Abstrakt

Predkladana disertacni prace se zabyva podrobnou charakterizaci a vyuzitim raznych
modi kapalinové chromatografie s vice interak¢nimi mechanismy pro analyzu biologicky
aktivnich latek, jako jsou napiiklad peptidy, proteiny nebo terapeutické oligonukleotidy.
V prvni cCasti prace byl detailné¢ studovan retencni/interakéni mechanismus vybranych
reverznich a mix-mod stacionarnich fazi, a to s velkym dirazem na popis elektrostatickych
interakci. Pro jejich detailni charakterizaci byla vyvinuta nova metoda vyuzivajici ¢isté¢ vodné
mobilni faze sriznymi hodnotami pH a modelové permanentné nabité analyty (véetné
anorganickych aniontll). Bylo ukazano, ze elektrostatické interakce mohou byt dasledkem
pfitomnosti nejen ligandu s iontové vyménnym charakterem (na mix-mdd stacionarnich
fazich), ale i residudlnich disociovanych silanolovych skupin.

Pro popis reten¢niho chovani peptidi a proteinti, tedy analytti zwitterionické povahy,
byly vybrany stacionarni faze s mix-mdd charakterem. Retence i tvar pikl v téchto systémech
jsou zasadné& ovlivnény nejen pH vodné slozky mobilni faze, ale také koncentraci pufru. S cilem
vyvinout jednoduché metody pro on-line Stépeni proteint byly charakterizovany
chromatografické kolony s imobilizovanym trypsinem z hlediska vlivu chromatografickych
podminek (teplota, pH mobilni faze, pritok, obsah organické slozky mobilni faze) na aktivitu
imobilizovaného trypsinu. V optimalizovanych podminkéach bylo provedeno on-line Stépeni
riznych proteinti s naslednou separaci na mix-maod koloné. Ziskané vysledky byly porovnany
s off-line $tépenim pomoci ,,spin kolonek*, v ptipadé cytochromu C i s analyzou jeho komercné
dostupného nastépeného standardu.

Terapeutické thiofosfatové oligonukleotidy byly charakterizovany a analyzovany ve
dvou rtiznych modech, a to iontové-parovou chromatografii na reverznich fazich a hydrofilni
interak¢éni kapalinovou chromatografii. Oba systémy v optimalizovanych podminkach
neposkytuji separaci diastereomertl, coZ je klicové pro jejich spolehlivou analyzu. V prvnim
zminéném maddu byl podrobné studovan vliv separacni teploty, typu a koncentrace jak iontove-
parového Ccinidla, tak i1 jeho protiiontu na potlaeni separace diastereomerii a rozliSeni
oligonukleotidll s riznou délkou (n a n-x). Zjistény vysoky potencidl hydrofilni interakcni
kapalinové chromatografie a jeji kompatibilita s hmotnostni detekci byly vyuZity pfi separaci

a identifikaci necistot a metabolitli terapeutického oligonukleotidu nusinersenu.



