužších píků, které budou 

umožňovat správné vyhodnocení nejen hlavního píku (například 21meru), ale také 

typických nečistot ze syntézy jako jsou 5´n-1, 5´n-2,…5´n-x mery (tedy ON zkrácené na 

5´konci), případně 5´n+1 [94,95]. Na 3´nebo 5´konci může navíc docházet i k dalším 

procesům, jako je například cyklizace (thio)fosfátové skupiny, existence zbytkové 

(thio)fosfátové skupiny na 3´konci nebo deaminace nukleobáze, které ztěžují separaci 

a identifikaci nečistot [96,97]. Kromě samotné separace nečistot od hlavního píku současně 

s potlačením separace diastereomerů je pro analýzu thiofosfátových ON důležitá také 
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separace a identifikace metabolitů. Metabolity jsou krátké ON (n-x), které vznikají 

v důsledku metabolismu podaného léčiva, tedy terapeutického ON, v těle pacienta. Jejich 

separace a identifikace je obvykle vzhledem k velkému počtu možných metabolitů, které 

jsou si strukturně velmi podobné, značně komplikovaná.   

 

Obr. 4: Struktura RNA oligonukleotidu.  

V současné době se pro potlačení separace diastereomerů využívá především dvou 

přístupů, a to IPRPLC nebo HILIC. V IPRPLC dochází k potlačení separace diastereomerů 

z důvodu přítomnosti IP činidla (např. alkylamonium acetátu) v MF, které má za následek 

potlačení hydrofobní interakce mezi ON a SF, která je zodpovědná za separaci 

diastereomerů. Uplatnění pouze elektrostatické interakce mezi nabitými skupinami ON 

a nabitou částí IP činidla nedokáže jednotlivé diastereomery zcela rozlišit [98,99]. Míra 

potlačení separace diastereomerů je samozřejmě závislá na několika faktorech, a to 

především na hydrofobicitě a koncentraci IP činidla, které ovlivňují míru pokrytí nepolární 

SF IP činidlem. Významnou roli hraje i teplota, která má vliv na tvorbu sekundárních 

struktur. Výhodou IPRPLC je jednoznačně vysoká selektivita, dobrá opakovatelnost 

a možnost výběru mnoha typů MF. Mezi nevýhody patří kontaminace instrumentace, a to 

především MS detektoru, hydrofobními IP činidly. Tomu se lze částečně vyvarovat 

použitím hexafluorisopropanolu (HFIP) v MF místo kyseliny octové. HFIP podporuje 

sorpci IP činidel na povrch stacionární fáze, a tím umožňuje použít méně hydrofobní 
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a méně koncentrovaná IP činidla za dosažení stejných výsledků [100–102]. HFIP navíc 

z důvodu své těkavosti nepotlačuje ionizaci ON a poskytuje tak dostatečný MS signál 

[103,104]. 

Druhou možností je využít HILIC SF, které ze své podstaty téměř neposkytují 

hydrofobní interakce a tedy ve většině případů za vhodných podmínek ani separaci 

diastereomerů [105,106]. Výhodou jsou MF bez IP činidel kontaminujících LC MS 

instrumentaci [107]. Nevýhodou je nutnost dlouhé ekvilibrace systému (především při 

gradientové eluci), často nedostatečný MS signál a omezené možnosti výběru podmínek 

při optimalizaci metod [108].  

Analýza terapeutických ON je klíčová jak v průběhu jejich syntézy při kontrole 

čistoty, tak i následně při studiu jejich metabolismu v těle pacientů.  
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2 Cíle práce 

Hlavním cílem práce byla podrobná charakterizace SF poskytujících více 

interakčních mechanismů a jejich následné využití pro analýzu biologicky aktivních 

sloučenin jako jsou proteiny nebo terapeutické ON. Dílčí cíle zahrnují:  

I. Detailní charakterizaci SF z hlediska jejich interakčního potenciálu za využití 

jednoduchých chromatografických testů (např. Waltersův test) 

i komplexnějšího přístupu metodou LFER. Zvláštní důraz byl kladen na 

charakterizaci elektrostatických interakcí. Testovány byly kolony s různými 

ligandy, různými nosiči (různými typy částic), kolony prodávané pod 

označením RP i MM.  

II. Zjištění aplikačního potenciálu MMC pro analýzu peptidů a proteinů 

(cytochromu C) a porovnání s klasickou RPLC. Vývoj rychlé a spolehlivé 

metody/uspořádání pro on-line štěpení proteinů – sériové zapojení trypsinové 

a MM chromatografické kolony umožňující štěpení a separaci štěpných 

produktů v rámci jedné analýzy za použití jedné MF kompatibilní s MS detekcí. 

III. Podrobný popis vlivu různých chromatografických podmínek na retenci 

a analýzu terapeutických thiofosfátových ON v IPRPLC a HILIC. Testování 

vlivu hydrofobicity a koncentrace IP činidla, separační teploty a povahy 

protiiontu (kyselina octová vs. HFIP) na potlačení separace diastereomerů 

a rozlišení ON s různou délkou (především n a 5´n-1) v IPRPLC. Podrobný 

popis retenčního chování terapeutických ON a jejich možných metabolitů 

v HILIC. Aplikace zjištěných poznatků na analýzu metabolitů PS ON 

obsažených ve vzorcích plasmy pacientů léčených proti spinální svalové atrofii.  

 

 

 

 

 



 

28 

 

3 Parametry chromatografického systému  

K popisu a vyhodnocení naměřených dat je používáno několik základních 

chromatografických parametrů. Parametry využité k charakterizaci separačního systému 

v rámci této disertační práce byly vypočteny softwarem Empower 3 podle následujících 

vztahů.  

Retenční faktor (k) udává, kolikrát delší dobu stráví analyt interakcí se SF než 

v MF. Zavedení retenčního faktoru místo pouhého retenčního času je velmi výhodné 

především z hlediska možnosti porovnat různé separační systémy z různými mrtvými 

objemy/časy. Pro retenční faktor platí 

𝑘 =
𝑡𝑅  −  𝑡𝑀

𝑡𝑀
 

kde 𝑡𝑅 [min] je retenční čas daného analytu a 𝑡𝑀 [min] mrtvý čas kolony, tj. eluční čas 

analytu, který neinteraguje se stacionární fází. 

Rozlišení (Rs) charakterizuje míru separace dvou sousedních analytů/píků. Pokud 

je rozlišení Rs > 1,5, mluvíme o tzv. separaci na základní linii. Pro rozlišení platí 

𝑅𝑠 =
1,18 (𝑡𝑅,2  −  𝑡𝑅,1)

𝑤2;50% +  𝑤1;50%
 

kde 𝑡𝑅,1 [min] a 𝑡𝑅,2 [min] jsou retenční časy dříve, respektive později eluujícího analytu, 

𝑤1;50%a  𝑤2;50% jsou šířky daného píku v 50 % jeho výšky. 

Selektivita (α) udává poměr retencí dvou analytů. Pro selektivitu platí 

𝛼 =
 𝑘1

𝑘2
 

kde k1 a k2 jsou retenční faktory jednotlivých analytů. 

Faktor symetrie (As) slouží k posouzení a porovnání tvaru píku (symetrie). Pokud 

je As > 1, píky mají tendenci chvostovat (tzv. tailing), naopak pokud je As <1, píky mají 

tendenci frontovat. Pro faktor symetrie platí  

𝐴𝑠 =
𝑤5%

2 𝑓𝑝
 

kde 𝑤5%  je šířka píku v 5 % jeho výšky a 𝑓𝑝 je šířka vzestupné části píku v 5 % jeho výšky. 

 

 

(3.1) 

(3.2) 

(3.3) 

(3.4) 
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4 Výsledky a diskuse 

4.1 Podrobná charakterizace interakčního potenciálu vybraných 

stacionárních fází (Publikace I, Publikace II, Publikace III) 

Vlastnosti SF, a tím i jejich interakční potenciál, jsou ovlivněny nejen samotným 

ligandem navázaným na povrchu nosiče (silikagelu) a endkapingem, ale také typem částic 

nosiče. V rámci námi testovaných SF od firmy Waters (jejich přehled je uveden 

v Tabulce 3 na konci této podkapitoly, str. 38-39) se můžeme setkat se třemi základními 

typy částic, a to „bridged ethylene hybrid“ (BEH), „high strength silica“ (HSS) a „charged 

surface hybrid“ (CSH). BEH částice mají v silikagelovém nosiči vmezeřeny ethylenové 

můstky, které mají za následek zvýšenou chemickou i mechanickou odolnost a umožňují 

tak použití v širokém rozsahu teplot, tlaků i pH. Ethylenové můstky navíc snižují kyselost 

okolních silanolových skupin a potlačují tak rozmývání píků bazických analytů [109]. HSS 

částice poskytují vyšší retenci všech analytů z důvodu většího povrchu (velikost pórů 

100 Å) v porovnání s BEH i CSH částicemi (velikost pórů 130 Å). Navíc mohou ve vyšší 

míře poskytovat iontově-výměnnou interakci skrz silanolové skupiny, což má za následek 

zvýšenou retenci bazických analytů. CSH částice naopak z důvodu přítomnosti kladného 

náboje v pH < 7 poskytují zvýšenou retenci kyselých analytů.       

 Pro základní porovnání vybraných kolon byl využit Waltersův test (Obr. 5). 

Silanolová aktivita (SI) závisí na počtu volných silanolových skupin na povrchu nosiče 

a s jejich rostoucím počtem stoupá i hodnota SI. Hodnota HI pak stoupá s rostoucí 

hydrofobicitou SF. Na Obr. 5 je na první pohled patrné rozdělení na endkapované (nízká 

silanolová aktivita, světlé barvy) a neendkapované (vyšší silanolová aktivita, tmavé barvy) 

kolony. Modře označené kolony vykazující vyšší hydrofobicitu obsahují C18 ligandy, 

zeleně označené s nižší hydrofobicitou obsahují ligandy s aromatickým jádrem vázaným 

na kratších (propyl nebo hexyl) alkylových řetězcích. Nejvyšší hydrofobicitu vykazuje 

kolona s mix-mód charakterem Premier BEH C18 AX, naopak nejnižší neendkapovaná 

kolona XSelect HSS C18 SB, jejíž volné silanolové skupiny zvyšují polaritu SF. Porovnání 

dvou neendkapovaných kolon se stejným ligandem (pentafluorfenyl – označení PFP nebo 

FP), ale různým typem částic (XSelect HSS PFP a XSelect CSH FP) potvrzuje, že HSS 

částice mají větší množství volných silanolových skupin (a tedy i vyšší hodnotu SI) 

v porovnání s jinými typy částic.   
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Obr. 5: Výsledky Waltersova testu pro vybrané kolony. Světlé barvy: neendkapované 

kolony; tmavé barvy: endkapované kolony; modrá barva: kolony s C18 ligandy; zelená 

barva: kolony s aromatickými ligandy, oranžová barva: mix-mód kolony. Podmínky 

Waltersova testu jsou uvedeny v Tabulce 1 na str. 20. Převzato z Publikace I a Publikace 

IV. 

 Výsledky Waltersova testu velmi dobře korelují s výsledky získanými z LFER 

modelu (podle rovnice 1.1). LFER studie byla provedena ve třech typech MF, a to 

konkrétně ACN/365mM kyselina mravenčí, pH 2,1 40/60 (v/v), ACN/10mM octan 

amonný, pH 4,7 40/60 (v/v) a ACN/10mM octan amonný, pH 8,0 40/60 (v/v), aby bylo 

možné sledovat vliv pH vodné složky MF na jednotlivé typy interakcí. Pro všechny 

systémy odpovídaly dominantní interakce (nejvyšší absolutní hodnoty) koeficientům 

v (hydrofobicita, nejvyšší kladné hodnoty, tedy interakce preferovaná mezi analytem a SF) 

a b (proton-akceptorová schopnost tvořit vodíkové vazby, nejnižší záporné hodnoty, tedy 

interakce preferovaná mezi analytem a MF), což je typické pro RPLC [110]. Hodnoty 

všech regresních koeficientů pro všechny testované chromatografické systémy jsou 

přiloženy v Tabulce S1, S2 a S3 v Doplňkových datech, str. 72-74. Nejvyšší hydrofobicitu 

(nejvyšší hodnota koeficientu v) vykazovaly kolony XSelect HSS C18 a XSelect CSH C18, 

nejnižší pak kolona XSelect CSH FP, což přesně odpovídá výsledkům Waltersova testu 

(mix-mód kolona Premier BEH C18 AX nebyla v LFER testu zahrnuta). Při porovnání 

kolon s C18 ligandem z hlediska proton-akceptorové schopnosti tvořit vodíkové vazby byl 
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nejnižší rozdíl mezi SF a MF (tedy nejnižší absolutní hodnota koeficientu b) nalezen pro 

kolonu XSelect HSS C18 SB. To koreluje s její nejvyšší silanolovou aktivitou získanou 

z výsledků Waltersova testu. Při zvýšení pH vodné složky MF z 2,1 na 4,7 dochází ke 

zvýšení hodnot regresních koeficientů v pro všechny kolony. Navíc se začne uplatňovat 

elektrostatická interakce mezi kladně nabitými analyty a záporně nabitými disociovanými 

volnými silanoly na neendkapovaných SF (XSelect CSH FP, XSelect HSS C18 SB 

a XSelect HSS PFP), což se projevuje kladnými hodnotami regresního koeficientu d+. Další 

zvýšení pH vodné složky MF na 8,0 způsobuje pokles v příspěvku hydrofobicity k retenci 

(nižší hodnoty koeficientu v). Vzhledem k tomu, že většina bazických analytů není již v pH 

8,0 kladně nabitá, efekt volných silanolů popisovaný pomocí koeficientu d+ není pro toto 

pH vypovídající.  

Ačkoliv využití rozšířené regresní rovnice (rovnice 1.1) zahrnující i elektrostatické 

interakce poskytovalo vyšší hodnoty koeficientu determinace (R2), vypovídající popis 

uplatnění elektrostatických interakcí pro různá pH vodné složky MF bylo možné získat jen 

částečně, a to především z důvodu obtížnosti najít větší množství strukturně odlišných 

permanentně nabitých analytů v celém rozsahu testovaných pH vhodných pro UV detekci. 

Z toho důvodu bylo nezbytné hledat další způsoby popisu elektrostatických interakcí.   

Jednou z možností, jak získat základní přehled o uplatnění elektrostatických 

interakcí je analýza permanentně (nebo alespoň v celém měřeném rozsahu pH) kladně 

a záporně nabitých analytů v různých pH vodných složek MF. Čím více hodnot pH 

zvolíme, tím detailnější informaci získáme. Vzhledem k tomu, že jedním z cílů byl detailní 

popis chování CSH částic (tzn. zjistit, kdy jsou tyto částice kladně nabité a přispívají tím 

k retenci záporně nabitých analytů), byly zvoleny pH vodné složky MF s malými rozestupy 

v kyselé oblasti (pH 2,1; 2,5; 2,8; 3,5; 4,7). Obr. 6 ukazuje trendy v retenci 

benzensulfonové kyseliny a trimethyfenylamonného kationtu (TMFA+) v závislosti na pH 

vodné složky MF pro jednotlivé kolony. Výsledky potvrzují výskyt kladného náboje na 

povrchu CSH částic v pH 2,1, kde je retence záporně nabité benzensulfonové kyseliny 

značně vyšší v porovnání s kolonami s jinými typy částic (Obr. 6A). Retence 

benzensulfonové kyseliny s rostoucím pH postupně klesá, což indikuje ztrátu kladného 

náboje CSH částic s rostoucím pH MF. Na základě získaných dat lze usuzovat, že míra 

uplatnění kladného náboje na povrchu CSH částic klesá v následující řadě: XSelect CSH 

FP > XSelect CSH PH > XSelect CSH C18. Retence TMFA+ v závislosti na pH ukazuje 

významné rozdíly mezi endkapovanými a neendkapovanými kolonami. Pro 
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neendkapované kolony pozorujeme významné zvýšení retence již při pH 4,7, ale především 

pak při pH 8,0, které je důsledkem elektrostatické interakce mezi TMFA+ a volnými 

disociovanými silanoly. Tento efekt je ještě výraznější pro SF s HSS částicemi v porovnání 

s CSH částicemi (Obr. 6B). Stejných trendů bylo dosaženo i pro jiné nabité analyty, jako 

je například toluensulfonová kyselina nebo propranolol.  

Obr. 6: Vliv pH na retenci permanentně nabitých analytů. A: benzensulfonová kyselina; 

B: TMFA+. Složení MF: ACN/vodná složka, 40/60 (v/v). Vodné složky MF: 365mM 

kyselina mravenčí, pH 2,1; 10mM mravenčan amonný, pH 2,5; 10mM mravenčan amonný, 

pH 2,8; 10mM octan amonný, pH 3,5; 10mM octan amonný, pH 4,7 a 10mM octan 

amonný, pH 8,0. Převzato z Publikace I. 

 Pro detailnější popis elektrostatických interakcí byla vyvinuta a otestována nová 

metoda využívající pouze vodné MF (dichloroctová kyselina s vodným roztokem 

amoniaku) v rozmezí pH 2,5 - 9,0, které mají konstantní iontovou sílu, ale velmi nízkou 

pufrační kapacitu v rozmezí pH 4,5-6,5. Přítomnost organického rozpouštědla v MF 

ovlivňuje nejen pH MF, ale i pKa analytů a funkčních skupin na povrchu SF, což může 

negativně ovlivnit interpretaci výsledků. Jako analyty, tedy sloučeniny s permanentním 

nábojem, byly vybrány dusičnany, jodidy, benzensulfonová kyselina a TMFA+. 

Charakterizace elektrostatických interakcí analýzou anorganických aniontů je velmi 

výhodná především z důvodu absence hydrofobní interakce. Ze stejného důvody byly 

původně za účelem popisu kationtově-výměnného charakteru využity anorganické kationty 

Ag+ a Cu2+. Jejich analýza je při použití UV detektoru komplikovaná a výsledky nebylo 
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možné jednoznačně interpretovat. Celkem bylo charakterizováno jedenáct stacionárních 

fází, získané výsledky jsou shrnuty na Obr. 7. Pro neutrální SF (Obr. 7A, B, C) retence 

permanentně nabitých analytů nezávisí na pH mobilní fáze, pokud jsou tyto SF 

endkapované (plné znaky). Pro neendkapované SF (prázdné znaky) retence záporně 

nabitých analytů s rostoucím pH klesá, zatímco retence kladně nabitých analytů s pH roste. 

Interakce s disociovanými volnými silanoly způsobující tyto trendy se začíná výrazně 

uplatňovat již v pH ~ 4. Polární SF Torus DIOL (používaná v HILIC nebo SFC) vykazuje 

podobné trendy jako neendkapované SF, což naznačuje větší množství residuálních 

silanolů nebo jejich nedostatečné stínění diolovými ligandy.     

Pro SF s CSH částicemi (Obr. 7D, E, F) můžeme vidět pokles retence záporně 

nabitých analytů a nárůst retence TMFA+ s rostoucím pH, což indikuje výrazný aniontově-

výměnný charakter v pH < 6, který poskytuje kladně nabitá pyridylová skupina na povrchu  

těchto částic. Pro endkapované SF zůstává retence v pH > 6 konstantní (typické RP 

chování), zatímco pro neendkapovanou kolonu (prázdné znaky) dochází k dalšímu poklesu 

retence pro záporně nabité analyty a prudkému zvýšení retence pro kladně nabité analyty. 

Výsledky také potvrzují již výše zmíněné, a to že aniontově výměnný charakter klesá 

v řadě XSelect CSH FP > XSelect CSH PH > XSelect CSH C18. Vzhledem k uniformitě 

CSH částic (a tedy i konstantnímu zastoupení nabitých skupin na jejich povrchu) se jedná 

pravděpodobně o důsledek různého stínění povrchu částic kvůli přítomnosti ligandů, a to 

v závislosti na délce jejich alkylového řetězce. Nejvíce stíněný je povrch SF 

obsahující C18 ligandy, nejméně pak povrch SF, která má aromatické jádro vázané pomocí 

propylového linkeru.  

Mix-mód kolona Premier BEH C18 AX (Obr. 7G, H, I) vykazuje aniontově-

výměnný charakter v širším rozsahu pH v porovnání s CSH kolonami (pKa alkylaminu ~ 

8-9; pKa pyridylu ~ 5-6) [111]. V pH ~ 8 dochází k poklesu retence záporně nabitých 

analytů a zvýšení retence TMFA+, což je důsledkem nejen ztráty aniontově-výměnného 

charakteru, ale i rostoucího uplatnění elektrostatické interakce s residuálními silanoly. 

Velmi podobné trendy byly pozorovány i pro SF Torus DEA s čistě aniontově-výměnným 

charakterem (pKa diethylaminu ~10,6, bez přítomnosti C18 ligandu, Obr. 7J, K, L), kde 

pravděpodobně opět dochází k uplatnění interakce s residuálními silanoly.  
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Obr. 7: Závislost retence nabitých analytů (dusičnany: A, D, G, J; benzensulfonová 

kyselina: B, E, H, K; TMFA+: C, F, I, L) na pH MF pro různé typy SF (černé/šedé znaky: 

C18 ligandy; fialové znaky: fluorfenyl ligandy, zelené znaky: fenyl-hexyl ligandy; modré 

znaky: diolové ligandy; oranžové znaky: ligandy s aniontově-výměnným charakterem). 

Plné znaky značí endkapované SF, prázdné znaky neendkapované. Složení MF: 10mM 

dichloroctová kyselina s přídavkem vodného roztoku amoniaku k dosažení pH 2,5 – 9,0 

(po 0,5 krocích). Převzato z Publikace II. 

Klíčová role residuálních silanolů na endkapované mix-mód koloně Premier BEH 

C18 AX, která v důsledku vede k zwitterionickému charakteru této SF, byla dále podrobně 

zkoumána v publikaci [112], kde byl zároveň popsán i vliv přídavku acetonitrilu do MF na 

uplatnění těchto elektrostatických interakcí.  
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I přes detailní charakterizaci interakčního potenciálu jednotlivých SF je pro získání 

přehledu o jejich aplikačním potenciálu výhodné provést retenční analýzu různých skupin 

sloučenin (kyselých, bazických, neutrálních a zwitterionických) v různých pH vodných 

složek MF. Závislost retenčního času a symetrie píku na pH vodné složky MF pro 

jednotlivé zástupce z uvedených skupin (kyselé – ibuprofen, bazické – derivát kathinonu 

1-(4-chlor-fenyl)-2-pyrrolidin-1-yl-pentan-1-on (4-CPRC), neutrální – β-naftoflavon, 

zwitterionické – dipeptid H-Tyr-Phe-OH) pro osm testovaných kolon je ukázána na 

Obr. 8. Pro neutrální sloučeniny (Obr. 8A) se dle očekávání retence ani symetrie píku 

příliš nemění se změnou pH vodné složky MF. Hodnota faktoru symetrie As je pro všechny 

testované podmínky blízká jedné, což indikuje velmi symetrické píky. Nejvyšší retence 

byla pozorována pro kolonu XSelect HSS C18, což koreluje s výsledky Waltersova 

testu i LFER modelu, kde tato SF vykazovala nejvyšší hydrofobicitu. Na příkladu kyselého 

analytu (ibuprofen, Obr. 8B) je vidět výrazný pokles retence s rostoucím pH, který je 

způsobem disociací karboxylové skupiny ibuprofenu (pKa = 4,85), což vede ke zvýšení 

polarity. Při pH 8,0 dochází z důvodu negativního náboje analytu také ke zhoršení symetrie 

píků (hodnoty As ~ 0,6; „frontování“ píků) a celkově lze předpokládat, že bazické pH vodné 

složky MF není vhodné pro analýzu kyselých sloučenin. Retence ibuprofenu na 

jednotlivých kolonách opět velmi dobře koreluje s výsledky Waltersova testu. Bazické 

sloučeniny (derivát kathinonu, Obr. 8C) vykazují trend opačný, tedy zvýšení retence 

s rostoucím pH vodné složky MF. V kyselém pH jsou kathinony kladně nabité (a tedy 

polárnější a vykazující nižší retenci), v pH 8,0 jsou pak už jen částečně nabité (pKa ~ 8,2), 

ale stále mohou interagovat s volnými silanoly, což jejich retenci výrazně zvyšuje 

(především na neendkapovaných kolonách, kde jejich retence na kolonách XSelect HSS 

C18 SB a XSelect HSS PFP přesáhla 60 minut). Vliv typu částic (CSH vs. HSS) na retenci 

bazických analytů je výrazný. Zatímco SF s CSH částicemi neposkytují v pH 2,1 téměř 

žádnou retenci kathinonů kvůli elektrostatické repulsi, HSS částice potvrdily svou 

vhodnost pro analýzu bazických sloučenin z důvodu jejich zvýšené retence. Tento efekt je 

nejvýraznější při porovnání kolon XSelect CSH FP a XSelect HSS PFP, kde druhá zmíněná 

kolona poskytuje výrazně vyšší retenci. Z hlediska symetrie píků lze shrnout, že v kyselém 

pH (2,1 a 4,7) mají píky tendenci chvostovat, zatímco v bazickém pH (8,0) „frontovat“. 

Dipeptidy jsou velmi polární analyty, jejichž retence je obecně v RPLC nízká. I při zvýšení 

obsahu vodné složky v MF z 60 na 80 obj.% nebylo možné dosáhnout dostatečných retencí 

v jiném pH než 2,1. Kolony s CSH částicemi opět poskytují nejnižší retence z důvodu 

http://alfamedchemical.com/
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elektrostatické repulse s kladným nábojem analytu, který v tomto pH převažuje.   

Obr. 8: Trendy v retenci a symetrii píků (As) pro jednotlivé zástupce z různých skupin 

analytů (A: β-naftoflavon, B: ibuprofen, C: derivát kathinonu 4-CPRC, D: H-Tyr-Phe-OH). 

Složení MF pro A,B,C: ACN/vodná složka, 40/60 (v/v); pro D: ACN/vodná složka, 20/80 

(v/v). Vodné složky MF: 365mM kyselina mravenčí, pH 2,1; 10mM octan amonný, pH 4,7; 

10mM octan amonný, pH 8,0. Přerušovaná linka značí ideální symetrii píku (As=1). 

Převzato z Publikace I.  

 Analýza modelových směsí v rámci výše uvedených skupin názorně ukazuje 

vynikající aplikační potenciál RPLC kolony XBridge C18 pro kyselé profeny v případě 

použití kyselé vodné složky MF, a naopak pro bazické deriváty kathinonu v případě použití 

mírně bazické vodné složky MF. V opačném případě dochází ke koeluci jednotlivých 

analytů a zhoršení tvaru píků (Obr. 9). 

 Pochopení retenčního/interakčního mechanismu pro jednotlivé stacionární fáze je 

klíčové pro správný výběr kolony s ohledem na charakter daných analytů. Důsledkem je 
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úspora času během optimalizace metody (není nutné zkoušet velké množství SF a MF), 

a tím i úspora rozpouštědel.  

Obr. 9: Separace směsi kyselých profenů a bazických derivátů kathinonu (4-chlor-N,N-

dimethylkathinon (4-CDC), 1-(4-chlorfenyl)-2-pyrrolidin-1-yl-pentan-1-on (4-CPRC), 

4-chlor-N-butylkathinon (4-CBC), 1-(4-fluorfenyl)-2-(isopropylamino)pentan-1-on 

(4F-NPP), 4-chlor-N-isopropylkathinon (4-ClC) na koloně XBridge C18. Složení MF: 

ACN/vodná složka, 40/60 (v/v). Vodné složky MF: 365mM kyselina mravenčí, pH 2,1; 

10mM octan amonný, pH 8,0.  Data převzata z Publikace III. 
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Tabulka 3: Přehled testovaných stacionárních fází a jejich vlastností. Všechny kolony měly rozměry 150 × 4,6 mm a částice o velikosti 5 µm 

Kolona Struktura 
Typ 

částic 
Ligand „Endkaping“ 

Skupina 

nesoucí 

náboj 

Pokrytí 

ligandem 

(µmol·m-2) 

Množství 

uhlíku v 

SF (%) 

Velikost 

pórů (Å) 

Objem 

pórů 

(cm3·g-1) 

Povrch 

(m2·g-1) 

XSelect® 

HSS C18 
 

HSS oktadecyl ano žádná 3,2 15 100 0,7 230 

XSelect® 

HSS T3 
 

HSS oktadecyl ano žádná 1,6 11 100 0,7 230 

XSelect® 

HSS C18 SB 
 

HSS oktadecyl ne žádná 1,6 8 100 0,7 230 

XSelect® 

HSS PFP 

 

HSS pentafluorfenyl ne žádná 3,2 7 100 0,7 230 

XSelect® 

CSH™ C18 

 

CSH oktadecyl ano pyridyl 2,3 15 130 0,7 185 

XSelect®  

CSH™ PH 

 

CSH fenyl-hexyl ano pyridyl 2,3 14 130 0,7 185 



 

39 

 

XSelect®  

CSH™ FP 

 

CSH pentafluorfenyl  ne pyridyl 2,3 10 130 0,7 185 

XBridge® C18 

 

BEH oktadecyl ano žádná 3,1 18 130 0,7 185 

XBridge® Shield 

RP18 

 

BEH 
oktadecyl + 

karbamát 
ano žádná 3,3 17 130 0,7 185 

Premier BEH 

C18 AX 

 

BEH oktadecyl ano alkylamin 1,6 17 95 0,7 270 

Torus™ DIOL 

 

BEH diol ano žádná - - 130 0,7 185 

Torus™ DEA 

 

BEH diethylamin ano diethylamin - - 130 0,7 185 

Typy částic: HSS = high strength silica; CSH = charged surface hybrid; BEH = bridged ethylene hybrid; v případě SF s CSH částicemi není dostupný způsob navázání pyridylu 

na nosič; (-) nedostupná data 
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4.2 Mix-mód chromatografie pro analýzu peptidů a proteinů (Publikace IV, 

Publikace V, Publikace VI) 

Peptidy a proteiny jsou relativně polární sloučeniny zwitterionické povahy, které 

mohou být i několikanásobně nabité. Z toho důvodu je vhodné pro jejich analýzu využít 

MMC, a to konkrétně SF kombinující RP a IEX charakter. Tyto SF mohou poskytovat 

odlišnou selektivitu v porovnání s klasickými C18 SF, které jsou pro proteomickou analýzu 

využívány nejčastěji. Při analýze zwitterionických analytů je důležité znát jejich celkový 

efektivní náboj (z) v jednotlivých pH a hodnotu isoelektrického bodu (pI). Hodnota z by 

měla být nulová v případě, že pH je rovno pI a analyt se tak nachází ve zwitterionické 

formě a chová se jako celek neutrálně. Hodnoty z a pI pro analyzované peptidy jsou 

uvedeny v Tabulce 4. Dipeptidy a enkefaliny neobsahují ve své struktuře žádnou 

aminokyselinu nesoucí další náboj a jejich celkový náboj tak závisí pouze na hodnotách 

pKa karboxylových a amino- skupin na konci sekvence. Tyto peptidy jsou kladně nabité 

při pH 3,0 (z = 0,80), zwitterionické při pH 4,7 (z = 0,07) a částečně záporně nabité při pH 

6,9 (z = -0,17). Leucin-enkefalinamid, který obsahuje amid karboxylové kyseliny 

a angiotensin II obsahující arginin a histidin (bazické aminokyseliny) ve své sekvenci, jsou 

kladně nabité v celém testovaném rozsahu pH.  

Tabulka 4: Hodnoty isoelektrického bodu (pI) a celkového efektivního náboje (z) pro 

testované peptidy. Hodnoty byly vypočteny podle [113]. Převzato z publikace IV 

Pro sloučeniny nacházející se ve zwitterionické formě (z ~ 0) je velmi obtížné 

odhadovat, jakým způsobem budou interagovat s MM SF, tedy zda převáží elektrostatická 

atrakce nebo repulse. Situace je o to komplikovanější, že z našich předchozích výsledků 

(Publikace II) vyplývá, že MM SF Premier BEH C18 AX má při vyšších hodnotách pH 

také zwitterionický charakter. Pro účely zjištění převládajícího typu elektrostatické 

interakce je vhodné provést analýzu při různých koncentracích pufrů v MF. Vyšší 

 pI z (pH 3,0) z (pH 4,7) z (pH 6,9) 

Angiotensin II 7,00 2,70 1,21 0,10 

Met5enkefalin 5,60 0,80 0,07 -0,17 

Leucin enkefalinamid 8,70 1,00 1,00 0,83 

Leucin enkefalin 5,60 0,80 0,07 -0,17 

Dipeptidy 5,60 0,80 0,07 -0,17 
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koncentrace pufru způsobují inhibici elektrostatické interakce z důvodu soutěžení iontů 

analytu a iontů pufru o interakci se SF. Pokud s rostoucí koncentrací pufru roste i retence 

analytu, převládá elektrostatická repulse – rostoucí koncentrace pufru inhibuje repulsi mezi 

analytem a SF a retence analytu roste. Pokud naopak s rostoucí koncentrací pufru retence 

klesá, v systému převládá elektrostatická atrakce – rostoucí koncentrace pufru inhibuje 

elektrostatickou atrakci, což způsobuje pokles retence. Tyto efekty jsou znázorněny na 

příkladu dipeptidu H-Phe-Trp-OH pro tři různé kolony (dvě mix-mód a jednu s CSH 

částicemi) na Obr. 10. V pH 3,0 jednoznačně převládá elektrostatická repulse mezi kladně 

nabitým dipeptidem a kladně nabitým povrchem SF pro všechny kolony. Nejnižší retence 

na koloně Atlantis Premier BEH C18 AX (označení Atlantis je pro UHPLC kolony, SF je 

stejná jako v případě kolony Premier BEH C18 AX) naznačuje největší repulsi, tedy 

největší přístupnost kladného náboje na povrchu SF. Zvýšení retence na této koloně v pH 

4,7 naznačuje vymizení elektrostatické repulse, a naopak uplatnění atrakce (retence 

s koncentrací klesá), ačkoliv dipeptid by měl mít v tomto pH celkový náboj kolem nuly 

(z = 0,07). V pH 6,9 je dipeptid částečně záporně nabitý a na jeho retenci na koloně Atlantis 

Premier BEH C18 AX se podílí elektrostatická atrakce s kladným nábojem na povrchu této 

SF. Na ostatních dvou kolonách (Luna Omega PS C18 a XSelect CSH C18) opačné trendy 

ukazují na uplatnění elektrostatické repulse, pravděpodobně s disociovanými residuálními 

silanoly.  

Obr. 10: Vliv koncentrace pufru na retenci dipeptidu H-Phe-Trp-OH pro různá pH vodné 

složky MF a tři kolony s MM charakterem. Složení MF: ACN/vodná složka, 15/85 (v/v). 

Vodné složky MF: mravenčan amonný, pH 3,0; octan amonný, pH 4,7; octan amonný, pH 

6,9. Převzato z Publikace IV. 
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V MMC koncentrace pufru výrazně ovlivňuje nejen retenci, ale i symetrii píků 

(symetrie píků je do značné míry spojena s elektrostatickými interakcemi). V pH 3,0 bylo 

nejlepší symetrie dosaženo pro kolonu Atlantis Premier BEH C18 AX při 5mM koncentraci 

pufru. S rostoucí koncentrací se symetrie výrazně zhoršovala. Pro ostatní dvě kolony byly 

pozorovány značně chvostující píky (hodnoty As v rozmezí 4,5-9,5). V pH 4,7 byly trendy 

zcela opačné, tzn. mírně „frontující“ píky (hodnoty As ~ 0,9) pro kolony Luna Omega PS 

C18 a XSelect CSH C18 a zlepšující se symetrie s rostoucí koncentrací pro kolonu Atlantis 

Premier BEH C18 AX. MF s vodnou složkou o pH 6,9 poskytovala ve všech případech 

velmi široké píky, které nebylo možné správně vyhodnotit.  

Na základě výše zmíněných poznatků lze vybrat podmínky vhodné pro analýzu 

peptidů. Po optimalizaci bylo dosaženo nejlepších výsledků (nejkratší čas analýzy, dobrá 

symetrie píků, rozlišení na základní linii) pro separaci 14 peptidů na koloně Atlantis 

Premier BEH C18 AX (Obr. 11).  

Obr. 11: Separace směsi 14 peptidů. Gradientová eluce: 0min=5% ACN; 1,5min=15% 

ACN; 3min=25% ACN; 6min=35% ACN. Vodná složka MF: 5mM mravenčan amonný, 

pH 3,0. Analyty: 1: H-Tyr-Ala-OH; 2: H-Ala-Tyr-OH; 3: H-Phe-Ala-OH; 4: H-Ala-Phe-

OH; 5: H-Trp-Ala-OH; 6: H-Ala-Trp-OH; 7: H-Phe-Tyr-OH; 8: H-Tyr-Phe-OH; 

9: Angiotensin II; 10: Leucin enkefalinamid; 11: H-Phe-Trp-OH; 12: Met5enkefalin; 13: 

H-Trp-Phe-OH; 14: Leucin enkefalin. Převzato z publikace IV.  

Obecně lze říct, že MM SF potvrdily svůj velký potenciál v proteomické analýze. 

Z toho důvodu jsme tento projekt rozšířili o další modelové peptidy (celkem 21 peptidů) 

s cílem určit a porovnat výsledky analýzy z hlediska separace a tvaru píků pro kyselé pH 

(pH 2,7; typické pH pro separaci peptidů) a bazické pH (pH 8,0; pH potřebné ke štěpení 

proteinů trypsinem). Pro tento projekt byly vybrány čtyři stacionární fáze – dvě MM 

(Atlantis Premier BEH C18 AX a Luna Omega PS C18), jedna RP s MM charakterem 

(XSelect CSH C18) a jedna RP (XBridge C18). Výsledky ukázaly, že pro většinu peptidů 

bylo dosaženo lepší symetrie a větší retence v MF o pH 8,0, což naznačuje slibné výsledky 

v oblasti on-line štěpení proteinů.  
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V další fázi projektu byl vybrán modelový protein cytochrom C, který je již velmi 

dobře prostudovaný z hlediska jeho štěpných fragmentů. Navíc je na trhu dostupný 

standard trypsinem naštěpeného cytochromu C, což nám umožnilo srovnat výsledky 

analýzy naštěpeného standardu, štěpení pomocí tzv. trypsinových „spin kolonek“ a na 

závěr i námi vyvinuté metody/uspořádání pro on-line štěpení proteinů (viz dále, Obr. 17). 

Trypsinové „spin kolonky“ byly vyvinuty jako alternativa ke štěpení v roztoku. Z důvodu 

imobilizace trypsinu na silikagelový nosič ve vysoké koncentraci je štěpení rychlé (15 

minut samotné štěpení, cca 1 hodina včetně denaturace proteinu a promývání kolonek), 

není nutné kontrolovat teplotu a téměř nedochází k autolýze trypsinu. Obr. 12 ukazuje 

porovnání analýzy standardu naštěpeného cytochromu C (Obr. 12 A) a cytochromu C 

naštěpeného za použití „spin kolonky“ (Obr. 12 B). Největšími rozdíly jsou: a) chybějící 

chymotryptický fragment T19C při použití „spin kolonky“, b) velké množství neznámých 

nečistot ve standardu naštěpeného cytochromu C. Obě zjištění potvrzují, že trypsinové 

„spin kolonky“ jsou vysoce specifické a neposkytují téměř žádné chymotryptické, 

„miscleavage“ nebo autolytické fragmenty. Naopak standard cytochromu C byl 

pravděpodobně získán štěpením v roztoku, pro které je přítomnost těchto fragmentů 

typická, a to především při delším čase štěpení. Pokud výsledky porovnáme s on-line 

štěpením (data v Publikaci VI), lze jednoznačně shrnout, že on-line štěpení poskytuje 

největší množství chymotryptických i „miscleavage“ fragmentů, zároveň ale nepřicházíme 

o žádné tryptické fragmenty (v některých případech je dokonce při on-line štěpení možné 

identifikovat více tryptických fragmentů než při použití „spin kolonek“).  

Obr. 12: Porovnání analýzy standardu naštěpeného cytochromu C (A) a cytochromu C 

naštěpeného za použití „spin kolonky“ (B). Gradientová eluce: 0min=0% MF A; 

8min=25% MF A; 10,5min=30% MF A; 12min=40% MF A. Složení MF: MF A: 0,1% 

kyselina mravenčí v ACN, MF B: 0,1% kyselina mravenčí ve vodě. Teplota kolony: 37 °C, 

UV detekce: 214 nm. Kolona: Luna Omega PS C18. Identifikaci jednotlivých fragmentů 

lze najít v Tabulce S4 v kapitole Doplňková data na str. 75. Převzato z Publikace V.  
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Koncept on-line štěpení (Obr. 13) nabízí výhodu velmi rychlé a jednoduché metody, 

která je použitelná na jakékoliv chromatografické instrumentaci bez nutnosti používat 

přepínací ventily nebo sbírat jednotlivé frakce a provádět 2D chromatografii. Velkou 

výzvou je kompatibilita MF, tedy MF vhodné pro štěpení a MF vhodné pro separaci 

štěpných produktů. MF, ve které bude docházet na IMER ke štěpení musí mít pH vhodné 

pro aktivitu trypsinu (pH~8) a nesmí obsahovat větší množství organického rozpouštědla.  

Obr. 13: Schéma uspořádání pro on-line štěpení proteinů a separaci štěpných fragmentů 

při použití sériově zapojených UHPLC kolon. 

V první řadě bylo potřeba provést podrobnou charakterizaci testovaných IMER, 

tedy trypsinových kolon lišících se rozměry (30 × 2,1 mm a 50 × 1,0 mm) a pokrytím 

trypsinem (3,0 µmol m-2 a 5,0 µmol m-2). Získané trendy byly velmi podobné pro všechny 

testované kolony, a proto budou dále ukázány výsledky pouze pro IMER s nižším pokrytím 

trypsinu (3,0 µmol m-2), ale většími rozměry (a tedy i větším povrchem; 30 × 2,1 mm). 

IMER prototypy byly získány v rámci spolupráce se společností Waters. Aktivita IMER 

byla sledována analýzou N-α-benzoyl-L-arginin 4-nitroanilid hydrochloridu (BAPNA), 

který je trypsinem štěpen na benzoylarginin (vždy první eluující) a p-nitroanilin (vždy 

druhý eluující), tedy dva produkty detekovatelné UV detekcí. Nejprve byl zkoumán vliv 

množství substrátu (BAPNA) na aktivitu trypsinu, tedy štěpící kapacita IMER, a to 

v rozsahu od 1 do 200 µg nadávkovaného BAPNA (kombinace koncentrací 1 mg ml−1; 

5 mg ml−1; 10 mg ml−1; 15 mg ml−1; 20 mg ml−1 a nadávkovaného objemu od 1 do 10 µl, 

z důvodu rozpustnosti). Obr. 14 ilustruje, že v rozsahu do 120 µg nadávkovaného BAPNA 

nelze pozorovat téměř žádnou změnu v kapacitě trypsinového IMER a množství 

nenaštěpeného BAPNA je < 1 %. Nad 120 µg množství nenaštěpeného BAPNA stoupá až 

k hodnotě okolo 7 % pro 200 µg nadávkovaného substrátu. Pro lepší představu jsou na 

Obr. 14 zobrazeny i chromatogramy pro dva krajní případy, tedy 1 µg a 200 µg 
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dávkovaného substrátu. Na základě získaných výsledků byla pro další experimenty 

vybrána koncentrace 10 mg ml−1 a dávkovaný objem 5 µl (50 µg BAPNA).  

 

Obr. 14: Závislost množství nenaštěpeného substrátu (BAPNA) na jeho celkovém 

nadávkovaném množství. Každý bod je opatřen chybovou úsečkou, jejíž hodnota 

nepřekračuje ±0,4 %. Gradientová eluce: 0min=100% MF B; 2min=100% MF B; 

8min=50% MF B. Složení MF: MF A: 26,5mM mravenčan amonný ve směsi ACN/voda, 

80/20 (v/v); MF B: 26,5mM mravenčan amonný ve vodě. pH upraveno roztokem amoniaku 

na hodnotu 8,5. Teplota kolony: 37 °C, průtok 0,3 ml min–1, UV detekce: 280 nm. Kolona: 

IMER 1 + Atlantis Premier BEH C18 AX. Pro názornost jsou chromatogramy ukázány při 

stejné vlnové délce, pro účely kvantifikace byla ale z důvodu velké odezvy pro 200 µg 

použita jiná vlnová délka a tomu odpovídající kalibrační závislost. Převzato z Publikace 

VI.  

Pro aktivitu trypsinu je důležitá hodnota pH a teploty, a proto byl vliv těchto 

parametrů na aktivitu trypsinu sledován v chromatografickém systému. Navíc byl přidán 

i parametr průtoku MF, tedy doby, po kterou může být substrát v kontaktu s trypsinem. Jak 

je vidět na Obr. 15, v testovaném rozsahu má největší vliv na aktivitu trypsinu hodnota pH 
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MF. Již v pH 7,0 (tedy v okolí oblasti udávané jako pH optimální) je množství 

nenaštěpeného substrátu okolo 13 %, nad pH 8,0 jsou rozdíly zanedbatelné a téměř veškerý 

substrát je trypsinem naštěpen. Na pH optimum aktivity trypsinu má tak pravděpodobně 

vliv způsob imobilizace nebo zdroj trypsinu. V oblasti vlivu teploty na aktivitu trypsinu 

nebylo pozorováno nic neočekávaného a udávaná teplota minimálně 37 °C se potvrdila pro 

aktivitu trypsinu jako optimální. Vliv průtoku MF na aktivitu trypsinu byl sice malý, 

nicméně na uvedeném příkladu i tak dobře viditelný.  

 

Obr. 15: Vliv pH MF, teploty a průtoku MF na aktivitu trypsinu (tj. množství 

nenaštěpeného substrátu, BAPNA). Každý sloupec je opatřen chybovými úsečkami, které 

nepřekračují ± 0,2 % pro A; ± 0,02 % pro B a ± 0,002 % pro C. Gradientová eluce: 

0min=100% MF B; 2min=100% MF B; 8min=50% MF B. Složení MF: MF A: 26,5mM 

mravenčan amonný ve směsi ACN/voda, 80/20 (v/v); MF B: 26,5mM mravenčan amonný 

ve vodě. pH upraveno roztokem amoniaku na hodnotu 8,5 (kromě panelu A). Teplota 

kolony: 37 °C (kromě panelu B), průtok 0,3 ml min–1 (kromě panelu C), UV detekce: 

280 nm. Kolona: IMER 1 + Atlantis Premier BEH C18 AX. Koncentrace vzorku: 10 mg 

ml–1, nadávkovaný objem: 5µl. Převzato z Publikace VI. 

Je známo, že trypsin je citlivý na přítomnost organických rozpouštědel. Z toho 

důvodu jsme se rozhodli otestovat vliv ACN a methanolu (MeOH) na aktivitu trypsinu, 

a to v případě, že bude organické rozpouštědlo přítomno v MF v počáteční fázi gradientu, 
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tedy ve fázi samotného štěpení (cca první 2 minuty). Na Obr. 16 je vidět, že do 5-10 % 

organického rozpouštědla v MF se aktivita trypsinu výrazně nemění, přičemž pro MeOH 

klesá aktivita s rostoucím obsahem organického rozpouštědla výrazně méně. V případě 

ACN dochází okolo 37 obj. % ACN v MF ke ztrátě retence a koeluci BAPNA a jeho 

štěpných produktů. I přesto, že aktivita trypsinu je vyšší v přítomnosti MeOH v porovnání 

se stejným množstvím ACN, byla pro další experimenty vybrána MF s ACN. Důvodem je 

lepší tvar píků a kratší čas analýzy v případě MF s ACN a fakt, že i přes používání 

organického rozpouštědla ve vyšších koncentracích (cca 40 % na konci každého gradientu) 

byla aktivita trypsinu velmi dobře opakovatelná po více jak 300 nástřiků.  

 

Obr. 16: Vliv množství a typu organického rozpouštědla na aktivitu trypsinu (tj. množství 

nenaštěpeného substrátu, BAPNA). Každý sloupec je opatřen chybovými úsečkami, které 

nepřekračují ± 0,7 %. Gradientová eluce: 0min=X% MF A; 2min= X% MF A; 8min=80% 

MF A; X = 〈0; 80〉. Složení MF: MF A: 26,5mM mravenčan amonný ve směsi ACN/voda, 

50/50 (v/v); MF B: 26,5mM mravenčan amonný ve vodě. pH upraveno roztokem amoniaku 

na hodnotu 8,5. Množství organického rozpouštědla v MF je vypočítáno jako X/2. Teplota 

kolony: 37 °C; průtok 0,3 ml min–1, UV detekce: 280 nm. Kolona: IMER 1 + Atlantis 

Premier BEH C18 AX; koncentrace vzorku: 10 mg ml–1, nadávkovaný objem: 5µl. 

Převzato z Publikace VI. 
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 Na základě získaných výsledků z on-line štěpení BAPNA byly pro on-line štěpení 

komplexnějších proteinů vybrány následující podmínky: MF pH 8,5; teplota kolony: 

37 °C; gradient průtoku: 0,1 ml min–1 první dvě minuty gradientu, 0,2 ml min–1 ve třetí 

minutě a od čtvrté minuty průtok 0,3 ml min–1. Tyto podmínky průtoku poskytují 

dostatečný čas pro efektivní štěpení a zároveň zajišťují přiměřeně dlouhý čas analýzy. 

V prvních třech minutách gradientu nebyl v MF přítomen žádný ACN a maximální obsah 

ACN v MF na konci gradientu byl 48 obj.% (60 obj.% MF A), což bylo nezbytné pro eluci 

všech štěpných produktů. Pro efektivní štěpení proteinů bylo do vzorku proteinu (přímo do 

vialky) přidáno denaturační činidlo (směs močoviny, thiomočoviny a C7BzO). V případě 

proteinů tvořících disulfidické můstky bylo nutné přidat i redukční a alkylační krok 

(tributylfosfin a jodoacetamid, cca 2 hodiny dlouhý proces) zabraňující jejich tvorbě. Bez 

přídavku těchto činidel by nedocházelo ke štěpení za každým lysinem a argininem 

(„miscleavage“), štěpné fragmenty by byly delší, nespecifické a těžko identifikovatelné. 

Při identifikaci jednotlivých fragmentů je nezbytné využití MS detekce spolu 

s kalkulátorem hmot jednotlivých fragmentů (Expasy, [114]).  

Výsledky on-line štěpení cytochromu C v porovnání s analýzou jeho komerčně 

dostupného naštěpeného standardu a cytochromu C naštěpeného za použití „spin kolonek“ 

jsou na Obr. 17. Pro účely tohoto porovnání byly vybrány pouze fragmenty deklarované 

ve standardu naštěpeného cytochromu C (Tabulka S4 v Doplňkových datech, str. 75). Jak 

již bylo zmíněno výše, použití „spin kolonek“ neposkytuje chymotryptický fragment 

T19C.  

Kromě cytochromu C byla vyvinutá on-line metoda použita i pro štěpení 

myoglobinu a enolasy. Výsledky pro všechny tři proteiny potvrdily, že on-line štěpení 

poskytuje větší počet i vyšší množství „miscleavage“ a chymotryptických fragmentů 

v porovnání se štěpením za použití „spin kolonek“. Počet nalezených tryptických 

fragmentů byl srovnatelný pro všechny proteiny a celkově bylo identifikováno vždy přes 

88 % sekvence (tzv. „sequence coverage“). Podobné trendy byly pozorovány i pro proteiny 

obsahující disulfidické můstky, tedy α-laktalbumin, β-laktoglobulin A, albumin 

a konalbumin, kde se vyšší počet nalezených fragmentů ukázal výhodný, a to z důvodu 

výrazně vyššího počtu nalezených tryptických fragmentů při on-line štěpení v porovnání 

se „spin kolonkami“. 
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Na základě získaných poznatků lze shrnout, že vyvinutá metoda pro on-line štěpení 

proteinů, tedy sériové zapojení trypsinové a analytické mix-mód kolony, se ukázala jako 

účinná technika, která výrazně šetří čas, a tím zvyšuje množství analyzovatelných vzorků. 

Obr. 17: Porovnání analýzy naštěpeného standardu cytochromu C (A), cytochromu C 

naštěpeného za použití „spin kolonek“ (B) a on-line štěpení cytochromu C (C). Ve všech 

případech byly použity stejné chromatografické podmínky a stejný gradient jako pro 

on-line štěpení. Převzato z Publikace VI. 
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4.3 Chromatografická charakterizace a analýza terapeutických 

thiofosfátových oligonukleotidů (Publikace VII, Publikace VIII, 

Publikace IX, Publikace X) 

Nejpoužívanějším přístupem pro chromatografickou analýzu thiofosfátových ON 

je IPRPLC. Vliv typu/hydrofobicity a koncentrace jak samotného IP činidla, tak 

i protiiontu (octan vs. HFIP) na separaci diastereomerů ON byl popsán již dříve [115,116]. 

Komplexní práce vysvětlující a shrnující všechny tyto efekty vedoucí k lepšímu pochopení 

těchto jevů nebyla k dispozici. K seřazení IP činidel podle jejich hydrofobicity (a tedy 

teoreticky i podle jejich schopnosti potlačit separaci diastereomerů) je možné využít dvou 

přístupů. Prvním z nich je sledování množství ACN v MF, které je potřebné k eluci 

vybraného ON (viz Publikace VII). Čím vyšší je množství ACN, tím vyšší retenci ON IP 

činidlo poskytuje, a tím je IP činidlo hydrofobnější. Druhou možností je měření retence 

alkylaminů. Pokud jako MF zvolíme octan amonný nebo HFIP + vodný roztok amoniaku 

(v různých koncentracích, pH ~ 8), získáme zároveň informaci o tom, jak protiiont (octan 

vs. HFIP) a jeho koncentrace ovlivňuje sorpci alkylaminu na povrch stacionární fáze. 

Výsledky shrnuté na Obr. 18 seřazují IP činidla podle jejich hydrofobicity (vyšší retence 

= víc hydrofobní). Na příkladu porovnání triethylaminu (TEA), dipropylaminu (DPA) 

a hexylaminu (HA) je vidět, že hydrofobicitu neovlivňuje pouze počet uhlíků v řetězci 

(všechny obsahují 6 uhlíků), ale také větvení uhlovodíkového řetězce (čím větší větvení, 

tím menší hydrofobicita). Obr. 18 dále ukazuje, že přítomnost HFIP v MF podporuje 

sorpci alkylaminu na povrch SF více než octan a retence alkylaminů je tak vyšší. S rostoucí 

koncentrací protiiontu sorpce alkylaminu na povrch SF roste, tento efekt je však daleko 

výraznější pro MF s HFIP v porovnání s MF s octanem.  
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Obr 18: Retence alkylaminů na dvou typech SF (C18 a fenyl). Gradientová eluce: 

0min=1% MF A; 22,5min=50% MF A. Složení MF: MF A: ACN, MF B: kyselina 

octová/HFIP + vodný roztok amoniaku, pH ~ 8; koncentrace soli 10mM, 25mM, 50mM 

a 100mM. Teplota kolony: 60 °C, průtok: 0,5 ml min−1, MS detekce (QDa detektor). Tučně 

označené alkylaminy byly vybrány pro další měření. Převzato z Publikace VIII. 

Důsledek zvýšené sorpce alkylaminu na povrch SF v přítomnosti HFIP v porovnání 

s octanem, a tedy efektivnější potlačení separace diastereomerů v případě HFIP MF je 

znázorněno na Obr. 19 A. Zatímco MF s octanem jako protiiontem poskytuje částečnou 

separaci diastereomerů (a to i přesto, že koncentrace samotného IP činidla i protiontu je 

vyšší), MF s HFIP plně potlačila separaci diastereomerů. Ohledně názvosloví, označení 

allPO značí nemodifikovaný ON, 1PS5´ označuje ON, který má 1PS modifikaci na 

5´konci, označení 2PS3´5´center je pro ON obsahující 2PS modifikace na 3´konci, 2PS 

modifikace na 5´konci a 2PS modifikace uprostřed sekvence. Kompletní seznam všech 

testovaných ON je uveden v Tabulce 5 na konci této podkapitoly, str. 60) 

Vliv koncentrace protiiontu, konktrétně HFIP, na separaci diastereomerů je 

ilustrován na Obr. 19 B. S rostoucí koncentrací HFIP, tedy s rostoucím množstvím IP 

činidla sorbovaného na povrch SF (při stejné počáteční koncentraci IP činidla v MF) roste 

potlačení separace diastereomerů. Obr. 19 potvrzuje hypotézy získané na základě měření 
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retence/sorpce alkylaminů na povrch SF v závislosti na typu a koncentraci použitého 

protiiontu v MF (Obr. 18).    

Obr. 19: Vliv protiiontu (octan vs. HFIP) na separaci diastereomerů, převzato z Publikace 

VII (A). Vliv koncentrace HFIP na separaci diastereomerů, převzato z Publikace VIII (B). 

Teplota kolony: 60 °C, UV detekce: 260 nm. Kolona: Acquity Premier UPLC BEH C18. 

I přesto, že MF obsahující HFIP vykazují velmi slibné výsledky z hlediska sorpce 

IP činidla na povrch SF, a tím i potlačení separace diastereomerů, MF obsahující octan 

jako protiiont stále reprezentují většinu aplikací [117]. Důvodem je nižší selektivita HFIP 

systému vůči ON různé délky nebo ON lišících se počtem nebo pozicí PS modifikací 

v porovnání se systémem s octanem. Navíc HFIP je relativně drahá sloučenina, která je 

snadno oxidovatelná a není tak na vzduchu dlouhodobě stabilní. Vliv typu IP činidla 

(s octanem jako protiiontem) na separaci diastereomerů velmi dobře koreluje 

s předchozími výsledky, a tedy s rostoucí hydrofobicitou roste i potlačení separace 

diastereomerů (Obr. 20). V tomto trendu hraje významnou roli i fakt, že pro hydrofobnější 

IP činidla musí MF obsahovat více ACN, což vede k potlačení „hydrofobní interakce“, 

a tedy i potlačení separace diastereomerů.  

Slabé IP systémy (červeně označené v Obr. 20) poskytují částečnou separaci 

diastereomerů a v některých případech je dokonce nemožné rozlišit mezi jednotlivými ON. 

Hydrofobnější (zeleně označené) IP systémy separaci diastereomerů plně potlačují, 

poskytují úzké píky a zároveň umožňují separaci jednotlivých ON lišících se počtem PS 

modifikací na základní linii. Trend rostoucího potlačení separace diastereomerů s rostoucí 

hydrofobicitou IP činidla však neplatí v celém rozsahu hydrofobicity IP činidel. Pro vysoce 

hydrofobní IP systémy (oranžová barva) v kombinaci s jejich vysokou koncentrací 
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(100mM) pozorujeme rozšířené píky, které naznačují částečnou separaci diastereomerů, 

což může komplikovat rozlišení jednotlivých ON. Obecně můžeme říct, že schopnost IP 

systému potlačit separaci diastereomerů může být popsána dvěma způsoby, a to: i) počtem 

separovaných píků/diastereomerů; ii) v případě pouze jednoho píku jeho šířkou (např. 

w50%, Obr. 21A). Na základě dat v Obr. 20 lze shrnout, že nejlepší volbou z hlediska 

potlačení separace diastereomerů je využití např. 100mM HAA. 

Obr. 20: Separace směsi 21mer ON lišících se v počtu PS modifikací. Gradientová eluce. 

Teplota kolony: 60 °C, UV detekce: 260 nm. Kolona: Acquity Premier UPLC BEH C18. 

Převzato z Publikace VII. 
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Kromě potlačení separace diastereomerů je dalším velmi důležitým parametrem 

v chromatografické analýze terapeutických PS ON rozlišení hlavního píku a jeho kratších 

nečistot, tedy rozlišení n a 5´n-x meru (např. 21meru a 20meru zkráceném na 5´ konci). 

Kratší mery (případně 5´n+1 mery) jsou pozůstatky ze syntézy a jsou typickými 

nečistotami každého vzorku ON. Jejich separace od hlavního píku je klíčová pro správné 

vyhodnocení a kvantifikaci hlavního píku. Hodnoty rozlišení (Rs) pro 21mer a 20mer 

(1PScenter ON) jsou uvedeny v Obr. 21B. S rostoucí hydrofobicitou a koncentrací IP 

činidla roste i rozlišení ON s různou délkou. Ve většině případů je žádoucí dosáhnout co 

největšího potlačení separace diastereomerů a zároveň co největšího rozlišení n a n-1 meru. 

Z toho důvodu je k volbě optimálního IP činidla nutné zkombinovat poznatky z Obr. 21A 

a 21B a na základě kompromisu je pak možné vyzdvihnout IP systémy DBAA a HAA, 

které dostatečně splňují obě kritéria.  

Obr. 21: Vliv typu a koncentrace IP činidla na: (A) šířku píku w50%, 21mer allPS; (B) 

rozlišení 21mer a 20mer, 21mer 1PScenter. Přerušovaná čára značí hranici rozlišení na 

základní linii. Červeně označené IP systémy jsou k danému účelu nevhodné, zeleně 

označené poskytují uspokojivé výsledky (úzké píky, rozlišení na základní linii). Teplota 

kolony: 60 °C. Převzato z Publikace VII.  

Pro LC analýzu DNA i RNA oligonukleotidů je typická separační teplota 60 °C, 

a to z důvodu omezení tvorby sekundárních struktur, jako jsou např. homoduplexní 

smyčky a vlásenky nebo intermolekulární komplexy [118]. Jejich tvorba značně 

komplikuje analýzu ON a vede k rozšiřování píků. Separační teplota je významným 

chromatografickým parametrem a z toho důvodu jsme provedli první komplexní výzkum 

zabývající se vlivem teploty na separaci diastereomerů a rozlišení n a n-x meru, a to 
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v rozsahu teplot 20 °C až 90 °C. Teplotní rozmezí bylo vybráno s ohledem na teplotní 

stabilitu použitých kolon (kolony s BEH částicemi).  

Vliv teploty na separaci diastereomerů je ukázán na Obr. 22 na příkladu 21mer 

2PS3´5´center ON (MF 100mM TEAA). S rostoucí teplotou nejprve klesá počet částečně 

separovaných diastereomerů (do 60 °C). S dalším nárůstem teploty, tedy nad běžně 

používaných 60 °C, dochází k dalšímu snižování šířky píku. I přesto, že TEAA patří ke 

slabým IP systémům, při vysokých teplotách (90 °C) lze dosáhnout úplného potlačení 

separace diastereomerů a získat užší píky než při běžně používaných 60 °C. Data pro 

ostatní ON a ostatní IP systémy vykazují velmi podobné trendy, tj. efektivnější potlačení 

separace diastereomerů s rostoucí teplotou.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 22: Vliv teploty na separaci diastereomerů. Gradientová eluce: 0min=4% MF A, 

20min=25% MF A. Složení MF: MF A: 100mM TEAA ve směsi ACN/voda, 80/20 (v/v); 

MF B: 100mM TEAA ve vodě, pH 8,0. ON: 21mer 2PS3´5´center. Převzato z Publikace 

IX. 

Zúžení píku s rostoucí teplotou hraje velmi významnou roli v separaci n a n-x merů 

(Obr. 23). Čím užších píků jsme schopni dosáhnout, tím větší bude rozlišení ON s různou 

délkou. I pro slabé IP systémy (TEAA) jsme při teplotě 90 °C schopni dosáhnout alespoň 

částečné separace 21meru a jeho tří kratších nečistot (20mer, 19mer, 18mer). Stejně tak 

u vysoce hydrofobních IP systémů (OAA) vysoká teplota zásadním způsobem redukuje 
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šířku píku a umožňuje separaci 21meru a jeho nečistot na základní linii. Velmi podobné 

trendy byly pozorovány i pro IP systémy obsahující HFIP místo octanu (viz Publikace VII).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 23: Vliv teploty na separaci n a n-x merů (x=1,2,3). Gradientová eluce. Složení MF: 

MF A: 100mM alkylamonium acetát ve směsi ACN/voda, 80/20 (v/v); MF B: 100mM 

alkylamonium acetát ve vodě, pH 8,0. Převzato z Publikace IX. 

Druhou možností, jak omezit separaci diastereomerů (kromě využití IPRPLC 

v kombinaci s vhodným IP systémem a teplotou), je využití vhodných HILIC systémů. 

Nespornou výhodou HILIC jsou MS kompatibilní MF, což je klíčové pro identifikaci 

nečistot i metabolitů. Z toho důvodu jsme do HILIC projektu přidali kratší oligonukleotidy 

(2-6mer), které svou délkou odpovídají možným metabolitům. Hlavním cílem bylo 

podrobně charakterizovat chromatografické chování ON v HILIC a vyvinout metodu 

aplikovatelnou na analýzu vzorků plasmy dětí léčených Spinrazou (terapeutický ON 

nusinersen) proti spinální svalové atrofii. Jako kolona byla vybrána Acquity Premier BEH 

Amide, která se ukázala jako nejvhodnější pro analýzu ON v HILIC. 

 V první řadě bylo potřeba optimalizovat složení MF z hlediska separace různých 

ON (délka, počet PS modifikací) a tvaru píků. MF (mravenčan amonný) o pH 3,0 se 

ukázala jako nevhodná, protože nedošlo k eluci ON do 60 minut, což je pravděpodobně 
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způsobeno silnou nespecifickou interakcí mezi ON a kovovým povrchem LC 

instrumentace. pH 4,7 poskytovalo v porovnání s pH 6,8 a 8,0 širší píky vedoucí 

k menšímu rozlišení n a n-x merů. Měření při různých koncentracích mravenčanu 

amonného (5-25mM, pH 8,0) ukázalo, že s rostoucí koncentrací klesá šířka píků a zlepšuje 

se tak separace různě dlouhých ON. Amidová SF prokázala svůj velký potenciál pro 

analýzu krátkých ON (2-6mer), což je dáno vysokou selektivitou jak pro různě dlouhé ON, 

tak i ON s různým počtem PS modifikací (Obr. 24). Čas analýzy by samozřejmě bylo 

možné na úkor selektivity zkrátit změnou gradientu a stále by bylo zachováno rozlišení na 

základní linii.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 24: Separace ON v závislosti na jejich délce a počtu PS modifikací. Gradientová 

eluce: 0min=97% MF A, 25min=55% MF A. Složení MF: MF A: ACN; MF B: 25mM 

mravenčan amonný, pH 8,0. Teplota kolony: 40 °C, UV detekce: 260 nm. Kolona: Acquity 

Premier BEH Amide (1,7 μm, 50×2,1 mm). allPO značí nemodifikovaný ON, allPS značí 

plně modifikovaný ON. Převzato z Publikace X.  

 Vzhledem k tomu, že pro komplexnější analýzu nečistot a metabolitů je nezbytné 

využití MS detekce, bylo složení MF upraveno tak, aby poskytovalo co největší MS signál. 

Mravenčan amonný byl nahrazen octanem amonným a jeho koncentrace byla snížena 

z 25mM na 10mM. K udržení konstantní iontové síly byl octan amonný přidán do obou 

složek MF. Poslední změnou bylo pH, které bylo z důvodu snazší přípravy, a tedy i vyšší 

opakovatelnosti změněno z pH 8,0 na pH 6,8. Takto upravené podmínky nezpůsobily žádné 

zásadní změny v analýze nečistot OL1 ani OL2, dvou sekvenčních analogů nusinersenu 

(sekvence zobrazeny v Tabulce 5 na konci této podkapitoly, str. 60). 
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 LC MS analýza nečistot analytu OL2 (zcela PS modifikovaného sekvenčního 

analogu nusinersenu), je zobrazena na Obr. 25. V optimalizovaných podmínkách bylo 

možné identifikovat 28 nečistot, převážně ON zkrácených na 5´nebo 3´konci nebo kratších 

ON se zbytkovou fosfátovou skupinou (1 nečistota) nebo cyklickou fosfátovou skupinou 

(8 nečistot). V případě OL1 (nemodifikovaného analogu nusinersenu) jsme identifikovali 

26 nečistot s vyšším zastoupením nečistot se zbytkovou fosfátovou skupinou.  

Obr. 25: Analýza nečistot zcela modifikovaného sekvenčního analogu nusinersenu (OL2). 

Gradientová eluce: 0min=100% MF A, 1min=100% MF A, 21min=50% MF A. Složení 

MF: MF A: 10mM octan amonný v ACN/voda, 75/25 (v/v); MF B: 10mM octan amonný 

ve vodě, pH 6,8. Teplota kolony: 40 °C, MS detekce (QDa detektor). Kolona: Acquity 

Premier BEH Amide (1,7 μm, 50×2,1 mm) Označení: 5´n-14 označuje ON zkrácený na 

5´konci o 14 nukleobází oproti hlavnímu ON onačenému OL; cyc označuje přítomnost 

cyklického fosfátu, PO přítomnost zbytkové fosfátové skupiny na 3´konci; (P=O) 

označuje, že v sekvenci se na jednom místě vyskytuje místo thiofosfátu fosfát. Převzato 

z Publikace X. 

 V rámci spolupráce s Dr. Sylwii Studzińskou z polské univerzity Mikuláše 

Koperníka v Toruni jsme měli možnost analyzovat vzorky plasmy pacientů léčených 

Spinrazou (obsahující terapeutický ON nusinersen) proti spinální svalové atrofii. Vzorky 

plasmy byly odebírány léčeným pacientům po třetí dávce Spinrazy, která se aplikuje přímo 

do mozkomíšního moku lumbální punkcí. Vzorky pro LC analýzu byly dále podrobeny 
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extrakci kapalina-kapalina (fenol/chloroform/isoamyl alkohol (25:24:1 v/v/v)) k odstranění 

proteinů a lipidů ze vzorku. Analýza metabolitů nusinersenu ve vzorku plasmy je ukázána 

na Obr. 26. Celkem bylo nalezeno 11 metabolitů, ale pouze některé z nich bylo možné 

s jistotou identifikovat (Tabulka S5 v Doplňkových datech, str. 76). Ačkoliv měření 

probíhalo na MS detektoru typu Q-ToF a bylo využito fragmentačních spekter, identifikace 

takto krátkých ON je velmi náročná. Navíc tyto metabolity obsahují kromě thiofosfátové 

modifikace ještě dva další typy modifikací, a to 2'-O-methoxyethylovou skupinu na ribose 

a methylované cytosiny a uridiny. Na Obr. 26 je také vidět, že nebylo možné dosáhnout 

separace všech metabolitů, a to ani přesto, že pro jejich analýzu byla použita třikrát delší 

kolona (15 cm) než pro všechny ostatní experimenty.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 26: Analýza vzorku plasmy dětí léčených Spinrazou (účinná látka nusinersen) proti 

spinální svalové atrofii. Gradientová eluce: 0min=100% MF A, 1min=100% MF A, 

60min=80% MF A. Složení MF: MF A: 10mM octan amonný v ACN/voda, 75/25 (v/v); 

MF B: 10mM octan amonný ve vodě, pH 6,8.  Teplota kolony: 40 °C, MS detekce (Q-ToF). 

Kolona: Acquity Premier BEH Amide (1,7 μm, 150×2,1 mm). Převzato z Publikace X. 
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Tabulka 5: Seznam testovaných ON, jejich sekvence a pozice PS modifikace (*)  

2mer allPO 5´ TT 3´ 

2mer allPS 5´ T*T 3´ 

3mer allPO 5´ TTT 3´ 

3mer allPS 5´ T*T*T 3´ 

4mer allPO 5´ TTTT 3´ 

4mer allPS 5´ T*T*T*T 3´ 

5mer allPO 5´ TTTTT 3´ 

5mer allPS 5´ T*T*T*T*T 3´ 

6mer allPO 5´ TTTTTT 3´ 

6mer 1PS3´  5´ TTTTT*T 3´ 

6mer 2PS3´ 5´ TTTT*T*T 3´ 

6mer 3PS3´ 5´ TTT*T*T*T 3´ 

6mer 4PS3´   5´ TT*T*T*T*T 3´ 

6mer allPS  5´ T*T*T*T*T*T 3´ 

Analogy nusinersenu 

OL1 allPO 18 mer (RNA) 5' UCACUUUCAUAAUGCUGG 3' 

OL2 allPS 18 mer (RNA) 5' U*C*A*C*U*U*U*C*A*U*A*A*U*G*C*U*G*G 3' 

Nusinersen 

[2'-O-(2-methoxyethyl)] 5´mU*mC*A*mC*mU*mU*mU*mC*A*mU*A*A*mU*G*mC-mU*G*G 3´ 

allPO značí nemodifikovaný ON, allPS značí plně modifikovaný ON, 5´N-1 značí ON 

zkrácený o 1 nukleobázi na 5´konci (typická nečistota) 

OZNAČENÍ SEKVENCE 

delší ON (studium nečistot) 

21mer allPO 5´-TTT TAG CAT TTT TAC GAT TTT-3´ 

21mer 1PS3´ 5´-TTT TAG CAT TTT TAC GAT TT*T-3´ 

21mer 1PS5´ 5´-T*TT TAG CAT TTT TAC GAT TTT-3´ 

21mer 1PScenter 5´-TTT TAG CAT T*TT TAC GAT TTT-3´ 

21mer 2PS3´ 5´-TTT TAG CAT TTT TAC GAT T*T*T-3´ 

21mer 2PS5´ 5´-T*T*T TAG CAT TTT TAC GAT TTT-3´ 

21mer 2PScenter 5´-TTT TAG CAT T*T*T TAC GAT TTT-3´ 

21mer 1PS3´5´ 5´-T*TT TAG CAT TTT TAC GAT TT*T-3´ 

21mer 2PS3´5´ 5´-T*T*T TAG CAT TTT TAC GAT T*T*T-3´ 

21mer 2PScenter3´5´ 5´-T*T*T TAG CAT T*T*T TAC GAT T*T*T-3´ 

21 mer allPS 5´-T*T*T * T*A*G * C*A*T * T*T*T * T*A*C * G*A*T * T*T*T-3´ 

allPS 20mer (5´N-1) 5´ T*T * T*A*G * C*A*T * T*T*T * T*A*C * G*A*T * T*T*T 3´ 

allPS 19mer (5´N-2) 5´ T*T*A*G * C*A*T * T*T*T * T*A*C * G*A*T * T*T*T 3´ 

allPS 18mer (5´N-3) 5´ T*A*G * C*A*T * T*T*T * T*A*C * G*A*T * T*T*T 3´ 

kratší ON (studium metabolitů) 
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5 Závěr 

Předkládaná disertační práce je souborem 10 publikací, které lze rozdělit do tří na 

sebe navazujících tematických celků. 

První část práce je věnována detailní charakterizaci interakčního potenciálu 

vybraných stacionárních fází. K tomuto účelu byly použity jak jednoduché 

chromatografické testy (např. Waltersův test), tak i komplexnější přístupy (LFER model), 

jejichž výsledky jednoznačně korelují. Kromě vlivu typu samotného ligandu a endkapingu 

byl ukázán i velmi významný vliv typu částic na retenci, selektivitu a tvar píků. Zatímco 

SF s BEH částicemi vykazují konstantní chromatografické chování v celém rozsahu pH, 

CSH částice poskytují aniontově-výměnný charakter v pH < 6 z důvodu přítomnosti 

pyridylové skupiny na jejich povrchu. HSS částice významně umocňují efekt residuálních 

silanolů, který se začíná projevovat již v pH ~ 5 zvýšením retence kladně nabitých analytů, 

a naopak snížením retence analytů záporně nabitých. Mix-mód kolona Premier BEH 

C18AX vykazovala nejvyšší hydrofobicitu z testovaných kolon a zároveň poskytovala 

aniontově-výměnný charakter až do pH ~ 7,5, a to z důvodu přítomnosti terciárního 

amonia. Pro detailní charakterizaci elektrostatických interakcí byla vyvinuta nová metoda, 

která využívá čistě vodné MF se stabilní iontovou silou, které je možné připravit v malých 

rozestupech pH (dichloroctová kyselina + vodný roztok amoniaku). Aplikační potenciál 

testovaných kolon byl následně ověřen pro čtyři skupiny modelových sloučenin s různým 

charakterem, a to i) profeny (kyselé analyty); ii) deriváty kathinonů (bazické analyty); iii) 

flavony (neutrální analyty) a iv) dipeptidy (zwitterionické analyty).  

 Na základě dat získaných podrobnou charakterizací interakčních možností různých 

SF, byly pro druhou část práce zaměřenou na chromatografii peptidů a proteinů vybrány 

kolony s mix-mód charakterem. Výběr vhodného pH a koncentrace vodné složky MF se 

ukázal jako klíčový pro různě dlouhé peptidy, a to nejen z hlediska retence, ale také 

symetrie píků. Na základě komplexního popisu vlivu různých chromatografických 

podmínek na retenci a symetrii píků peptidů byla vyvinuta nová metoda pro on-line štěpení 

proteinů s následnou separací na mix-mód koloně v UHPLC. Před samotným on-line 

štěpením proteinů byl testován vliv chromatografických podmínek (teplota, pH, průtok, 

přítomnost organického modifikátoru) na aktivitu imobilizovaného trypsinu v IMER. Na 

základě získaných poznatků byly vybrány následující podmínky: teplota 37 °C; pH 8,5; 

gradient průtoku bez přítomnosti ACN na počátku gradientu, kdy dochází k samotnému 
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štěpení. V těchto podmínkách bylo následně on-line naštěpeno několik proteinů. Pro 

všechny proteiny byl získán srovnatelný nebo vyšší počet tryptických 

fragmentů v porovnání s off-line štěpením za využití „spin kolonek“, naopak množství 

i počet chymotryptických fragmentů a tzv. „miscleavage“ fragmentů byl v případě on-line 

štěpení větší. Vzhledem k využití MS detekce není vyšší množství těchto fragmentů 

významnou komplikací.  

Třetí část práce je zaměřena na velmi aktuální téma, tj. terapeutické oligonukleotidy 

ve dvou módech kapalinové chromatografie, a to IPRPLC a HILIC. Oba módy jsou 

charakteristické komplexním retenčním mechanismem, ve kterém se uplatňuje více druhů 

interakčních mechanismů. Pro IPRPLC byl proveden detailní výzkum vlivu 

typu/hydrofobicity a koncentrace IP činidla (alkylamonium) a protiiontu (octan vs. HFIP) 

na potlačení separace diastereomerů thiofosfátových oligonukleotidů a rozlišení hlavního 

oligonukleotidu (n) a jeho kratšího analogu (n-x meru). Středně hydrofobní IP systémy 

(např. DBAA nebo HAA) vykazovaly nejvyšší selektivitu pro různě dlouhé ON a zároveň 

významně potlačovaly separaci diastereomerů thiofosfátových ON. Nahrazení octanu za 

HFIP vede k účinnějšímu potlačení separace diastereomerů (při použití stejného IP 

alkylaminu), ale snižuje selektivitu vůči ON s různou délkou. Detailní testování 

chromatografických podmínek ukázalo, že separační teplota hraje v analýze terapeutických 

PS ON významnou roli. S rostoucí teplotou roste potlačení separace diastereomerů, čímž 

dochází ke zúžení píků, což má za následek zlepšení separace ON s různou délkou. HILIC 

představuje alternativu k IPRPLC a při správném pochopení retenčních/interakčních 

mechanismů vykazuje vysoký potenciál pro separaci a následnou identifikaci nečistot 

a metabolitů PS ON, a to především z důvodu její bezproblémové kompatibility s MS 

detekcí. V optimalizovaných podmínkách byla identifikována řada nečistot analogu 

terapeutického ON nusinersenu. Výběr vhodných podmínek vedl k separaci a identifikaci 

několika metabolitů nusinersenu ve vzorku plasmy pacienta léčeného Spinrazou (účinná 

látka nusinersen), což potvrzuje vhodnost HILIC/MS metod pro reálné aplikace.  
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7 Doplňková data  

Tabulka S1: Hodnoty regresních koeficientů LFER modelu podle rovnice 1.1. (statisticky 

významné koeficienty jsou uvedeny tučně). Složení MF: ACN/kyselina mravenčí, pH 2,1; 

40/60 (v/v). Deskriptory D- and D+ byly vypočteny za použití pH vodně-organické MF 

(pH* 2,4) 

±CI interval spolehlivosti, R2 koeficient determinace, N počet analytů v LFER modelu 
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Tabulka S2: Hodnoty regresních koeficientů LFER modelu podle rovnice 1.1. (statisticky 

významné koeficienty jsou uvedeny tučně). Složení MF: ACN/10mM octan amonný, pH 

4,7; 40/60 (v/v). Deskriptory D- and D+ byly vypočteny za použití pH vodně-organické MF 

(pH* 5,4) 

±CI interval spolehlivosti, R2 koeficient determinace, N počet analytů v LFER modelu 
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Tabulka S3: Hodnoty regresních koeficientů LFER modelu podle rovnice 1.1. (statisticky 

významné koeficienty jsou uvedeny tučně). Složení MF: ACN/10mM octan amonný, pH 

8,0; 40/60 (v/v). Deskriptory D- and D+ byly vypočteny za použití pH vodně-organické MF 

(pH* 7,8) 

±CI interval spolehlivosti, R2 koeficient determinace, N počet analytů v LFER modelu 
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Tabulka S4: Fragmenty a jejich hodnoty m/z deklarované ve standardu naštěpeného 

cytochromu C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fragment Pozice Sekvence Hmotnost (Da) [M+H]+ [M+2H]2+ 

T1 2-6 GDVEK (+acetyl) 546,5780 589  

T4 10-14 IFVQK 633,7887 634  

T5 15-23 CAQCHTVEK (+hem) 2250,43  817 [119] 

T8 29-39 TGPNLHGLFGR 1168,3206  585 

„miscleavage“ 

T9-10 
40-54 KTGQAPGFSYTDANK 1584,7057  793 

T10 41-54 TGQAPGFSYTDANK 1456,5316  729 

T12 57-73 GITWGEETLMEYLENPK 
2010,2459 

 
 1006 

„miscleavage“ 

T12-13 
57-74 GITWGEETLMEYLENPKK 

2138,4200 

 
 1070 

„miscleavage“ 

T13-14 
74-80 KYIPGTK 805,9726  404 

T14 75-80 YIPGTK 677,7985 678  

T15 81-87 MIFAGIK 779,0081 780  

T19 93-100 EDLIAYLK 964,1265 965  

chymotryptický 

T19C 
93-98 EDLIAY 722,7930 723  
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Tabulka S5: Sekvence pravděpodobných metabolitů nusinersenu, jejich hmoty a hodnoty m/z  

 

 

Označení Hodnota m/z Náboj 

Metabolit 

Dekonvolutní hmota [Da] 
Předpovězená hmota 

[Da] 
Pravděpodobná sekvence     Pravděpodobný metabolit 

M1 
617,73718 -2 

1237,4760 1236 A*mU*G* 5’N-11+3’N-4 
1236,47773 -1 

M2 
696,77176 -2 

1395,5441 1395 
G*mU*mC*MoeR 

mU*G*mC*MoeR 

5’N-15+3’N-1 or 

5’N-12+3’N-3 1394,54477 -1 

M3 601,77687 -2 1205,5537 1205 

mC*A*mU* 

mU*mC*A* 

A*mC*mU* 

5’N-7+3’N-8 or 

3’N-15 or 

5’N-2+3’N-13 

M4 661,2532 -2 1324,5046 1325 *A*mU*G* 5’N-11+3’N-4 

M5 595,75245 -2 1193,5049 1194 
mC*mU*mU* 

mU*mU*mC* 

5’N-3+3’N-12 or 

5’N-5+3’N-10 

M6 697,26371 -2 1396,5274 - neidentifikováno - 

M7 
653,26689 -2 

1308,5333 1308 
*A*A*mU* 

*mU*A*A* 

5’N-10+3’N-5 or 

5’N-9+3’N-6 1307,53331 -1 

M8 731,317095 -2 1464,6340 1464 *mU*mU*mU*MoeR 5’N-4+3’N-11 

M9 

 

 

728,76776 -2 1459,5355 1458 

A*mC*mU*MoeR* 

mU*mC*A*MoeR* 

mC*A*mU*MoeR* 

5’N-2+3’N-13 or 

5’N-6+3’N-9 or 

5’N-7+3’N-8 

M10 771,29979 -2 1544,5995 1543 G*G*mU*mC 3’N-14 

M11 806,8181 -2 1615,6362 1614 A*mU*A*A* 5’N-8+3’N-6 
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chromatografických experimentů a vyhodnocení dat, vyjma např. experimentů s MS 

instrumentací typu QToF, která není v naší laboratoři k dispozici. Autorka se významně 

podílela na psaní všech rukopisů.  
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