High-performance chromatographic methods for determination of proteins
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Analyza biologicky aktivnich latek je rychle se rozvijejici obor, ktery tvoti dileZitou
Cast aplikaci v analytické chemii. Mezi latkami jako jsou peptidy, hormony, 1éky a drogy tvoii
proteiny dileZitou skupinu biologicky aktivnich latek. Naro&nym tkolem je izolace, separace
a identifikace jednotlivych sloZek slozitych smési (nap¥. krevni sérum). Pro tyto nidely maif
vysokou¢inné chromatografické metody své nezastupitelné misto.

Proteomika je dynamicky se rozvijejici a dileZitd védni disciplina. Jeji pokrok by
nebyl mozny bez vyvoje v metodach analytickych a preparativnich separaci. Komplexnost
~ biologickych systémil klade velké pozadavky na pouZité metody. V soucasnosti se b&Zné
vyuziva Sest riznych médi HPLC pro analyzu proteind: iontové vyménna chromatografie
(IEC), vyluéovaci (SEC), afinitni (ALC), chromatografie s hydrofobni interakci (HIC),
chromatografie na normélni fazi (NPLC) a chromatografie na reverzni fazi (RPLC). Dva
z téchto m6dd, konkrétné afinitni chromatografie a vyludovaci chromatografie, byly vyuzity
v této praci.

Velky diiraz je v této Disertaci vénovan analyze proteind. Hlavnimi cily této prace
hyle:
* Pfipravit afinitni stacionarni fize a otestovat je standardnimi a redlnymi vzorky a
vyvinout afinitni chromatografické metody pro charakterizaci a analyzu vybranych proteind a
glykoproteini.

*

VyuZit metodu chromatografie na reverzni fizi pro charakterizaci peptidovych

fragmentd pepsinu ziskanych roz§t&penim pomoci a-chymotrypsinu.



* Vyvinout dvojdimenzionalni vylucovaci chromatografii pro studium chovani agregace
mléénych  proteind po tepelné uprav€ vneutrdlnim pH a urdit pomér
B-lactoglobulin/a-lactalbumin (BLG/ALA) ve smésnych agregatech. Tato ¢ast Disertace byla

vypracovéna ve vyzkumnych laboratofich firmy Unilever, Vlaardingen (Nizozemi).



