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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vyuzitim kapilarni elektroforézy ve dvou vyznamnych oblastech ,,véd o
zivote*, konkrétné v proteomice a stanoveni aktivity enzymi. V prvni ¢asti jsou studovany
vlastnosti polymeru Pluronic F-127 jako separa¢niho média v kapilarni gelové elektroforéze. Byl
zkouman vliv termoasociace Pluronicu F-127 na selektivitu separace peptidii a aminokyselin,
pfiCemz pii teplotdch pod, uvnitfa nad oblasti termoasociace zadny rozdil v selektivité
pozorovan nebyl. Funkce Pluronicu F-127 v kapilarni gelové elektroforéze byla porovnana
s dextranem, jakoZto bézné pouzivanou gelovou matrici. Vysledky ukazuji, Ze Pluronic F-127 je
vyhodn€jsim médiem pro separace nizkomolekularnich bilkovin, protoze poskytuje veétsi
separacni silu pii zachovani nizsi viskozity zédkladniho elektrolytu. Tato niz§i viskozita usnadiuje
vyménu zékladniho elektrolytu po kazdém méfeni, coz vede k vyrazné vyssi opakovatelnosti
pokusti. Dextran je na druhé stran¢ diky své vyssi viskozité vhodnéjsi pro separace peptidovych
Stépt bilkovin, pfi kterych je zdsadnim parametrem vysoka Gi¢innost separace.

Druha ¢ast prace je zamétena na elektroforetickd stanoveni aktivity enzymi. Byla vyvinuta
nova metoda separace N,N’,N"-triacetylchitotriosy, N,N'-diacetylchitobiosy a
N-acetylglukosaminu, jako substrdtu a produkti enzymu f-N-acetylhexosaminidasy. Po
provedeni optimalizace pH a koncentrace tetraboritanového zékladniho elektrolytu byla vyvinuta
metoda statisticky ohodnocena. Byla stanovena opakovatelnost méfeni stejn¢ tak jako meze
detekce a stanovitelnosti pro vSechny tfi analyty. Nasledn¢ byly otestovany dal§i mozné ptistupy
k separaci sacharidl, které se objevuji v odborné literatuie, a jejich vysledky byly kriticky
srovndny s metodou nami vyvinutou. Vyvinutd metoda byla s ispéchem pouzita ke sledovani
enzymatické hydrolyzy N,N’,N”-triacetylchitotriosy A-N-acetylhexosaminidasou v tzv. offline
rezimu. Stejny zakladni elektrolyt a separacni podminky byly pouzity k vyvoji tzv. online metody
stanoveni enzymové aktivity vySe jmenovaného enzymu vic¢i N,N-diacetylchitobiose jako
substratu. Pfi vyvoji online metody byl pro optimalizaci miseni slozek reakéni smési pouzit
model ,, Transverse Diffusion of Laminar Flow Profiles®. Pouzitelnost vyvinuté online metody
byla prokazéna na sledovani inhibice S-N-acetylhexosaminidasy dimethylformamidem. Metoda
byla po tupravé pH zékladniho -elektrolytu pouzitelnd rovnéz pro meéfeni s N,N',N"-

triacetylchitotriosou jako substratem.



