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UVOD
V prubéhu poslednich let jsou koncentrace a cCisténi biomolekul jako jsou nukleove kyseliny, bilkoviny, peptidy, metabolity a malé organické ionty ze
slozitych matrici a velkych objemu vzorku velmi zadané a tim i predmétem intenzivnino vyzkumu. Izotachoforéza se jevi jako vhodna alternativa k extrakci
na pevné fazi. Jedna se o metodu, ktera umoznuje vysoké vytezky, je snadno automatizovatelna a setrna ke vzorku (biologickému materialu) [1]. Abychom
zajistili je)i pouzitelnost na velké mnozstvi vzorku, vyvinuli jsme novy koncept izotachoforezy, ktery je zalozen na kruhovem designu separacniho zafrizeni.
Protoze v tomto konceptu nejsou dodrzeny podminky pro izotachoforézu (konstantni tloustka a rychlost zony) nazvali jsme novou metodu epitachoforéza
[2]. Nové vyvinuté zarizeni je schopno koncentrovat a separovat vybrané analyty z velkého vychoziho objemu vzorku (az 15 ml), vykazuje vysokou
vytéznost (az 80%) a vysledny objem je 200 ul. Zafizeni bylo testovano na DNA, kdy vSechny velikosti fragmentu DNA jsou zakoncentrovany v jedné zone.

SCHEMA ZARIZENI SEPARACE ANIONU SEPARACE KATIONU

kruhova elektroda roztok TE se LE: 20 ml agar6zového gelu 0.3% v 20 mM HCI/HIS 6.2 LE: 20 ml agar6zového gelu 1% v 20 mM NH,Ac/HAc 5.25
Vzorek/TE: 100 pl 0.1 mM SPADNS, 100 pl 0.1 mM  Vzorek/TE: 200 ul 0.1 mM Safranin O, 25 ul Metylova zelen a
Patentova modr V, 10 pyl 10 mM kyseliny octové a 15 ml 10 15 ml 50 mM HAc, konstantni vykon 6 W.

mM TAPS/TRIS pH 8.30, konstantni vykon 2 W.
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Koncentrace DNA znacené SYBRgold  Separace DNA pomoci Bioanalyzeru

LE: 20 ml agar6zového gelu 0.3% v 20 mM HCI/HIS 6.2. Standard — 2.5 yg DNA zebriku rozpusteného v 200 ul H20
Vzorek/TE: 15 ml 10 mM TAPS/TRIS pH 8.30 + 2.5 ug DNA zebriku Koncentrovany vzorek - 2.5 upyg DNA Zzebfiku rozpusteného v 15 ml TE a
Konstantni vykon 2 W zakoncentrovaného pomoci epitachoforezy na 200 pl
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Pomoci nové vyvinutého zarizeni jsme schopni separovat, koncentrovat a sbirat ionty z nékolika mililitru puvodniho vzorku na nékolik
desitek mikrolitru. Metodu je mozné vyuzivat jak pro koncentraci a separaci kationu, tak i anionu ze vzorku se slozitou matrici. Vyvinutou
metodu a zarizeni je mozno pouzit na velmi Siroké spektrum analytu od malych iontu po velké biopolymery jako jsou peptidy, proteiny,

DNA, polysacharidy a také castice, viry a bakterie. Zde je ukadzana koncetrace barviv jak se zapornym, tak i kladnym nabojem a take
vzorku fluorescencné znacene DNA a jeji nasledna analyza pomoci elektroforézy na Cipu.
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