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Enzymy jsou biologické katalyzatory, které hraji vyznamnou roli v biochemickych reakcich
dilezitych pro normalni rlst, zrani a reprodukce vSech organism(. Enzymy katalyzuji vSechny
chemické reakce v Zivych systémech a stanoveni jejich aktivity je v biochemii a molekularni
biologii pravdépodobné nejcastéji provadénym procesem vilbec. Kapilarni elektroforéza (CE) je
vyznamna a relativné nova analytickd metoda. Malé rozméry CE separacnich systému jsou hlavni
vyhodou v biologickém vyzkumu. V soucasnosti se kapildrni elektroforéza pouzivd na poli
imunoanalyzy a enzymového stanoveni pravé diky rychlé analyze a minimalnimu mnozZstvi vzorku
potfebného k analyze. "Ellectrophoretically mediated microanalysis”“ (elektroforézou
zprostifedkovand mikroanalyza) neboli EMMA je metoda, pfi které enzymova reakce probihd
pfimo v kapilare ve vlastnim prabéhu elektroforézy, pricemz vSechny kroky nutné k provedeni
enzymového stanoveni jsou integrovany do jediné metody a mnozZstvi analytu je zde redukovano
radové na nanolitry. Cilem této prace bylo vyvinout novou EMMA metodu pro stanoveni rliznych
enzymu. Klinicky duleZité enzymové systémy zahrnuté v této studii byly rozdilné z hlediska typu a
poctu substrat, produktl a kofaktor(i. Pro studium téchto enzym( byly pouzity modelové
substraty, po jejichz konverzi vznikal produkt, ktery bylo mozno detekovat pomoci UV detektoru.
Pro enzymové systémy byly stanoveny elektroforetické parametry (slozeni zakladniho elektrolytu,
inkubacni protokol, velikost aplikovaného napéti, délka, priimér a teplota kapilary), které byly
nejvyhodnéjsi z hlediska provedeni enzymové reakce a separace produktli pfimo v CE kapilare.
Prvnim studovanym enzymem byla rhodanasa, dalSim angiotensin konvertujici enzym a
poslednim fenol sulfotransferasa. Vyvinuté CE metody pak byly vyuzZity pro stanoveni kinetickych
parametrd danych enzymovych reakci, a ddle u enzymu rhodanasa, angiotensin konvertujiciho
enzymu byl studovan vliv inhibitord. Vtomto projektu byly zkoumany moznosti kapilarni
elektroforézy, které vedly kvypracovani novych metod stanoveni kinetickych parametr(
rhodanasy, angiotensin konvertujictho enzymu, fenol sulfotransferasy; a celd prace byla
zakoncéena obecnéjSimi zavéry. Vypracované metody spojuji vSechny vyhody CE, rychlost a
jednoduchost provedeni, minimalni potfeba analytl, vysoka ucinnost a kompletni automatizace.
Tyto vyhody minimalizuji riziko kontaminace a znaéné redukuji cenu analyzy.
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