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1. Uvod

Kapalinova chromatografie byla pouZita pro separaci
biologicky aktivnich latek pred vice nez 100 lety (cit."?).
V plvodné navrzené kapalinové chromatografii na nor-
malni fazi (NPLC) se pouziva polarni stacionarni faze
a nevodna mobilni faze, jako je aceton, chloroform, ben-
zen atd. Uvedené chromatografické uspotradani bylo po-
stupné¢ nahrazeno separacemi na reverznich fazich
(RPLC), u kterych je separacni G¢innost (pfi vhodné zvole-
nych experimentdlnich podminkéach) vyrazn€ vyssi, a to
hlavné pro nepolarni latky' ™. V mnoha piipadech je znac-
né komplikované separovat na klasickych reverznich fa-
zich (nejcastéji s vazanymi alifatickymi fetézci, oktadecyly
Cjg) polarni analyty. V piipadech separace polarnich
i vysoce polarnich latek dochazi k jejich eluci v mrtvém
reten¢nim Case. Separacni instrumentace a experimentalni
usporadani, které by feSilo problém separace polarnich
latek, bylo nalezeno az v roce 1990, kdy byla v odborném
tisku prezentovana metoda kapalinové chromatografie
zalozend na hydrofilnich interakcich mezi stacionarni fazi
a separovanymi latkami (HILIC: hydrophilic interaction
liquid chromatography)*. Nutno viak podotknout, Ze
A. Alpert, ktery termin ,,HILIC*“ zavedl, nepouzil toto
experimentdlni uspofadani jako prvni (detaily viz doktor-
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ska prace P. Hemstroma®).

O problematice separaci HILIC nebylo v ¢eské litera-
tufe doposud souborné referovano. Predpokldddme proto,
ze tento text bude vhodnym tvodem do problematiky,
ktera je dnes velmi aktudlnim tématem fady bioanalytic-
kych laboratofi, o cemz svéd¢i enormni nartst praci publi-
kovanych o HILIC v minulém roce. Cilem prace je poskyt-
nout zakladni informace o principech HILIC separace
a poskytnout ¢tenafi piehled vybranych nejnovéjsich apli-
kaci. Ucelené monografické zpracovani’ a detailni studie®
byly publikovény dfive.

2. Separace na polarnich fazich a HILIC

Poléarni stacionarni fize byly dfive Siroce rozsifeny
a vyuzivany pro chromatografii na tenké vrstvé (v plosném
usporadani). Kromé& normdalniho fazového systému lze
vSak tyto stacionarni faze vyuzit i pro separace
v reverznim modu, o ¢emz svéd¢i nedavno publikované
prace (napt. HPLC separace naftodianthroni, floroglucino-
17 fenolickych kyselin a flavonoidi'?). Pro detailni
pochopeni separace na polarnich stacionarnich fazich
a jejich uplatnéni v RP a NPLC lze doporugit studie'*"*.
Autoti se zde zabyvali separaci derivati fenolu, hydrochi-
nonu, chinolinu a anilinu.
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Obr. 1. Zavislost reten¢niho ¢asu lysinu a (+)-katechinu na
obsahu acetonitrilu (ACN) v mobilni fazi; experimentalni pod-
minky: izokraticka eluce, kolona Phenomenex, Luna HILIC, 5 pum,
2,0 x100 mm, mobilni faze: acetonitril/100 mmol dm™ mraven-
&an amonny (vodny roztok); rychlost pritoku 0,3 ml min™', teplo-
ta kolony 25 °C; detektor negativni ESI/MS (SIM: lysin 145,
katechin 289 m/z; koncentrace standardii 10 pg/nastrik; lysin,
M katechin
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V jistém ohledu lze separaci HILIC oznadit za meto-
du, kterd vznikla spojenim NPLC a RPLC. AvSak separace
je zde zaméfena pouze na polarni, ve vodé dobie rozpustné
latky. K HILIC separacim se pouZivaji polarni stacionarni
faze a vodné mobilni faze, které obsahuji vysoky podil
organického rozpoustédla (vice jak 60 %). Stacionarni faze
musi byt polarnéjsi nez faze mobilni. Diky tomuto uspora-
dani je mozné s vysokym rozliSenim délit polarni analyty,
pfi¢emz nepolarni latky, které nevykazuji afinitu ke stacio-
narni fazi, nejsou zadrzovany. Uvedena situace je znazor-
néna na obr. 1, kde je aminokyselina lysin v zavislosti na
procentickém zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi zadr-
zovana polarni stacionarni fazi tvofenou kovalentné propo-
jenymi diolovymi skupinami (obr. 2). V pfipadé ve vodé
méné rozpustného (+)-katechinu neni zadrz pozorovana
a dochazi k jeho eluci pii mrtvém retencnim objemu
(obr. 1).

Bézné je mozné se setkat s polarnimi chemicky véza-
nymi fazemi na partikularnim nebo monolitickém nosici.
Nejcastéji se jedna o klasickou silikagelovou stacionarni
fazi nebo faze modifikované diolovymi (—CH(OH)-CH,—
OH ), kyanovymi (-CN), aminovymi (-NH;), amidovymi
(~CONH,) funkénimi skupinami (obr. 3a). Dal$i moznosti
je pouzit silikagel modifikovany hydrofilnimi polymery,
jako jsou poly(hydroxyethyl) nebo poly(sulfoethyl)
(obr. 3b). Mezi nejnovéjsi stacionarni faze pro HILIC patii
také tzv. zwitteriontové stacionarni faze (ZIC®-HILIC,
pozn.: ZIC: zwitterionic), viz obr. 3c. V takovychto ptipa-
dech jde o chemicky vazané funk¢ni skupiny nesouci pozi-
tivni a negativni naboj, které se vyznacuji vysokou polari-
tou a vysokou afinitou k vod&'>'®. Zavedeny byly také sor-
benty s chemicky vazanymi jednotkami oligosacharidd'’.

Pfi experimentdlni praci je nutné uvedené pravidlo
tykajici se vysokého zastoupeni organického solventu
v mobilni fazi striktné dodrzet. Pokud neni uvedena pod-
minka dodrzena, nedochéazi jiz vyhradné k hydrofilnim
interakcim mezi separovanymi slozkami a stacionarni fazi.
V piipadé, Ze by mobilni faze obsahovala pouze organické
rozpoustédlo, jednalo by se o NPLC. Z téchto diivodi je
HILIC také n€kdy oznacovana jako chromatografie s vod-
nou normalni fazi nebo reverzné/reverzni kapalinova chro-
matografie. VySe uvedené byva nespravné interpretovano
i v odborné literatute a ¢asto dochazi k chybnému oznace-
ni a interpretaci metody HILIC.
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Obr. 2. Schéma dioly modifikované stacionarni faze
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Obr. 3. Stacionarni faze pouzivané pti HILIC; PAC — polymer-
ni aniontova faze, ZIC — zwitteriontova faze

3. Zakladni mechanismus separace HILIC

Separace HILIC je v ide4lnim pfipadé€ fizena hydrofil-
ni interakci mezi solutem a polarni stacionarni fazi (tzv.
primarni interakce). V prub&hu separace se ovsem uplatiiu-
ji 1 druhotné interakce (napf. elektrostatické interakce aj.),
pfi¢emZz podminkou je, aby zadrZz solutu byla primarné
fizena hydrofilnimi interakcemi. Predpoklada se, ze
k tomu, aby mohlo k hydrofilni interakci dojit, je potieba,
aby se na povrchu sorbentu stacionarni faze vytvorila hyd-
ratovand vrstva (z angl. ,,water-rich layer®, viz téZ obr. 2).
Mechanismus zadrze polarnich latek v systému HILIC je
dobfe patrny pii konstrukci retencnich map (zavislosti
reten¢niho Casu nebo faktoru na zastoupeni organického
solventu v mobilni fazi (viz obr. 1 a 4). Elektrostatické
odpuzovani separovanych slozek (druhotné interakce) je
mozné omezit piiddnim amonnych soli organickych kyse-
lin, jako je napf. mravencan nebo octan amonny. Uvedené
plati predev$im pro negativné nabitou stacionarni fazi na
bazi silikagelu. Obvykle se amonné soli pouzivaji v mili-
moléarnich koncentracich, pficemz kation NH," je schopny
kompenzovat negativni naboj stacionarni faze. Volba
vhodné amonné soli je dulezita z hlediska jeji rozpustnosti
v mobilni fazi (dosazeni pozadované iontové sily /) s vyso-
kym obsahem organického rozpoustédla. V zavislosti na
vlastnostech, které od separacniho média vyzadujeme,
mizeme optimalizovat i dal§i parametry, napft. pro zvysSeni
ionizace pfi hmotnostné spektrometrické detekci je mozné
obohatit mobilni fazi pfidavkem organické kyseliny (napf.
kyseliny mravenci). Retence mize byt ovlivnéna teplotou,
aciditou mobilni faze, koncentraci pouzité soli v mobilni
fazi. Detailni informace o modelu retence doposud publiko-
vany nebyly, nicméné pavodni prace A. Alperta® uptednost-
nuje model rozdélovaci (partition), oproti tomu v souhrnné
praci P. Hemstréma’ jsou prezentovany vysledky svédgici
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Obr. 4. Separace lysinu a argininu na silikagelové stacionarni
fazi; zavislost retencnich casti aminokyselin na procentickém
zastoupeni acetonitrilu (ACN) v mobilni fazi. Vlozeny obrazek:
chromatogram argininu (Arg) a lysinu (Lys); izokraticka eluce:
ACN/vodny roztok mravendanu amonného (100 mmol dm™),
60/40 (%, v/v). Experimentalni podminky: kolona Atlantis HILIC
silica 3 pum, 4,6 x 150 mm, rychlost pritoku mobilni faze
0,5 ml min™', teplota kolony 30 °C; refraktometricky detektor
(teplota optické jednotky 30 °C); koncentrace aminokyselin
10 pg/nastiik; W Arg, OLys

spise ve prospéch adsorpéniho modelu. Model retence byl
mnohokrat diskutovan v ptipadé RPLC'®, avsak podobné
jako u HILIC nebyl mechanismus retence detailné objas-
nén.

4. Aplikace HILIC

Na zékladé publikaci, které se vénuji vyuziti HILIC,
lze pfedpokladat, ze pfednostné bude metoda uplatiiovana
pro separace aminokyselin'® a peptida®. Pro tyto udely
byly nalezeny vhodné podminky v ruznych systémech
izokratické a gradientové eluce. V pifipad¢ gradientové
eluce Ize ménit zastoupeni organického solventu nebo soli
v mobilni fazi. Své uplatnéni nalézd HILIC i v separaci
oligonukleotidi® %, slozek nukleovych kyselin a cukri
(oligo- a polysacharidll). Kromé& moznosti, kter¢ HILIC
poskytuje v analyzach ve vodé dobie rozpustnych biopoly-
merd, byly uvefejnény prace zaméfené na separaci nizko-
molekularnich organickych latek. Mnohé z téchto slouce-
nin nachazeji uplatnéni v biomediciné a farmakochemii.

4.1. Metabolity a farmakopreparaty

Pomoci HILIC bylo separovano celé spektrum farma-
ceuticky vyuzivanych latek v komplexnich matricich vzor-
ki krve, moci, plasmy a ve vybranych homogenatech tka-
ni. Jednalo se o separace kyseliny listové a jejich soli®,
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dale separace kokainu a dalSich derivatd alkaloidt (napf.
morfinu)**. Byly také separovany aminoglykosidové far-
makopreparaty (amikacin, gentamicin, kanamycin, neomy-
cin, paromomycin, tobramycin)®, cholin a acetylcholin®,
uridin, uracyl”” a dalsi organické sloudeniny. Uvedeny
vycet predstavuje komplexni skupinu polarnich metabolitl
a 16&iv*®. Detailnd byla retence polarnich sloudenin
s malou molekulovou hmotnostni studovdna na klasické
silikagelové stacionarni fazi a na fazich s vazanymi amido-
vymi, aminovymi a sulfobetainovymi skupinami. Za riz-
nych experimentalnich podminek a rizného slozeni mobil-
ni faze byla separovana kyselina salicylova, aspirin a cyto-
sin®. U uvedenych stacionarnich fazi byly hledany fyzikal-
ni i chemické podminky, které ovliviiuji retenci separova-
nych slozek. Vliv teploty byl studovan podobné jako
u RPLC pomoci van’t Hoffovy rovnice a ve vétSin€ expe-
rimentti byl pozorovan pokles retence se vzrustajici teplo-
tou kolony v prub¢hu separace. Jak bylo prokazano, je vliv
pH mobilni faze na retenci analytl fizen primarné disoci-
acnimi konstantami jednotlivych protonizovanych funké-
nich skupin (pK,), které jsou typické pro danou latku. Riz-
ny stupeil protonizace separovanych slozek tedy urcuje
jejich afinitu ke stacionarni fazi.

4.2. Oligonukleotidy a sloZky nukleovych kyselin

Separace nukleovych kyselin na polarnich stacionar-
nich fazich byla zminéna jiz v ptivodnich publikacich
o HILIC®. Mezi nejnov&jsi aplikace v této oblasti separace
HILIC patii prace’'***’. Monoliticka kapilarni kolona
modifikovana polarnim polymerem kyseliny akrylové byla
pouzita pro separaci nukleosidt (uridinu, guanosinu a ade-
nosinu) eluci mobilni fazi sloZzenou z acetonitrilu a 0,2%
vodného roztoku kyseliny mravenc¢i v poméru 90/10 (%,
v/7v)*. Monolitické kolony byly také pouZity pro gradiento-
vou separaci oligonukleotidii >'. Separovan byl homooligo-
mer a heteropolymerni sekvence 19-ti a 20-ti mert
v mobilni fazi acetonitrilu, vody a octanu triethylaminu.
Vysoké separacni ucinnosti bylo dosazeno také pii separa-
cich thyminu, uracilu, uridinu, adenosinu, adeninu, guano-
sinu a dal$ich na specialni polymerni stacionarni fazi**.
V piipadé retence nukleovych kyselin na polarnich stacio-
narnich fazich je nutné rozlisit, zda se jedna o nukleosid,
nukleotid nebo zda je baze soucasti oligo- nebo polynukle-
otidového fetézce.

4.3. Aminokyseliny a peptidy

Pomoci HILIC je mozné separovat vSechny proteino-
genni aminokyseliny a mnohé z jejich derivatd. Obecné
nejvys$si zadrz maji polarni aminokyseliny (Ser, Thr, Cys,
Tyr, Asn, Glu). Separacim ve vodé¢ dobife rozpustného
cysteinu se vétSina autorit vyhyba, jelikoz tato aminokyse-
lina podléhd v pritomnosti kysliku a v zavislosti na pH
mobilni faze oxidaci na méné rozpustny cystin. Komplexni
separaci proteinogennich aminokyselin se ve své praci
vénoval Langrock a spol.'””. Pomoci gradientové eluce
acetonitrilu a vodného roztoku octanu amonného byly
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aminokyseliny rozdéleny v poradi Trp, Phe, Leu, Ile, Met,
Tyr, Val, Pro, Ala, Thr, Gly, Glu, Asp, Ser, Gln a Asn.
Béhem gradientové eluce byl postupné zvySovan podil
vody v mobilni fazi, pfi¢emZ polarni asparagin vykazoval
nejvyssi afinitu k amidové stacionarni fazi. Pomoci HILIC
byl také analyzovan ornitin®. Rozdéleni aminokyselin lysinu
a argininu je naznaceno na obr. 4, kde za uvedenych pod-
minek arginin vykazuje niz8i afinitu k silikagelové stacio-
narni fazi nez lysin. Jak z obrazku vyplyva, k dobrému
rozdéleni aminokyselin je potfeba, aby mobilni fze obsa-
hovala vice nez 60 % acetonitrilu.

V piipadé separace peptidii byla studovana rozsahla
skupina oligopeptidi s riiznou primarni strukturou a ruz-
nym zastoupenim polarnich aminokyselinovych zbytkt™.
Mezi polarni a ve vodé dobie rozpustné peptidy patii glu-
tathion (y-Glu-Cys-Gly), ktery zastava fadu fyziologickych
homeostatickych a detoxikagnich funkci®'. Tento tripeptid
byl separovéan na silikagelové stacionarni fazi*? a pomoci
HILIC bylo mozné studovat jeho postupnou oxidaci na
glutathion disulfid®’. Peptidy obsahujici zbytky kyseliny
glutamové (y-Glu-Leu, y-Glu-Val, y-Glu-Cys-B-Ala, v-
Glu-Cys-Gly)* byly separovany na HILIC semipreparativ-
nich a preparativnich kolonach.

4.4. Proteiny

Mezi prvni prace, které se vénovaly problematice
HILIC separace proteinti, byla publikace Lindnera
a spol.””, ktefi studovali acetylaci lysinti v N-koncové do-
méné histond. Histony byly pfed nastfikem na kolonu
HILIC izolovany metodou RPLC. K tomuto ucelu autofi
pouzili kolonu SynChropak CM 300 a gradientovou eluci
smésnymi rozpoustédly sloZenymi z acetonitrilu a vodné-
ho roztoku fosforeCnanu triethylaminu a NaClO,.
Ve frakcich RPLC byly pomoci HILIC identifikovany
jednotlivé modifikace histont H2A a H4. Tyto vysoce
polarni, hydrofilni a na svém povrchu pfevazné kladné
nabité bilkoviny jsou soucasti chromatinového komplexu
apodileji se na expresi genil a fizeni bunétného cyklu.
K identifikaci jednotlivych histonii byla pouzita fotomet-
rickd detekce pfi 210 nm, pfi kterych absorbuji peptidické
vazby. ZIC/HILIC mikrokolonova separace byla také pou-
zita pro analyzy glykosylovanych proteinti a ke studiu
jejich deglykosylace™. K identifikaci proteind byla pouzita
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Da se
predpokladat, ze HILIC nalezne uplatnéni v separaci vy-
branych proteinti podléhajicich post-translacnim modifika-
cim, které jsou dobfe rozpustné ve vodg.

5. Zavéry a perspektivy

Byly navrzeny rtizné strategie pro separaci polarnich
latek. V ptipadé RPLC je bé€zn¢ vyuZivan mechanismus
tvorby iontovych parii’’. Iontové-parové &inidlo (napi.
kyselina trifluoroctovd, TFA) interaguje v mobilni fazi se
separovanymi molekulami a zvySuje jejich afinitu k po-
vrchu reverzni fize. Na druhou stranu, pfitomnost TFA
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v mobilni fazi rapidn€ snizuje citlivost MS detekce pii
pouziti ionizace elektrosprejem. Dal§i moznosti je pouzit
jinou stacionarni fazi, coz je i pripad HILIC. Jak je patrné
z predchoziho textu, neni HILIC doposud dostate¢né pro-
zkoumanou oblasti a samotné vymezeni pojmu hydrofilni
interakce piinaSi pro chromatografickou separaci fadu
novych nevyfesenych problémii. Diivodem je komplexnost
separacnich d€ji a rtuzny podil jednotlivych interakci a
v neposledni fad¢ i faktord, které se uplatiuji v zavislosti
na sloZeni mobilni faze. I pfesto lze pouzitim HILIC velmi
efektivné separovat fadu polarnich latek a da se predpokla-
dat jeji dalsi vyvoj a zvySujici se pocet aplikaci, vCetné
jejiho vyuziti ve spojeni s jinymi chromatografickymi
technikami v 2-D systémech. Perspektivni vyuziti je ziej-
mé i v kombinaci s hmotnostnimi detektory™ a nuklearni
magnetickou rezonanci®’.

Jiz na zéklad¢ stavajiciho vyvoje HILIC lze predpo-
kladat jeji SirSi uplatnéni pro separace na monolitickych
nosicich, a také se zacinaji objevovat nové modifikace
a materialy'’ vhodné pro HILIC stacionarni faze. V tomto
roce byla také zvetejnéna prace zaméfena na separaci pep-
tidd, ktera je zalozena na hydrofilnich interakcich, ale také
na elektrostatickém odpuzovanim separovanych slozek se
stacionarni fazi (iontové interakce). Byla tak navrzena
hybridni separace vychazejici z HILIC a iontoveé vyménné
chromatografie*’. Autor prace metodu oznagil jako ERLIC
(electrostatic repulsion-hydrophilic interaction chromato-

graphy).
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J. Vacek, L. Onofrejova, B. Klejdus, and V. Kubarn
(Department of Chemistry and Biochemistry, Mendel Uni-
versity of Agriculture and Forestry, Brno): Application of
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography in
Separation of Polar Compounds

Applicability of classical procedures based on re-
verse-phase liquid chromatography in separation of water-
soluble polar substances is generally limited. In many
cases, hydrophilic interaction liquid chromatography
(HILIC) is able to separate highly polar substances using
polar stationary phases and aqueous mobile phases con-
taining increased amounts of organic solvents. Separation
of amino acids, peptides, nucleic acids and other organic
substances with special emphasis on explanation of basic
principles are discussed in the present review.



