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Esencidlni aminokyselina tryptofan je prekurzorem mnoha biologicky aktivnich
latek. V poslednich letech bylo zjisténo, ze se metabolity tryptofanu ucastni patogeneze
mnoha onemocnéni, véetné neurodegenerativnich chorob, psychiatrickych poruch,
autoimunitnich nemoci nebo rakoviny. Z toho diivodu jsou potiebné analytické metody,
které jsou schopny soucasn¢ detekovat tryptofan a jeho metabolity.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout optimalni HPLC metodu pro hodnoceni
tryptofanu a jeho metaboliti (kynureninu, kyseliny kynurenové, serotoninu
a 5-hydroxyindol-3-octové kyseliny) a prozkoumat moZnosti hodnoceni kyseliny
chinolinové a melatoninu.

Chromatografickd separace byla provedena pomoci kolony Supelco Ascentis
Express F5, velikost ¢astic 2,7 um, 15 cm % 3 cm, za pouziti spektrofotometrické a
fluorescenéni detekce. Parametry detekce byly: pro kynurenin UV detekce 369 nm,
254 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 369/475; pro kyselinu kynurenovou UV detekce
244 nm; pro tryptofan UV detekce 300 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 280/334; pro
serotonin UV detekce 280 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 280/334, pro kyselinu
5-hydroxyindol-3-octovou UV detekce 276 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 276/333.

Byly testovany rtzné typy mobilnich fazi. Konecnd mobilni faze se skladala
z vody + acetatového pufru 0,1IM pH 3,5/acetonitril v poméru 92/8. Separace byla
provedena izokratickou eluci. Pritok byl stanoven na 0,5 ml/min a teplota kolony byla
nastavena na 30 °C. Nastfikovany objem byl 20 pl a celkova analyza trvala 10 min.
Metoda byla déle validovana dle smérnic FDA a vSechny validované parametry byly

v pfijatelném rozmezi.
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