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Nazev diplomové prace: Hodnoceni vlastnosti novych HILIC staciondrnich fazi pro

analyty ze skupiny pteridind s vyuzitim metodiky UHPLC-FD

Predmétem této diplomové prace je hodnoceni vlastnosti tfi typd novych HILIC
stacionarnich fazi uréenych k identifikaci a stanoveni biologicky aktivnich latek biopterinu,
neopterinu, dihydrobiopterinu a dihydroneopterinu za pouziti metody UHPLC ve spojeni
s fluorescen¢ni detekei.

Neopterin slouzi jako ukazatel aktivace imunitniho systému a zanétlivych
onemocnéni. Jeho véasna detekce v moci nebo plazmé muize pomoci odhalit patologickou
imunitni aktivitu. Se zvySenou hladinou neopterinu se setkavame u virovych
¢i bakteridlnich onemocnéni, u autoimunitnich nemoci, pti HIV infekci ¢i U zhoubnych
nadord. 7,8 - dihydroneopterin je schopen branit proteiny a lipoproteiny pied oxida¢nim
poskozenim.

HILIC je chromatografickou metodou, kterou lze pouzit ke zvyseni retence velmi
polarnich sloucenin. Vyuziva polarni stacionarni faze a mobilni faze obsahujici urcité
mnozstvi vody a polarniho rozpoustédla. UHPLC je nejmoderné;jsi technologii umoziujici
vyvinout tlak okolo 100 MPa. Pouziva kolony s malymi ¢asticemi (< 2 pum), které piispivaji
ke zlepSeni separacni ucinnosti a rozliseni.

Celkem byly testovany tii chromatografické kolony (BEH AMIDE, BEH
GLYCAN, BEH HILIC) za rGznych podminek, za kterych byla ménéna hodnota pH,
koncentrace a procentudlni obsah vodné slozky mobilni faze. Kolona BEH HILIC
neposkytovala za zadnych podminek dostate¢nou retenci a selektivitu pro separaci vSech
Ctyt pteridini. Naopak tomu bylo u kolony BEH AMIDE, ktera vykazovala silnou retenci
pro vSechny analyzované latky, a to zejména pii vysokych hodnotach pH (9,8). Nicméné
pii takto vysokém pH byla vyrazné¢ snizena selektivita separace pro pary neopterin —
dihydroneopterin a biopterin — dihydrobiopterin, coz vedlo k nezadouci velmi dlouhé dobé&
analyzy. Nejlepsi separace vSech Ctyf pteridint, a zaroven dobré retence (do osmi minut),

bylo dosazeno pomoci 50mM octanu amonného pii pH Vv rozmezi 4,8 - 7,8.
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