ABSTRAKT

Byla vypracovana metoda pro studium fod&gnjich mist fosfoproteiin Tato

metoda je zaloZena na separaci fosfopéptmb proteolytickém 8peni fosfoproteifh na
novych IMAC magnetickych sorbentech s imobilizovamykovovymi ionty a jejich
nasledné identifikaci hmotnostni spektrometrii (M$eporézni hydrofilni poly(2-
hydroxyethyl metakrylato-glycidyl metakrylatové) magnetické&astice pipravené
disperzni kopolymeraci a modifikované iminodioctovokyselinou obsahuijici
imobilizované Fe(lll) nebo Ga(lll) ionty byly pouyi k separaci fosfopeptid z
proteolytickych smisi peptisdi  modelovych fosfoprotein a-kaseinu a praséo
pepsinu A. Optimalizaci adsampich a eldnich podminek se nam na&igravenych
magnetickych sorbentech pdtia selektivieé separovat fosfopeptidy z proteolyticky
rozSeépeného modelového fosfoproteinu, ktery obsahovievennozstvi kyselych pepiid
(prase€i pepsin A). Ziskané vysledky prokazaly, Zgpmvené magnetické sorbenty jsou
vhodné k separaci fosfopepiid s jednou fosfatovou skupinou i vicenasbbn
fosforylovanych peptiil Fosfopeptidy separované z proteolytickych ¢sim peptid
modelovych proteitn byly analyzovany MS na principu MALDI-TOF (matrassisted
laserdesorption/ionization time-of-flight).

Pro imunochemickou separaci fosfopratdigla gripravena imunoglobulinova frakce
z vaje&nych Zloutki od slepic imunizovanych proti KLH (Keyhole limpeemocyanin)
obsahujici vazany O-fosforyl-L-serin. Protilatkylyoyurifikovany afinitni chromatografii
na imobilizovanéma-kaseinu a jejich iitomnost ow¥fena MS. Specifita ziskanych
protilatek byla testovdna ELISA testy. Ziskané ggigly ukazuji na nizkou specifitu
izolovanych protilatek proti O-fosforyl-L-serin odisujicim proteiim.
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