Priloha 1.

STANOVENI KYSELINY MOCOVE V KREVNIM SERU MEKC

Kyselina mocova je koneCnym produktem metabolismu purind, z C¢ehoz plyne
diagnosticky vyznam jejiho stanoveni v krevnim séru. Pro stanoveni kyseliny mocové v
krevnim séru byla pouzita metoda kapilarni zonové elektroforézy CZE, a to jedna z jejich
modifikaci - micelarni elektrokinetickd chromatografie. Vzorky krevniho séra byly pred

vlastni analyzou deproteinovany.

PRIPRAVA VZORKU

200 pl krevniho sera bylo smichano se 400 ul acetonitrilu, protfepano a vyprecipitované
bilkoviny byly odstranény 10 minutovou centrifugaci pti 12 000 ot. za minutu a teploté 4 °C.

Ziskané supernatanty byly pfevedeny do vzorkovych nadobek a pfimo pouzity k analyze.

KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA

Kapilarni zonova elektroforéza byla provadéna na zafizeni HP *” CE firmy Hewlett
Packard. Toto zafizeni je vybaveno spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem pro
rozsah 190 - 600 nm, zdrojem napéti oboji polarity do 30 kV, autosamplerem pro 48 vzork,
temperaci kapilary 1 vzorkového prostoru, elektrokinetickym a hydrodynamickym tlakovym
davkovanim a vyhodnocovaci jednotkou vybavenou softwarem ChemStation na pocitaci

VECTRA VLS.

Separace byly provadény v 50 um kifemenné kapilate o délce 64.5 cm (efektivni délka 56
cm). Kapilara byla termostatovana na 30 °C. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit 20 mM fosfat
20 mM tetraboritan pH 8.8 obsahujici 50 mM SDS a 5 % methanol. Pro zvyseni
reprodukovatelnosti analyz byla kapilara promyvana pred kazdou sadou analyz 10 minut 0.1
M NaOH, 10 minut deionizovanou vodou a 15 minut zakladnim elektrolytem, pfed kazdou
analyzou pak byla promyvéana 1 minutu 0.1 M NaOH, 1 minutu deionizovanou vodou a 3
minuty zakladnim elektrolytem, po analyze 1 minutu deionizovanou vodou. Vzorky byly
uchovavany pii pokojové teploté a davkovany tlakem 50 mbard po dobu 6 sekund. Detekce
byla provadéna pii vinové délce absorpEnich maxim kyseliny mo¢ové 200 a 295nm. Separace

probihaly pfi konstantnim napéti 28 kV positivni polarité.

Vsechny roztoky byly pfipravovany z 18 MQ) deionizované vody ziskané systémem Milli

Q firmy Milliporre, pouzité chemikalie byly p.a. Cistoty firmy Sigma.



VYHODNOCENI ANALYZ

Pro kvantitativni analyzu byla pouzita metoda vnéj§iho standardu. Zafizeni bylo pred
kazdou sadou méteni kalibrovano na dva standardy kyseliny mocové 75 a 250 uM. Standardy
byly pfipravovany identickym zpisobem jako vzorky, t.j. fedény acetonitrilem v poméru 1 : 2.

Kazdy standard byl analyzovan 3 x.

Jednotlivé vzorky byly analyzovany 2x. Identifikace kyseliny mocové byla provadéna na
zakladeé srovnani migracnich Casti standardi a na zakladé srovnani spekter analyzovanych
latek a spektra standardu ulozeného ve spektralni knihovné ziskané pomoci detektoru

vybaveného diodovym polem.



