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V soucasné dob¢ jsou pro LC-MS analyzy proteinli dostupné velice vykonné
hmotnostni spektrometry, diky kterym lze vradmci jedné tzv. bottom-up analyzy
identifikovat az né€kolik tisic proteinti. Nedavno vSak bylo zjisténo, Ze jejich moznosti
nemohou byt plné vyuzity bez zvysSeni ucinnosti chromatografické separace peptidii.
Utinnost separace peptidi muze byt zvySena velmi jednoduchym, ale mnohdy
opomijenym zplsobem, a sice pomoci vyssi teploty kolony. Vyssi teplota pfispiva
k u¢innéjsi separaci predevsim lepsi difuzi peptidi. Na druhou stranu pouziti vyssich
teplot pro ucinngj$i separace omezuje stabilita jak stacionarni faze, tak separovanych
peptidi. V ramci diplomové prace jsme nejprve ovéfovali vliv teploty na ucinnost
separace peptidl na kolondch naplnénych bud’ plné poréznimi ¢asticemi, nebo povrchoveé
poréznimi Casticemi. ZvySend teplota kolony s pln€ poréznimi ¢asticemi poskytla uzsi
piky, zatimco rozdily v Sifce pikli na koloné s povrchové poréznimi ¢asticemi byly
minimalni. Déle jsme pomoci modelového proteinu zkoumali tepelnou stabilitu
peptidovych vazeb béhem interakce se stacionarni fazi. Jiz kombinace teploty 45 °C
a 0,1% kyseliny mraven¢i v mobilnich fazich vedla k detekci prvniho degrada¢niho
produktu. Na zavér jsme zkoumali tepelnou stabilitu aminokyselin béhem interakce
modelovych peptidl se stacionarni fazi. Zjistili jsme, ze zvysena teplota kolony indukuje
oc¢ekavatelné, ale i nékteré netypické, modifikace aminokyselin. Nase vysledky potvrzuji,
Zze zvySena teplota miiZze v zavislosti na charakteru ¢astic zlepSit ucinnost separace
peptida. Teplota vSak musi byt vzhledem ke stabilité peptidovych vazeb a postrannich

fetézcl aminokyselin pouZivana citlivé, zejména pii dlouhych LC-MS analyzéch.
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