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Ndzev disertacni prdce: Vyvoj a validace novych HPLC metod pro stanoveni biologicky

aktivnich ldtek v klinické praxi

Disertacni prdce se zabyvd vyvojem a validaci HPLC metod aplikovatelnych pro klinicky
vyzkum a praxi ve Vyzkumné laboratori Kliniky gerontologické a metabolické (GMK) ve
Fakultni nemocnici v Hradci Krdlové. V této prdci byly vyuzity nékteré moderni analytické
postupy umoznujici pripravu velkych sekvenci vzorkd biologického materidlu, slouzici k
urychleni separace analyzovanych ldtek a dosahujici snizeni spotfeby rozpoustédla i
analyzovaného vzorku, atd.

Nové byla vyvinuta a validovdna metoda pro stanoveni kyseliny 13-cis a all-trans retinové,
retinolu, alfa- a gama-tokoferolu v lidském séru s vnitfni standardizaci pro pacienty trpici
akutni promyeloidni leukémii Iéené kyselinou retinovou. Jako extrakéni postup byla zvolena
extrakce na tuhou fdzi a pro separaci bylo vyuZito vyhod monolitické staciondrni fdze.
Nové byla také vyvinuta metoda pro stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu a
tryptofanu v lidském séru s vyuZitim monolitickych staciondrnich fdzi. Tato metoda byla
vyvinuta s ohledem na velké série vzorkid, které je nutno zpracovat. Pro pripravu
biologického materidlu bylo sérum pouze naredéno, deproteinovdno, centrifugovdno a
filtrovdno. Pro filtraci byly pouZzity mikrotitraéni desticky s filtry a specidini manifold
umozniujici filtrovat 96 vzorki v jednom kroku ve velmi krdtké dobé. Vyhodou byla také
kombinace se specidlnim autosamplerem pro mikrotitraéni desti¢ky, jez nabizi moZnost
vzorky uchovdvat v chladu, chrdnéné pred svétlem a zakoncentrovdnim. Tato metoda byla
také cdstecéné validovdna pro jiné druhy biologického materidlu jako jsou plodovd voda a
exsuddt a bude vyuZzita pro stanoveni cilovych analytd u pacientd prof. Melichara z
Onkologické kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Krdlové a Fakultni nemocnice v Olomouci.
Neékteré jiz zavedené metody ve Vyzkumné laboratori GMK byly modernizovdny. Doslo k
modernizaci extrakéniho postupu metody pro stanoveni retinolu a alfa-tokoferolu v lidském

séru, metoda byla rozsifena o separaci gama-tokoferolu. Pro extrakci na pevnou fdzi bylo
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vyuzito vnitfni standardizace, ndsledné byl postup miniaturizovdn, HPLC metoda pfevedena

na moderni kapalinovy chromatograf Prominence LC 20 (Shimadzu) a kompletné
revalidovdna. Metoda pro stanoveni neopterinu a kreatininu v moéi, vyuzivand pro velké
sekvence vzorki, byla obohacena o dalsi analyt (kynurenin), ktery pomdhd objasnit procesy
tykajici se aktivace imunitniho systému, bylo vyuZito vyhod hybridni kolony Gemini-Twin,
jez se osvédéila pro velké série vzorkd (1 kolona/1000 analyz filtrované moéi). Tato metoda
byla revalidovéna.

Viechny vyvinuté i modernizované metody umoznily rozsifit spektrum vySetfeni ve
Vyzkumné laboratori Kliniky gerontologické a metabolické ve Fakultni nemocnici v Hradci
Krdlové (FNHK) a jsou v soucasné dobé vyuzivany pro klinické studie provddéné na riiznych
oddélenich Fakultni nemocnice v Hradci Krdlové a na Onkologické klinice Fakultni nemocnice

v Olomouci.



