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 V současné době jsou pro LC-MS analýzy proteinů dostupné velice výkonné 

hmotnostní spektrometry, díky kterým lze v rámci jedné tzv. bottom-up analýzy 

identifikovat až několik tisíc proteinů. Nedávno však bylo zjištěno, že jejich možnosti 

nemohou být plně využity bez zvýšení účinnosti chromatografické separace peptidů. 

Účinnost separace peptidů může být zvýšena velmi jednoduchým, ale mnohdy 

opomíjeným způsobem, a sice pomocí vyšší teploty kolony. Vyšší teplota přispívá  

k účinnější separaci především lepší difuzí peptidů. Na druhou stranu použití vyšších 

teplot pro účinnější separace omezuje stabilita jak stacionární fáze, tak separovaných 

peptidů. V rámci diplomové práce jsme nejprve ověřovali vliv teploty na účinnost 

separace peptidů na kolonách naplněných buď plně porézními částicemi, nebo povrchově 

porézními částicemi. Zvýšená teplota kolony s plně porézními částicemi poskytla užší 

píky, zatímco rozdíly v šířce píků na koloně s povrchově porézními částicemi byly 

minimální. Dále jsme pomocí modelového proteinu zkoumali tepelnou stabilitu 

peptidových vazeb během interakce se stacionární fází. Již kombinace teploty 45 °C  

a 0,1% kyseliny mravenčí v mobilních fázích vedla k detekci prvního degradačního 

produktu. Na závěr jsme zkoumali tepelnou stabilitu aminokyselin během interakce 

modelových peptidů se stacionární fází. Zjistili jsme, že zvýšená teplota kolony indukuje 

očekávatelné, ale i některé netypické, modifikace aminokyselin. Naše výsledky potvrzují, 

že zvýšená teplota může v závislosti na charakteru částic zlepšit účinnost separace 

peptidů. Teplota však musí být vzhledem ke stabilitě peptidových vazeb a postranních 

řetězců aminokyselin používána citlivě, zejména při dlouhých LC-MS analýzách. 
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