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Ndazev diplomové prace: Peptidové mapovani bioléciv pomoci CE

Tato prace se zabyva optimalizaci kapildarné elektroforetické (CE) metody pro peptidové
mapovani a enzymatického Stépeni proteinli pomoci trypsinu. Jako substrat pro enzymatické
Stépeni byl pouzit korisky myoglobin a referencni protilatka. Byly testovany dvé metody
Stépeni: konvencni Stépeni trypsinem v roztoku a Stépeni za vyuziti komercéni soupravy Smart
Digest Trypsin Kit, kterd vyuziva imobilizovany trypsin. Stépeni bylo kontrolovano pomoci RP-
HPLC. Po optimalizaci tryptického Stépeni byla provedena fada pokust pro stanoveni
optimalnich podminek pro kvalitni separaci hydrolyzatu pomoci CE. VSechna méreni se
provadéla v PVA-kapilare s vnitfnim priamérem 50 um, efektivni délkou 56 cm a celkovou
délkou 64,5 cm. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky za tlaku 50 mbar, vkladané napéti mélo
hodnotu 30 kV, teplota kapildry byla nastavena na 20 °C. Zény analyt(i byly zaznamendvany
UV-VIS detektorem pfi vinové délce 200 nm. Byl testovan vliv koncentrace a typu zakladniho
elektrolytu (30, 60, 90, 120, 150mM kyselina mravenci a 0,5%, 1%, 1,5%, 2% kyselina octova),
doby nastfiku (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 s), a také koncentrace vzorku. Pfi optimalizaci metody
byla pouzita technika on-line zakoncentrovani prechodnym pH rozhranim.

Nejkvalitnéjsi peptidové mapy referenéni protilatky byly ziskany pfi 60s nastfiku roztoku

hydrolyzatu o koncentraci 0,1075 pg/ul rozpusténého v 10mM roztoku hydrogenuhlic¢itanu
amonného o pH 8,5. Jako zdkladni elektrolyt byl vyuzit 90mM mravencanovy pufr o pH 3,0.
Nejucinnéjsiho Stépeni protilatky bylo dosazeno za vyuZiti komeréni soupravy Smart Digest

Trypsin Kit po dobu 180 min.



