Abstrakt

V této dizertacni préci byla vyvinuta nova metoda pro stanoveni primarnich zlu¢ovych kyselin:
cholové kyseliny a chenodeoxycholové kyseliny. V téle savci plni zZlu¢ové kyseliny rozmanité
vyznamné funkce. Jejich stanoveni je rovnéz dulezitym ndéstrojem v diagndze alécbé
onemocnéni jater a zlu¢niku. Tyto nasycené organické slouceniny postradaji ve své struktute
silné chromofory a fluorofory, coz zdsadné znesnadiuje jejich spektrometrickou detekci. Proto
jsou pro ucely detekce vyuzivany instrumentalné pokrocilé, ale ndkladné metody, jako je
hmotnostni spektrometrie, nebo méné spolehlivé enzymatické metody. Z téchto divodua je
neustala silna poptavka po jednoduchych a spolehlivych metodach pro stanoveni zlu¢ovych
kyselin. Je rovnéZ zndmo, ze Zlucové kyseliny je prakticky nemozné piimo elektrochemicky
oxidovat. V této dizertacni praci byla vyvinuta a optimalizovana metoda, kterd umoziuje
chemickou aktivaci ZluCovych kyselin pro jejich elektrochemickou oxidaci na
nemodifikovanych elektrodovych materialech a ktera byla aplikovana pro stanoveni cholové
kyseliny a chenodeoxycholové kyseliny. Tato aktivace je zalozena na dehydratacni reakci
primarni Zlu¢ové kyseliny s 0,1 mol I"! HCIO4 v acetonitrilu (obsah vody 0,55 %), ktera do
pivodné pln€ nasyceného steroidniho jadra zavede jednu nebo vice dvojnych vazeb. To
piirozenég zvysi elektronovou hustotu, a tim umozni elektrochemickou oxidaci Zlu€ové kyseliny
pii +1,2 V (vs. Ag/AgNOs v acetonitrilu) za nezménénych podminek ptimo v dehydratujicim
roztoku. Za stejnych podminek byla také pozorovana zvySend elektrochemickd aktivita
cholesterolu. Na zaklad¢ vysledkit CE-MS experimentt byl navrzen mechanismus této reakce.
Aktivacni reakce byla optimalizovdana a implementovana do elektroanalytického postupu
vyuZivajiciho diferen¢ni pulsni voltametrii na borem dopované diamantové elektrodé a uvedené
dvé zluc¢ové kyseliny byly stanoveny ve vzorcich umélého a lidského séra s dobrou selektivitou.
Vysledky méteni za vyuziti diferencni pulsni voltametrie byly porovnany s diive popsanou
metodou (HPLC s fluorescenéni detekci), ¢imZ byla potvrzena ptfesnost navrzené metody. Byly
stanoveny limity detekce: 0,5 pmoll! pro cholovou kyselinu a 1,0 umol ™' pro
chenodeoxycholovou kyselinu. Dale byla vyhodnocena moznost aplikace tohoto postupu
v prutokovych metodach. Probé&hly pilotni experimenty za vyuziti pratokové injekéni analyzy
s amperometrickou detekci ve wall-jet uspofddani a s borem dopovanou diamantovou
elektrodou s limity detekce okolo 1 pmol I"! analytu, ¢imZ byl potvrzen potencidl metody
v amperometrickém uspotfadani. V této dizertani praci byla tedy popsana inovativni,
jednoduchd a rychla elektroanalytickd metoda stanoveni primarnich Zzluovych kyselin

s potencidlem pro aplikaci v klinické praxi.



