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rylacefdefosforylace umoZiinje regulaci téméf viech procesi probihajicich v bufice a je klico-
vym mechanismem pro udrfovini homeostasy bunék. Abnormalni fosforylace souvisi s mnoe-
ha zava¥nymi lidskymi onemocndnimi jako je napf. rakovina.

Fosforylace hlavnich Zalude&nich aspartatovych proteas pepsimi a jejich prekurzori pepsi-
nogenii se 1i8i v zavislosti na Zivo&i&ném druhu. Pepsiny a pepsinogeny nékterych Zivodichi
obsahuji fosfatové skupiny, jiné viak tyto skupiny nemaji. Fosforylace lidskych pepsinii a
pepsinogeni pravdépodobnd souvisi srizonymi Zaludefnimi onemocngnimi. Pacienti
s rakovinou Zaludku vykazuji vy33i stupeit fosforylace pepsinogent nez zdrvavi lide. Aby bylo
moZné vyuZit tento poznatek pro diagnostické uéely, je nejprve nezbyiné vypracovat jednodu-
ché a spolehlivé metody pro studium fosforylace pepsinil a pepsinogend, které by byly pou-
zitelné i pro mald mnoZstvi vzorku.

Predkladana dizertaéni prace se zabyvéa vypracovanim vhodného metodického pfistupu pro
studium fosforylace proteinii se zamé&fenim na lidské Zaludeéni aspartatové proteasy — pep-
siny, pro které je charakteristicky velmi nizky obsah bazickych aminokyselinovych zbytkl a
vy8éi obsah kyselych aminokyselinovych zbytki. Pozornost jsme zamsfili zejména na vypra-
covéni chromatografickych metod pro selektivni (afinitni) separaci fosforylovanych pepsint a
pro izolaci z nich odvozenych fosfopeptidi. V prvni &asti pfedklidané prace jsme se zabyvali
vyb&rem sorbentd vhodnych pro separaci fosfoproteind vysokotlakou afinitni chromatografii
na imobilizovanych iontech. V dalgi ¢asti jsme na vybranych sorbentech vypracovali metody
pro separaci fosforylovanych a nefosforylovanych forem pepsini. Tyto metody jsme nasledng
pouZili pro separaci lidskych pepsinl izolovanych ze Zaludeéni 3tavy zdravého €lovéka a
ze Zalude&ni sliznice pacienta s karcinomem Zaludku. V posledni &asti prace jsme se zabyvali
vypracovanim postupu pro selektivni izolaci fosfopeptidii z proteolyticky rozs§t€penych pepsi-
nii pomoci afinitni chromatografie a jejich naslednou detekei, identifikaci a uréeni mista fos-
forylace pomoci tandemové hmotnostni spektrometric. Vypracovany postup jsme poufili

k ureni mista fosforylace lidského pepsime A.





