Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Dominika Knoblochova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni

3-hydroxykynureninu v biologickém materialu

3-hydroxykynurenin je jednim z metabolitil tryptofanu a je studovan zvlaste pro svoji
oxidacné modulaéni aktivitu, diky které mé schopnost chranit buniky pfed oxida¢nim
stresem. Je tvofen z kynureninu katalyzou enzymu kynurenin 3-monooxygenasa, jehoz
aktivita je sledovana na Katedfe farmakologie a toxikologie. Pro jeji studovani je tfeba
kvantitativné stanovit 3-hydroxykynurenin v biologické matrici.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout HPLC metodu pro stanoveni
3-hydroxykynureninu v biologickém materidlu s pouzitim vysokoucinné kapalinové
chromatografie a nasledné metodu validovat.

Béhem vyvoje bylo testovano nékolik mobilnich fazi s rGznymi hodnotami pH.
Vysledna mobilni faze byla tvofena 100mM kyselinou mravenci (pH = 2,25) a methanolem
(95:5). Byly také zkouSeny rlizné typy stacionarnich fazi, z nichz byla nakonec zvolena
kolona YMC TRIART PFP srozméry 15 X 3 mm arozmérem castic 5 um. K detekci
3-hydroxykynureninu byl zvolen UV-VIS detektor, na némz byla nastavena vlnova délka
370 nm. Byla optimalizovédna téZ teplota separace na vyslednou hodnotu 35 °C. Béhem
analyzy byla vyuzivana izokraticka eluce, pritok mobilni faze byl nastaven na 0,3 ml/min.
Nasttikovany objem byl nastaven na 10 pl a celkova doba analyzy trvala 14 minut.

Mezi validaéni parametry byly vybrany: linearita, pfesnost, preciznost, limit
kvantifikace, selektivita, stabilita, carry-over a vytéznost. VSechny validacni parametry
odpovidaly pfijatelnym rozmezim krom¢ parametru stabilita, ktera ukazala,
ze 3-hydroxykynurenin je pomérn¢ nestabilni, a proto je tfeba si jeho roztoky piipravovat

vzdy v Case potieby.
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