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Analýza peptidAnalýza peptidůů a proteina proteinůů

rychlý vývoj, nrychlý vývoj, náárrůůst zst záájmu o tuto oblastjmu o tuto oblast
ddůůleležžititáá role ve fyziologii zdravých i nemocných role ve fyziologii zdravých i nemocných 
bunbuněěkk
funkce metabolickfunkce metabolickéé, struktur, strukturáálnlníí, transportn, transportníí a a 
obrannobrannéé
významnvýznamnáá skupina lskupina lééččiv (od cukrovky k rakoviniv (od cukrovky k rakoviněě))

chromatografickchromatografickéé techniky techniky 
elektromigraelektromigraččnníí technikytechniky
multidimensionmultidimensionáálnlníí technikytechniky
miniaturizovanminiaturizovanéé separaseparaččnníí technikytechniky



Peptidy a proteinyPeptidy a proteiny
řřetetěězec tvozec tvořřený aminokyselinami ený aminokyselinami –– 20 z20 záákladnkladnííchch
AMK se liAMK se lišíší vlastnostmi postrannvlastnostmi postranníího ho řřetezceetezce
(struktura, velikost, (struktura, velikost, elektrelektr. n. nááboj, rozpustnost ve vodboj, rozpustnost ve voděě))
AMK sekvence AMK sekvence charakteristickcharakteristickéé fyzikfyzikáálnlněě
chemickchemickéé vlastnosti a funkce peptidvlastnosti a funkce peptidůů a proteina proteinůů
primprimáárnrníí sekvence ursekvence urččuje metody analýzy uje metody analýzy 
peptidpeptidůů a proteina proteinůů
konformacekonformace, sekund, sekundáárnrníí strukturastruktura
stabilizace hydrofobnstabilizace hydrofobníích peptidch peptidůů ve vodnve vodnéém m 
prostprostřřededíí
cyklickcyklickáá strukturastruktura



HPLC peptidHPLC peptidůů a proteina proteinůů
VyluVyluččovacovacíí ((gelovgelováá) chromatografie ) chromatografie 
IontovIontověě výmvýměěnnnnáá chromatografiechromatografie
HydrofobnHydrofobníí interakinterakččnníí chromatografie chromatografie 
AfinitnAfinitníí chromatografiechromatografie
ReverznReverzníí HPLCHPLC

silikagelovsilikagelovéé kolonykolony
zirkoniovzirkoniovéé kolonykolony
kolony s kolony s ččáásticemi mensticemi menšíšími nemi nežž 5 5 µµmm
porporééznzníí kolonykolony
monolitickmonolitickéé kolonykolony
kapilkapiláárnrníí kolonykolony



ElektromigraElektromigraččnníí separace peptidseparace peptidůů a a 
proteinproteinůů

gelovgelováá elektroforelektroforééza (ploza (ploššnnáá i kapili kapiláárnrníí))
kapilkapiláárnrníí zzóónovnováá elektroforelektroforéézaza
micelmiceláárnrníí elektrokinetickelektrokinetickáá chromatografiechromatografie
kapilkapiláárnrníí izoelektrickizoelektrickéé zaostzaostřřovováánníí
kapilkapiláárnrníí elektrochromatografieelektrochromatografie



VyluVyluččovacovacíí chromatografie SEC (GPC)chromatografie SEC (GPC)

MechanismusMechanismus
dděělenleníí podle velikosti/molekulovpodle velikosti/molekulovéé hmotnosti a hmotnosti a 
tvaru hydratovaných molekultvaru hydratovaných molekul
nedochnedocháázzíí k interakck interakcíímm

vliv tercivliv terciáálnlníí struktury peptidstruktury peptidůů a proteina proteinůů
vliv denaturace na velikost peptidvliv denaturace na velikost peptidůů a proteina proteinůů
vliv vliv chemchem. . protprotřřededíí na tvar peptidna tvar peptidůů a proteina proteinůů

jednoduchjednoducháá, rychl, rychláá, univerz, univerzáálnlníí
nedochnedocháázzíí k k inaktivaciinaktivaci bioaktivnbioaktivnííchch analytanalytůů ––napnapřř. . 
hormonhormonůů, enzym, enzymůů



AplikaceAplikace
separace a separace a ččiiššttěěnníí analytanalytůů o ro růůznznéé velikostivelikosti
zmzměěna prostna prostřřededíí vzorku (odsolovvzorku (odsolováánníí))
ururččeneníí molekulovmolekulovéé hmotnosti a tvaru hmotnosti a tvaru 
proteinproteinůů

1959: 1959: SephadexSephadex –– rozrozšíšířřeneníí gelovgelovéé chromatogrchromatogr..

HPLC mHPLC móódd: : semirigidnsemirigidníí (PS) a rigidn(PS) a rigidníí ((silikagelsilikagel) ) 
porporééznzníí ččáástice s jednotnou velikoststice s jednotnou velikostíí ppóórrůů

SILIKAGEL: SILIKAGEL: aniontovaniontováá povaha, hydrofobnpovaha, hydrofobníí
interakce interakce endcappingendcapping, p, přříídavek soli do davek soli do 
MF, prMF, prááce pce přři i pHpH << 7, jin7, jinéé kolonykolony



ModernModerníí SF: SF: modifikmodifik. povrch = . povrch = biokompatibiltabiokompatibilta
polymernpolymerníí nosinosiččee
na bna báázi zi ZrZr modifikovanmodifikovanéého ho diolovýmidiolovými skupin.skupin.
silikagelsilikagel potapotažžený vrstvou hydrofilnený vrstvou hydrofilníího ho 
polymerupolymeru

Parametry SFParametry SF
rozmrozměěr pr póórrůů: : vyluvyluččovacovacíí limitlimit
uniformnuniformníí distribuce velikosti pdistribuce velikosti póórrůů: : 
rozmývrozmýváánníí ppííkkůů
jednotnjednotnáá velikost (5velikost (5--10 10 µµm) a tvar m) a tvar ččáástic stic 
(sf(sféérický): rický): úúččinnost kolonyinnost kolony



Limitace/OmezenLimitace/Omezeníí SECSEC
plynou z mechanismu separace plynou z mechanismu separace –– nejsou nejsou 
specifickspecifickéé interakceinterakce

malmaláá kapacita objemovkapacita objemováá i hmotnostni hmotnostníí (objem (objem 
vzorku max. 5vzorku max. 5 %% objemu SF v kolonobjemu SF v koloněě))
dlouhdlouháá doba analýzydoba analýzy
zzřřededěěnníí vzorkuvzorku
malmaléé rozlirozliššeneníí -- dlouhdlouhéé kolony, nkolony, níízký przký průůtok, tok, 
spojenspojeníí kolon o rkolon o růůznznéé porozitporozitěě nebo vylunebo vyluččovacovacíím m 
limitulimitu



TypickTypickéé podmpodmíínky separacenky separace

teplota: 4 teplota: 4 –– 37 37 °°CC
mobilnmobilníí ffááze: ze: pufrypufry o no níízkzkéé iontoviontovéé ssííle a le a 

blblíízko fyziologickzko fyziologickéého ho pHpH
-- 50 mM KH50 mM KH22POPO44 ((pHpH 6,5) 6,5) ++ 100 mM 100 mM KClKCl

prprůůtok MF: 0,5 tok MF: 0,5 –– 1,0 ml1,0 ml



HPSEC separace vybraných proteinHPSEC separace vybraných proteinůů

kalibrakalibraččnníí kkřřivka pro kolonu ivka pro kolonu 
SynChropakSynChropak GPC 300GPC 300



Regenerace a skladovRegenerace a skladováánníí SEC kolonSEC kolon

promývpromýváánníí 0,1 M 0,1 M fosforefosforečč. . pufrempufrem ((pHpH 3,0)3,0)
hydrofobnhydrofobněě zachycenzachycenéé analytyanalyty: gradient ACN: gradient ACN
razantnrazantníí vymytvymytíí: 0,5 : 0,5 %% SDSSDS
polymernpolymerníí kolony: 0,2 M kolony: 0,2 M NaOHNaOH
promývpromýváánníí v opav opaččnnéém smm směěru poloviru poloviččnníím m 
prprůůtokemtokem

dlouhodobdlouhodobéé skladovskladováánníí: antimikrobi: antimikrobiáálnlníí
ččinidlo (inidlo (azidazid sodný, sodný, MeOHMeOH))



IontovIontověě výmvýměěnnnnáá chromatografie IECchromatografie IEC

prvnprvníí typ chromatografie ve vysokotlaktyp chromatografie ve vysokotlakéém m 
mmóódudu
70. l70. lééta minulta minuléého stol.: ho stol.: silikagelovsilikagelovéé ionexovionexovéé
pryskypryskyřřiceice

MechanismusMechanismus
reverzibilnreverzibilníí, elektrostatick, elektrostatickáá (nebo iontov(nebo iontováá) ) 
interakce mezi nabitými interakce mezi nabitými analytyanalyty (a solemi) v (a solemi) v 
mobilnmobilníí ffáázi a nabitými iontovzi a nabitými iontověě výmvýměěnnými nnými 
skupinami SFskupinami SF
dděělenleníí peptidpeptidůů/protein/proteinůů podle npodle náábojeboje: : pIpI, , 
katexy (katexy (pHpH < < pIpI), ), anexyanexy ((pHpH > > pIpI))



lze separovat vlze separovat vššechny makromolekuly nesoucechny makromolekuly nesoucíí
nnááboj boj –– adsorpce na SFadsorpce na SF

ččasto zachovasto zachováána biologickna biologickáá aktivitaaktivita
snadnsnadnéé zakoncentrovzakoncentrováánníí zzřřededěěných vzorkných vzorkůů

DDěělenleníí v IECv IEC
umoumožžnněěno rno růůznou silou interakce analytu se znou silou interakce analytu se 
SFSF
slabslabáá interakce = rychlinterakce = rychláá eluce, silneluce, silnáá
interakce =  silninterakce =  silnéé zadrzadržženeníí

AplikaceAplikace
purifikace peptidpurifikace peptidůů a proteina proteinůů (biochemick(biochemickéé
laboratolaboratořře)e)
analýza peptidanalýza peptidůů: preference RP HPLC: preference RP HPLC



HPIEC stacionHPIEC stacionáárnrníí ffáázeze
ppůůvodnvodněě na bna báázi zi silikagelusilikagelu
novnovéé materimateriáály: PSly: PS--DVB, DVB, aluminaalumina, PES, PES--PA, PA, 
pelikulpelikuláárnrníí hydrofilnhydrofilníí polymerypolymery

odolnost vodolnost vůčůči vysoki vysokéému tlaku mu tlaku 
analytickanalytickéé kolony: kolony: ččáástice 5stice 5--10 10 µµm, preparativnm, preparativníí
kolony: akolony: ažž 25 25 µµmm
dostatedostateččnnáá velikost pvelikost póórrůů –– vyluvyluččovacovacíí limitlimit
porporééznzníí ččáástice: velkstice: velkáá sorpsorpččnníí kapacita kapacita (a(ažž 40 % 40 % 
hmotnosti SF v hydratovanhmotnosti SF v hydratovanéém stavu), m stavu), analytickanalytickéé
úúččely 10 ely 10 --20 %20 %



kvartkvartéérnrníí
aminamin--sulfosulfosulfosulfosilnýsilnýkvartkvartéérnrníí

aminaminsilnýsilný

karboxykarboxy--
sulfosulfofosfofosfoststřřednedníídiethyldiethyl--

aminoethylaminoethylststřřednedníí

aminamin--
karboxykarboxy

karboxykarboxy--
methylmethylslabýslabýpolyaminpolyaminslabýslabý

smsmíšíšený ený 
ionexionex

typicktypickáá
funkfunkččnníí
skupinaskupina

katexkatex
typicktypickáá
funkfunkččnníí
skupinaskupina

anexanex

označení „slabý, střední, silný“ souvisí s hodnotou pKa funkčních skupin



Vliv Vliv pHpH mobilnmobilníí ffááze na stupeze na stupeňň ionizace funkionizace funkččnníích ch 
skupin skupin ionexuionexu

ANEXYANEXY KATEXYKATEXY



Volba podmVolba podmíínek IEC separacenek IEC separace

snaha maximalizovat vazbu mezi opasnaha maximalizovat vazbu mezi opaččnněě nabitým nabitým 
analytemanalytem a a ionexemionexem silnsilnéé ionexyionexy

kyselkyseléé peptidy/proteiny (peptidy/proteiny (pIpI << 6): analyzov6): analyzováány jako ny jako 
aniontyanionty na na anexuanexu ((pHpH mobilnmobilníí ffááze ze >> pIpI))

bazickbazickéé peptidy/proteiny (peptidy/proteiny (pIpI >> 8): analyzov8): analyzováány ny 
jako jako kationtykationty na katexu (na katexu (pHpH mobilnmobilníí ffááze ze << pIpI))

pHpH mobilnmobilníí ffááze minim. o jednotku odlize minim. o jednotku odliššnnéé od od ppKKaa
funkfunkččnníích skupin ch skupin ionexuionexu ionizace minim. 90 %ionizace minim. 90 %

klklííččovovéé parametry: parametry: pHpH a iontova iontováá ssííla MFla MF



4,2 4,2 –– 5,45,44,84,8octanovýoctanový
3,2 3,2 –– 4,44,43,83,8mravenmravenččanovýanový

9,9 9,9 -- 11,111,110,510,5diethylaminovýdiethylaminový
8,6 8,6 –– 9,89,89,29,2borboráátovýtový

7,7 7,7 –– 8,98,98,38,3
TRIS TRIS 
tristris[[hydroxymethylhydroxymethyl]]--
aminomethanaminomethan

6,8 6,8 –– 8,28,27,57,5
HEPES HEPES NN--[2[2--
hydroxyethylhydroxyethyl]]piperazinpiperazin--NN‘‘--
ethansulfonovethansulfonováá kyselinakyselina

5,8 5,8 –– 7,27,26,56,5
bis bis --TRIS TRIS bis[2bis[2--
hydroxyethylhydroxyethyl]]iminotrisiminotris
[[hydroxymethylhydroxymethyl]methan]methan

5,5 5,5 –– 6,76,76,16,1MES MES 22--[N[N--morfolinomorfolino] ] 
ethansulfonovethansulfonováá kyselinakyselina

5,0 5,0 –– 6,06,05,75,7piperazinovýpiperazinový

2,5 2,5 –– 3,7 / 4,1 3,7 / 4,1 –– 5,3 /  4,8 5,3 /  4,8 –– 6,06,03,1 / 4,7 / 5,43,1 / 4,7 / 5,4citrcitráátovýtový
1,5 1,5 –– 2,7 / 6,6 2,7 / 6,6 –– 7,8 / 11,7 7,8 / 11,7 –– 12,912,92,1 / 7,2 / 12,32,1 / 7,2 / 12,3fosforefosforeččnanovýnanový

rozsah rozsah pHpHppKKPufrPufr



eluce zmeluce změěnou iontovnou iontovéé ssíílyly
katexy: katexy: AgAg++ > Cs> Cs++ > K> K++ > NH> NH44

++ > Na> Na++ > Li> Li++
anexyanexy: NO: NO33

-- > PO> PO44
33-- > CN> CN-- > HCO> HCO33

-- > HCOO> HCOO-- > > 
CHCH33COOCOO--

TTypickypickéé podmpodmíínky separacenky separace
vzorek rozpuvzorek rozpuššttěěný v MF nebo ve velmi ný v MF nebo ve velmi 
podobnpodobnéém rozpoum rozpouššttěědledle
nutnnutnéé vymytvymytíí nezachycených nezachycených ččáásticstic
gradientovgradientováá čči skokovi skokováá eluce eluce pufrempufrem o o 
vhodnvhodnéém m pHpH a iontova iontovéé ssíílele



HPCExCHPCExC separace separace peptidovýchpeptidových standardstandardůů

•• kolona: kolona: PolySULFOETHYLPolySULFOETHYL
AspartamidAspartamid (200x4,6 mm)(200x4,6 mm)

•• MF: AMF: A--5 5 mMmM KHKH22POPO44, , pHpH 3,0 3,0 
+25 % ACN; B+25 % ACN; B--5 5 mMmM KClKCl+25 % +25 % 
ACN; gradient 2,5 % B/minACN; gradient 2,5 % B/min

•• prprůůtok MF: 0,7 ml/mintok MF: 0,7 ml/min



Regenerace a skladovRegenerace a skladováánníí IEC kolonIEC kolon

ddůůleležžitý krok pro zachovitý krok pro zachováánníí
reprodukovatelnreprodukovatelnéého chovho chováánníí
probprobííhháá ddééle nele nežž u jinu jinéého typu kolonho typu kolon

skladovskladováánníí v v pufrupufru s ps přříídavkem davkem 
antimikrobiantimikrobiáálnlníího ho ččinidlainidla



HydrofobnHydrofobníí interakinterakččnníí chromatografie chromatografie 
HICHIC

separace peptidseparace peptidůů a proteina proteinůů bez nebezpebez nebezpeččíí
denaturacedenaturace
obdobný mechanismus jako u RP HPLCobdobný mechanismus jako u RP HPLC

KOLONAKOLONA
mméénněě hydrofobnhydrofobníí ligandyligandy
menmenšíší stupestupeňň pokrytpokrytíí povrchupovrchu
nosinosičč se se úúččastnastníí separaseparaččnníího procesuho procesu

MOBILNMOBILNÍÍ FFÁÁZEZE
vodnvodnéé roztoky roztoky pufrpufrůů o vysoko vysokéé iontoviontovéé ssííle a le a 
neutrneutráálnlníím m pHpH



MechanismusMechanismus
slabslabáá hydrofobnhydrofobníí interakce mezi interakce mezi analytemanalytem a a 
ligandemligandem SF za pouSF za použžititíí MF o vysokMF o vysokéé iontoviontovéé
ssíílele

2 teorie vysv2 teorie vysvěětlujtlujííccíí vznik vazby analytu a SFvznik vazby analytu a SF
ppřřeskupeneskupeníí molekul vody okolo hydrofobnmolekul vody okolo hydrofobníí
ččáásti molekulysti molekuly
vysolenvysoleníí analytu do SF v danalytu do SF v důůsledku velksledku velkéého ho 
povrchovpovrchovéého napho napěěttíí MFMF
ve skuteve skuteččnosti kombinace obou efektnosti kombinace obou efektůů

retence v HIC zretence v HIC záávisvisíí na hydrofobnna hydrofobníí ččáásti sti 
molekuly pmolekuly přříístupnstupnéé pro interakcepro interakce



HIC stacionHIC stacionáárnrníí ffáázeze
silikagelsilikagel modifikovaný modifikovaný arylovýmiarylovými, , diolovýmidiolovými
čči kri kráátkými tkými alkylovýmialkylovými řřetetěězcizci



MobilnMobilníí ffáázeze
vodnývodný roztok soli o vysokroztok soli o vysokéé iontoviontovéé ssíílele
neutrneutráálnlníí pHpH
eluce klesajeluce klesajííccíím gradientem iontovm gradientem iontovéé ssííly ly 
(nap(napřř. (NH. (NH44))22SOSO44, Na, Na22SOSO44, , NaClNaCl))

Faktory ovlivFaktory ovlivňňujujííccíí retenci v HICretenci v HIC

typ a koncentrace solityp a koncentrace soli
pHpH mobilnmobilníí ffááze ze 
teplota teplota 



TypickTypickéé podmpodmíínky separacenky separace

C4 C4 silikagelovsilikagelováá SF (100 x 4,6 mm)SF (100 x 4,6 mm)
teplota 40 teplota 40 °°CC
MF: MF: eluenteluent AA--0,1 M K0,1 M K22HPOHPO44, , pHpH 7,4 + 1,5 M 7,4 + 1,5 M 

(NH(NH44))22SOSO44

eluenteluent BB--0,1 M K0,1 M K22HPOHPO44, , pHpH 7,4 7,4 
klesajklesajííccíí gradient (NHgradient (NH44))22SOSO44 (100 % a(100 % ažž 0 % 0 % 
eluentueluentu A za 20 min)A za 20 min)
prprůůtok MF: 1 ml/mintok MF: 1 ml/min

výhody (NHvýhody (NH44))22SOSO44: velk: velkáá rozpustnost, nrozpustnost, níízkzkáá UV UV 
absorbanceabsorbance, zpomalen, zpomaleníí mikrob. rmikrob. růůstustu



HPHIC separace proteinových standardHPHIC separace proteinových standardůů
kolonakolona:: SupelcosilSupelcosil
LCLC--HINT HINT dioldiol
100x4,6 mm; 5 100x4,6 mm; 5 µµmm

eluenteluent AA: 3 M : 3 M 
(NH(NH44))22SOSO44 v 0,5 M v 0,5 M 
NHNH44Ac o Ac o pHpH 6,06,0

eluenteluent BB: 0,5 M : 0,5 M 
NHNH44Ac o Ac o pHpH 6,06,0

prprůůtok MF: 1 ml/mintok MF: 1 ml/min

detekce: 280 detekce: 280 nmnm

A: cytochrom C
B: ribonukleasa A
C: ovalbumin
D: α-chymotrypsinogen A

PANEL A: PANEL A: gradgrad. 100. 100--0% A/20 min; 10 min 0% A; 00% A/20 min; 10 min 0% A; 0––100% A/5 min100% A/5 min
PANEL B: PANEL B: gradgrad. 100. 100--0% A/0% A/0,5 min0,5 min; 10 min 0% A; 0; 10 min 0% A; 0––100% A/5 min100% A/5 min



Regenerace a skladovRegenerace a skladováánníí HIC kolonHIC kolon

promývpromýváánníí deionizovanoudeionizovanou vodouvodou
70% ethanol nebo 30% 70% ethanol nebo 30% isopropanolisopropanol, pot, potéé
deionizovandeionizovanáá vodavoda

polymernpolymerníí kolony: 0,5 M kolony: 0,5 M NaOHNaOH pro odstranpro odstraněěnníí
silnsilněě sorbovanýchsorbovaných lláátektek

dlouhodobdlouhodobéé skladovskladováánníí: antimikrobi: antimikrobiáálnlníí ččinidloinidlo



(Bio)Afinitn(Bio)Afinitníí chromatografie ACchromatografie AC

MechanismusMechanismus
pevnpevnéé, reverzibiln, reverzibilníí a specificka specifickéé interakce interakce 
mezi mezi analytemanalytem a a ligandemligandem ((afinantemafinantem) tj. ) tj. 
komplementkomplementáárnrníími lmi láátkamitkami

interakce hydrofobninterakce hydrofobníí, iontov, iontovéé, vod, vodííkovkovéé
mmůůstkystky

AplikaceAplikace
izolace a izolace a ččiiššttěěnníí biomolekulbiomolekul
studium interakcstudium interakcíí proteinprotein--protein, proteinprotein, protein--
peptidpeptid





AfinitnAfinitníí stacionstacionáárnrníí ffáázeze

na bna báázi zi silikagelusilikagelu nebo syntetických nebo syntetických 
hydrofilnhydrofilníích gelch gelůů

nosinosičč inertninertníí vvůčůči analytui analytu
aktivnaktivníí mmíísta pro navsta pro naváázzáánníí liganduligandu
vazba ligandu na nosivazba ligandu na nosičč dostatedostateččnněě pevnpevnáá
vhodnvhodnáá afinita ligandu a proteinu afinita ligandu a proteinu (p(přříílilišš silnsilnáá = = 
ztrztrááta aktivity pta aktivity přři i elucieluci))
minimminimáálnlníí nenežžáádoucdoucíí nespecificknespecifickéé interakceinterakce



DDůůleležžititéé parametryparametry

výbvýběěr nosir nosičče, chemicke, chemickéé vlastnosti nosivlastnosti nosiččee
výbvýběěr ligandur ligandu
zpzpůůsob vazby ligandu na nosisob vazby ligandu na nosičč, d, déélka lka 
spaceruspaceru, vazebn, vazebnéé mmíístosto

LigandyLigandy
specifickspecifickéé (antigen/protil(antigen/protiláátka, tka, 
substrsubstráát/inhibitor)t/inhibitor)
multifunkmultifunkččnníí ((konkanavalinkonkanavalin A/A/glykoproteinglykoprotein))



TypickTypickéé podmpodmíínky separacenky separace

velmi individuvelmi individuáálnlníí, v z, v záávislosti na analytuvislosti na analytu
pHpH, iontov, iontováá ssííla, teplotala, teplota
prprůůtok MF a tok MF a gradientovýgradientový profilprofil

eluce kompetitivneluce kompetitivníí (sout(soutěžěžííccíí ligandligand v MF) v MF) čči i 
nespecificknespecifickáá (zm(změěna na pHpH, iontov, iontovéé ssííly)ly)



HPAC separace lidskHPAC separace lidskéého ho transferinutransferinu

KolonaKolona: sklen: skleněěnnéé ččáástice s navstice s naváázanou protilzanou protiláátkou (150x4,6 mm)tkou (150x4,6 mm)

MobilnMobilníí ffááze: ze: 0,01 M 0,01 M fosforefosforeččnanovýnanový pufrpufr, , pHpH 7,2; line7,2; lineáárnrníí
gradient gradient pHpH –– isokratickyisokraticky/0/0--15 min; 15 min; pHpH 7,2 a7,2 ažž 1,5/151,5/15--30 min; 30 min; 
ddáále le isokratickyisokraticky

prprůůtok MFtok MF: : 
1 ml/min1 ml/min

teplota kolonyteplota kolony
4 4 °°CC



ReverznReverzníí chromatografie RP HPLCchromatografie RP HPLC
nejnejččastastěěji pouji použžíívanvanáá technika pro separaci, technika pro separaci, 
ččiiššttěěnníí a studium peptida studium peptidůů a proteina proteinůů
metoda rychlmetoda rychláá a a úúččinninnáá
lze najlze najíít podmt podmíínky, kdy nedochnky, kdy nedocháázzíí k denaturacik denaturaci

MechanismusMechanismus
adsorpceadsorpce analytu na SF a/nebo analytu na SF a/nebo rozdrozděělenleníí
(rozpou(rozpouššttěěnníí) analytu mezi SF a MF) analytu mezi SF a MF
zzáávislost retence peptidvislost retence peptidůů na malna maléé zmzměěnněě
obsahu organ. modifikobsahu organ. modifikáátoru podporuje toru podporuje 
adsorpadsorpččnníí mechanismusmechanismus
pravdpravděěpodobnpodobněě kombinace obou modelkombinace obou modelůů



STACIONSTACIONÁÁRNRNÍÍ FFÁÁZE a VÝBZE a VÝBĚĚR KOLONYR KOLONY

silikagelsilikagel modifikovaný rmodifikovaný růůznzněě dlouhými dlouhými 
alkylovýmialkylovými řřetetěězci zci -- endcappingendcapping, omezen, omezenáá
chemickchemickáá stabilitastabilita
polymernpolymerníí kolony kolony -- PSPS--DVB, DVB, pHpH 2 2 –– 12, ni12, nižžšíší
úúččinnostinnost
zirkoniovzirkoniovéé SF SF –– jiný mechanismus, výbornjiný mechanismus, výbornáá
chemickchemickáá a tepelna tepelnáá stabilitastabilita
monolitickmonolitickéé materimateriáályly

typ navtyp naváázanzanéého liganduho ligandu
ddéélka a prlka a průůmměěr kolonyr kolony
velikost pvelikost póórrůů (90 (90 ÅÅ, 300 , 300 ÅÅ, 4000 , 4000 ÅÅ))
velikost velikost ččáástic (5stic (5--8 8 µµm, am, ažž 40 40 µµm)m)
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PodmPodmíínky separace peptidnky separace peptidůů
20 % (0,1% TFA v ACN) a 80 % (0,1% TFA v H20 % (0,1% TFA v ACN) a 80 % (0,1% TFA v H22O)O)
prprůůtok 1 mL/mintok 1 mL/min
detekce 205 detekce 205 nmnm
teplota 37 teplota 37 °°CC

VÝBVÝBĚĚR STACIONR STACIONÁÁRNRNÍÍ FFÁÁZEZE
silnsilněě hydrofobnhydrofobníí peptidy: C4, C5peptidy: C4, C5
hydrofilnhydrofilníí peptidy: C8, C18peptidy: C8, C18



ORGANICKÝ MODIFIKORGANICKÝ MODIFIKÁÁTORTOR

elueluččnníí ssíílala
viskozitaviskozita
ččistotaistota



IONTOVIONTOVĚĚ PPÁÁROVROVÉÉ ČČINIDLOINIDLO

pHpH 22--7: zbytky bazických AMK pozitivn7: zbytky bazických AMK pozitivněě nabitnabitéé
komplexacekomplexace s hydrofobns hydrofobníími mi aniontovaniontověě

ppáárovými rovými ččinidly TFA, PFPA, HFBAinidly TFA, PFPA, HFBA

pHpH >> 5: zbytky kyselých AMK negativn5: zbytky kyselých AMK negativněě nabitnabitéé
komplexacekomplexace s hydrofobns hydrofobníími mi kationtovkationtověě

ppáárovými rovými ččinidly TEAA (inidly TEAA (triethylaminacettriethylaminacetáátt))

pHpH ovlivovlivňňuje ionizaci analytu a chovuje ionizaci analytu a chováánníí
nosinosičče/ligandu SFe/ligandu SF
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VLIV GRADIENTU A PRVLIV GRADIENTU A PRůůTOKOVTOKOVÉÉ RYCHLOSTI RYCHLOSTI 



AlternativnAlternativníí stacionstacionáárnrníí ffáázeze
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MonolitickMonolitickéé kolonykolony

 
slosložženeníí polymerizapolymerizaččnníí
smsměěsisi:  17,8 % BMA + :  17,8 % BMA + 
21,8 % EDMA + 0,4 % 21,8 % EDMA + 0,4 % 
AIBN + 18,0 % butanAIBN + 18,0 % butan--
1,41,4--dioldiol + 36,0 % + 36,0 % 
propanpropan--11--olol + 6,0 % + 6,0 % 
deionizdeioniz. voda (hm. %). voda (hm. %)

ddéélka kolonylka kolony: 14 cm : 14 cm 
(i.d. 320 (i.d. 320 µµm)m)

mobilnmobilníí ffáázeze: : 
10:89,5:0,5 (v/v/v) 10:89,5:0,5 (v/v/v) 
ACN:HACN:H22O:TFA O:TFA 

prprůůtok:tok: 2 2 µµL/min L/min 

UV detekceUV detekce: 214 : 214 nmnm



slosložženeníí polymerizapolymerizaččnníí
smsměěsisi:  15,4 % :  15,4 % 
HMMAA + 12,4 % HMMAA + 12,4 % 
EDMA + 0,3 % AIBN + EDMA + 0,3 % AIBN + 
7,5 % butan7,5 % butan--1,41,4--dioldiol + + 
64,4 % propan64,4 % propan--11--olol
(hmotnostn(hmotnostníí %)%)

ddéélka kolonylka kolony: 17 cm : 17 cm 
(i.d. 320 (i.d. 320 µµm); m); teplotateplota: : 
30 30 °°CC

mobilnmobilníí ffáázeze: A : A -- 100 100 
mM TEAA ve vodmM TEAA ve voděě, B , B --
100 mM TEAA v100 mM TEAA v ACN; ACN; 
gradient:gradient: 87 87 -- 80 % B 80 % B 
za 60 min; za 60 min; prprůůtok:tok: 6 6 
µµL/min L/min 

UV detekceUV detekce: 260 : 260 nmnm
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KapilKapiláárnrníí kolonykolony
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kolonakolona: XTerra RP C18 : XTerra RP C18 
3,5 3,5 µµm (150 x 0,32 mm)m (150 x 0,32 mm)

mobilnmobilníí ffáázeze: 75 % : 75 % 
(0,1% TFA v(0,1% TFA v HH22O) + 25 O) + 25 
% (0,1% TFA v% (0,1% TFA v ACN)ACN)
pprrůůtok:tok: 3 3 µµL/min L/min 

UV detekceUV detekce: 212 : 212 nmnm

TyrTyr--GlyGly--GlyGly--PhePhe--MetMet
MetMet55--enkefalinenkefalin
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kolonakolona: : XTerraXTerra RP C18 RP C18 
3,5 3,5 µµm (150 x 0,32 mm)m (150 x 0,32 mm)

mobilnmobilníí ffáázeze: 85 % (0,1 : 85 % (0,1 
% TFA v% TFA v HH22O) + 15 % O) + 15 % 
(0,1 % TFA v(0,1 % TFA v ACN)ACN)

prprůůtok:tok: 3 3 µµL/min L/min 

UV detekceUV detekce: 212 : 212 nmnm



Struktury studovaných Struktury studovaných nonapetidnonapetidůů
ArgArg88--vasotocinvasotocin CysCys--TyrTyr--IleIle--GlnGln--AsnAsn--CysCys--ProPro--ArgArg--GlyGly
LysLys88--vasopresinvasopresin CysCys--TyrTyr--PhePhe--GlnGln--AsnAsn--CysCys--ProPro--LysLys--GlyGly
ArgArg88--vasopresinvasopresin CysCys--TyrTyr--PhePhe--GlnGln--AsnAsn--CysCys--ProPro--ArgArg--GlyGly
OxytocinOxytocin CysCys--TyrTyr--IleIle--GlnGln--AsnAsn--CysCys--ProPro--LeuLeu--GlyGly

disulfidickýdisulfidický mmůůstek mezi Cys1 a Cys6stek mezi Cys1 a Cys6
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