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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Jifi Hromadko

Skolitel: RNDr. Hana Ko¢ova Viekova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj UHPLC-MS/MS metody a postupu pfipravy vzorkd pro

stanoveni steroidnich latek v potkani plasmé

Diplomova prace se zabyva vyvojem UHPLC-MS/MS metody pro analyzu 37 steroidnich

latek v potkani plazmé a optimalizaci Upravy vzorku pomoci PP.

Analyzované latky zahrnuji jak strukturné velmi podobné I[atky liSici se poctem
hydroxylovych ¢i ketonickych funkcnich skupin, tak izomerni a vzajemné izobarické
slouceniny. Protoze tyto latky velmi snadno odstépuji molekulu vody, v MS spektru
mohou byt patrné prekurzorové ionty se stejnou m/z pro rizné latky. Z téchto divodu
byla zcela zasadni peclivd a podrobna charakterizace prekurzor(, nasledné provedeni

skenu produktovych iontl a vybér vhodnych SRM prechodd.

Dulezita byla také separace kritickych slouéenin se stejnou m/z pro prekurzorové ionty.
V prvni fazi optimalizace byl proveden screening 7 kolon. Bylo vyuzito gradientové eluce
mobilni faze ACN/0,1 % FA v rozsahu 5 - 98 % ACN. Na zakladé vysledk(l byla provedena
podrobna optimalizace gradientu mobilni faze. Jako optimalni byla vybrana kolona
Cortecs C18, kde vétsina analytl eluovala v gradientu 35 — 60 % ACN. Délka analyzy byla

18 min s 2 minutovou ekvilibraci kolony.

Nasledné byl optimalizovdn postup proteinova precipitace. Program MODDE byl pouzit
pro navrh a vyhodnoceni experimentu. Testovany byly nasledujici faktory: typ a objem
precipitacniho &inidla, ¢as precipitace a centrifugace. Jako vhodné precipitacni Cinidlo
byl vybran acetonitril v objemu 1000 pl na 100 pl plazmy. Doba precipitace byla 10 minut
a precipitat byl centrifugovan 5 minut pfi 8°C a 14000 RPM. Na zavér bylo provedeno

ovéreni nékterych validacnich parametr(.

Klicova slova: steroidy, UHPLC-MS/MS, proteinova precipitace, plasma, optimalizace
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Jifi Hromadko

Supervisor: RNDr. Hana Kocova VI¢kova Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Development UHPLC-MS/MS method and sample preparation
procedure for the determination of steroid compounds in rat plasm

The diploma thesis deals with the development of the UHPLC-MS/MS method for the

analysis of 37 steroids in plasma and optimization of sample preparation using PP.

The analytes include structurally very similar substances with different numbers of
hydroxyl or ketonic functional groups, isomeric and mutually isobaric compounds. Since
these substances cleave water molecules very easily, precursor ions with one m/z for
different substances can be found in the MS spectrum. For these reasons, careful and
detailed characterization of the precursors, subsequent scanning of the product ions,

and selection of additional SRM transitions were essential.

Separation of critical compounds with the same m/z for precursor ions was of
importance. The optimization started with the screening of 7 columns using gradient
elution of the mobile phase ACN/0.1 % FA in the range of 5 - 98% ACN. Based on the
results, an optimization of the mobile phase gradient was performed. The Cortecs C18
column was optimal. Most of the analytes eluted in a gradient of 35 — 60 % ACN. The

duration of the analysis was 18 minutes with 2 minute column equilibration.

Subsequently, the protein precipitation was optimized. The MODDE software was used
to design and evaluate the experiment. The following factors were tested: the type and
volume of the precipitating agent, time of precipitation and of centrifugation.
Acetonitrile in a volume of 1000 ul per 100 ul of plasma was chosen as a suitable
precipitating agent. The precipitation time was 10 minutes and the precipitate was
centrifuged for 5 minutes at 8 °C and 14,000 RPM. Finally, verification of certain

validation parameters was demonstrated.

Key words: steroids, UHPLC-MS / MS, protein precipitation, plasma, optimization
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1. Uvod

Steroidni hormony maji funkci chemickych poslud. Jsou to latky syntetizované vnitfnimi
zlazami, které jsou nasledné transportovany pomoci krevniho recisté do mista plsobeni.
Prekurzorem steroidnich hormon je cholesterol. Pfeména cholesterolu v dalsi steroidni
latky se nazyva steroidogeneze. Zakladem chemické struktury je gonan, ktery je rlzné
substituovan. Mezi steroidni hormony fadime pohlavni hormony (androgeny, estrogeny,
progestiny) a hormony kury nadledvinek (mineralokortikoidy a glukokortikoidy) [33 -
36).

Steroidni latky jsou vétSinou krystalické latky bilé nebo naZloutlé barvy. Z hlediska
fyzikdlné chemickych vlastnosti se jedna o lipofilni Iatky charakteru slabych kyselin.
Vzhledem ke své lipofilité jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech typu methanol,
acetonitril. Nicméné, jelikoz jsou pro tyto latky charakteristické hydroxylové a ketonické
skupiny navazané na zdkladnim uhlovodikovém skeletu, roste i rozpustnost téchto latek

ve vodé v zavislosti na zvysujicim se poctu pravé téchto substituentd [33, 45, 46].

Pti analyze steroidd maze dochazet ke kfizovym interferencim, jelikoZ se ¢asto jedna o
latky izobarické, stereoizomerni a liSici se pouze pocétem hydroxylovych nebo
ketonickych skupin. Tyto skupiny se vSak ¢asto odstépuiji a rdzné latky mohou poskytovat
stejné prekurzorové ionty. Z téchto davod( je pro jejich analyzu zapotiebi selektivnich

analytickych metod.

Zlatym standardem v analyze steroidl je kapalinovd chromatografie nejcastéji
s hmotnostni detekci. V souc¢asné dobé byla publikovana celd fada UHPLC-MS/MS
metod zabyvajicich se jejich analyzou. VétSina ztéchto metod se zabyva pouze
vybranymi steroidnimi latkami, nikoli rozsahlou skupinou steroid( jako v této diplomové

prace [47 - 56].
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2. Cil prace

Cilem diplomové prace je vyvoj metody ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie
(UHPLC) ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci (MS/MS) a optimalizace postupu
pfipravy vzork( pro stanoveni 37 steroidnich latek patficich do skupiny androgend,
gestagenu, glukokortikoidl, mineralokortikoid( a jejich meziproduktl syntézy v potkani

plazmé.

Prvnim krokem bylo ziskani informaci o jednotlivych analytech, zejména jejich strukture

a fyzikdlné chemickych vlastnostech jako napfiklad molekulové hmotnosti, pKa a log P.

Dalsi krok zahrnoval optimalizaci MS metody. Nejprve byly vybrany vhodné
prekurzorové ionty. Nasledovala optimalizace parametr( iontového zdroje, ktera byla
provedena pomoci selektivniho zdznamu iontl (SIM). Poté byl proveden vybér vhodnych

produktovych iontl a optimalnich koliznich energii.

Dalsim a ¢asové nejnarocnéjsim krokem byla optimalizace UHPLC metody, kterd umozni
separaci analytl poskytujici stejné prekurzorové ionty a eliminuje tak mozné kfizové
interference. Tento krok zahrnoval vybér vhodné kolony, pritoku a gradientového

profilu mobilni faze. Testovano bylo celkem jedendact chromatografickych kolon.

Nasledovala optimalizace postupu pfipravy vzorkd pro stanoveni steroidnich latek v
potkani plazmé. Jako technika pfipravy vzorkd byla vybrana proteinova precipitace (PP)
s naslednym odparenim a rekonstituci. BEhem optimalizace byl vybran druh a objem
precipitacniho ¢inidla, ¢as precipitace a centrifugace. Poslednim krokem bylo ovéreni

vybranych validac¢nich parametra.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

UHPLC je jednim z trend(l v oblasti kapalinové chromatografie. Vyuziva stejnych princip(
pro separaci latek jako HPLC, tedy opakované ustalovani rovnovahy mezi staciondrni
(nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Separace jednotlivych latek probihd na

zakladé odlisné interakce analytl s témito dvéma fazemi [1, 2].

UHPLC vyuziva kolony s ¢asticemi mensimi nez 2 um, které umoZznuji vyssi separacni
ucinnost, lepsi rozliseni, vyssi citlivost a krat$i dobu analyzy vedouci k vys$si produktivité
pristroje v porovnani s HPLC. Se zkracenim doby analyzy zaroven souvisi nizsi spotieba
organickych rozpoustédel vedouci ke snizeni provoznich naklad(. Dusledkem vyuZiti
stacionarnich fazi s ¢asticemi mensimi nez 2 um je vznik vyssiho zpétného tlaku na

koloné, coz vyzaduje Upravu HPLC systému a vyuZiti odolnéjsich staciondrnich fazi [2, 3].

Tabulka 1: Porovnani HPLC a UHPLC [2, 4, 5].

Parametr HPLC UHPLC

Tlak <400 bar > 400 bar, dnes i 1000-1300 bar
Prutok ml/min ul/min

Pramér éastic 3,5,10 um <2 um

Vnitini pramér kolon 3-5mm 2,1 mm

Rychlost pomalejsi az 9x rychlejsi

Citlivost méné citliva az 3x citlivéjsi

RozliSeni horsi rozliseni az 2x lepsi rozliseni

Organicka rozpoustédla vysSi spotieba az 10x nizsi spotfeba

Mobilni faze nizsi naroky na Cistotu vy$si naroky na Cistotu

3.1.1. UHPLC systém

Mezi zakladni ¢asti UHPLC chromatografu stejné jako u HPLC patfi zasobniky mobilnich
fazi, vysokotlaké cerpadlo, smésovac, odplyriova¢ mobilni faze, davkovac vzorku,
kolonovy termostat s kolonou, detektor a vyhodnocovaci zafizeni (pocita¢ s vhodnym
softwarem). UHPLC systém musi byt odolny vici vysokému zpétnému tlaku (az 100
MPa), coZz znamena vyuZiti zejména tlaku odolnych ventilli, kapilar, spoja a zaroven
robustniho Cerpadla a davkovaciho systému. Zcela zdsadni je také minimalizace
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mimokolonovych objem( a presné davkovani velmi malych objem( vzorku. UHPLC
vyuziva detektory principidlné shodné s HPLC, napf. UV-VIS, fluorescencni detektor,
refraktometricky detektor, detektory na bazi aerosolu a hmotnostni spektrometr.
Nicméné pro UHPLC detektory je zdsadni minimalizace objemu detekéni cely a vysoka
rychlost sbéru dat pro ziskani dostatecného poctu bodU pres pik [2, 3, 6,7].

HPLC Column

Facki W
‘achng Walira Ghrmamgram

Haoskoy = Ypliow e, Bgs

i =

Injecior
AulaSampler
Sample Mansdger

b

L

Computer Data Station

Solvent L& =
{Mobile Phase) Sarge
Resenalr
Pump Detactor
Sohvenl Manager

Solvent Delivery Syslem

Waste

Obrazek 1: Schématické znazornéni kapalinového chromatografu [8].

3.1.2. Stacionarni faze

Podle charakteru mobilni a stacionarni faze rozliSujeme nékolik chromatografickych
modU. Nejcastéji pouzivana je separace na reverzni fazi (RPC). Mezi dal$i mody patfi
separace na normalni fazi (NPC), iontové vyménnd chromatografie (IEC), molekulova
vyluCovaci chromatografie (SEC), vicemodalni chromatografie (Mixed-mode
chromatography), iontové parova chromatografie, hydrofobni interakéni
chromatografie (HIC) a chirdIni chromatografie. Pouziti vétSiny z téchto separacnich
madu s vyjimkou RPC je znaéné komplikované aZz nevhodné ve spojeni s hmotnostni
detekci. Separace na normalni fazi je zaloZzena na vyuZiti polarni stacionarni faze a
nepoldrni mobilni fdze a je vyuZivana k separaci poldrnich analyti. Z ddvodu pouziti

nepolarnich rozpoustédel tato technika neni také vhodna pro spojeni s hmotnostni
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spektrometrii. V poslednich nékolika letech byla NPC nahrazena hydrofilni interakéni
chromatografii (HILIC). HILIC se vyuZiva k analyze poldrnich latek, které jsou rozdélovany
mezi polarni stacionarni fazi (napf. silikagel, silikagel s navdzanou polarni funkéni
skupinou) a mobilni fazi sloZzenou z vysokého podilu acetonitrilu a malého podilu vody

[3,4,6,9, 10].

z

Separace na reverzni fazi je typ usporadani kapalinové chromatografie, kdy mobilni faze
je poldrni, zatimco faze stacionarni ma charakter nepoldrni. Stacionarni faze nejcastéji
obsahuje dlouhy uhlikaty retézec (C18) navdzany na povrch nosi¢e. Mobilni faze je smés
vodné a poldrni organické slozky tvorené napfriklad acetonitrilem a methanolem.
Jednotlivé latky jsou eluovany na zdkladé jejich polarity od vysoce polarnich az po vysoce
nepolarni. Tento separaéni mod byva diky své univerzalnosti metodou prvni volby pfi

vyvoji a optimalizaci nové LC metody [3 - 6].

Stacionarni faze Ize také rozdélit na zakladé druhu ¢astic do dvou skupin na plné porézni
Castice a povrchové porézni ¢astice. Povrchové porézni ¢astice skladajici se z pevného
jadra a porézniho povrchu. Generuji nizsi zpétny tlak v porovnani s UHPLC ¢asticemi, a
tudiz mohou byt pouzity i v HPLC systému. Na druhou stranu separacni Ucinnost

povrchové poréznich ¢astic je srovnatelna s ¢asticemi <2 um [2, 11].

Ascentis Express Particle Totally Porous Particle

Obrazek 2: Porovnani povrchové porézni ¢astice (2,7 um, Ascentis Express F5) a plné

porézni ¢astice (1,5 um) [12].
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UHPLC stacionarni faze lze rozdélit podle druhu nosi¢e na silikagelové a hybridni.
Silikagelové stacionarni faze poskytuji nizkou chemickou stabilitu zejména s ohledem na
pH mobilni faze, ale vysokou mechanickou stabilitu. Naopak hybridni sorbenty poskytuji
vysokou mechanickou i chemickou stabilitu (Siroké rozmezi pracovniho pH). Jednim
z prikladd hybridni stacionarni faze je BEH (Bridged Ethylene Hybride) technologie od
spolecnosti Waters, Obrazek 3. Jedna se o silikagel zesitovany pomoci ethylenovych
mustk(l, coZ vyrazné zvysSuje chemickou stabilitu (pH 1 - 12) a zaroven i mechanickou

odolnost (az 18000 PSI) [2, 3, 13].

Eto CHz-Cl‘\lz QOEt OEt
i

e pr g,
Sl\ Is|r~‘ S{»O Et Et? Et? o fOEt
o} ] o] . Eto“‘Si--. AP L ot
/ L / <3 |deo-Som  + R PR
siu_ﬁo,,a?lmo FSJHO Et Et0 EtO DEt
OEt
EtD OEt n
Polyethoxysilane (BPEOS) Tetraethoxysilane Bis{triethoxysilyljethane
(TEQS) {BTEE)

Obrazek 3: Struktura BEH ¢astic. Zakrouzkované jsou ethylenové mistky vloZzené mezi

silanové skupiny. Upraveno dle [13].

Dalsim typem hybridnich ¢astic je CSH (Charged Surface Hybrid) technologie, ktera je
zaloZena na technologii BEH. Povrch ¢astic je upraven dalsi funkéni skupinou s nabojem.
Tato technologie se vyznacuje dobrou reprodukovatelnosti mezi jednotlivymi Sarzemi
kolon, stabilitou v Sirokém rozsahu pH a velmi rychlou ekvilibraci pfi zménach pH
mobilnich fazi. CSH kolony poskytuji také symetrické a uzké piky, a to i pro bazické

slouceniny [8, 14].

16



Unbonded BEH Particle Apply Controlled Surface Charge Bond and End Cap

Start with the rugged, ultra-efficient, Add reproducible low-level Functionalize with appropriate
ethylene bridged hybrid (BEH) particle charge to particle surface bonded phase chemistry

Obrazek 4: CSH technologie - ¢astice BEH, jejiz povrch je upraven funkéni skupinou s

nabojem [15].

3.1.3. Kolony pouZité v této praci

V této praci byly vyuzity kolony s plné poréznimi i povrchové poréznimi casticemi.
Testované kolony s plné poréznimi casticemi vyuzivaji hybridni stacionarni fazi
zalozenou na technologii BEH ¢i CSH. VSechny testované kolony s plné poréznimi
¢asticemi jsou od firmy Waters, na druhou stranu kolony s povrchové poréznimi
casticemi jsou od rliznych vyrobcl. Zahrnuty byly kolony s navazanym C18 fetézcem,
bifenylovou, fenylovou, fenyl-hexylovou, fluoro a fluoro-fenylovou skupinou. Souhrn
testovanych kolon spolecné s jejich vlastnostmi je zobrazen v Tabulce 2 a prehled

stacionarnich fazi je zobrazen na Obrazku 5 [8, 12, 14, 16 - 20].
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BEH C18 Ascentis Express F5 F

./\/\/\/\/\/\/\/\/\ @ F
BEH Fenyl Hexyl F: # :F
£

Kinetex Bifenyl

BEH Shield RP18
H
o Mmoo 0 Y )
QNT

CSH C18 Kinetex PFP

5

CSH Fenyl Hexyl

Cortecs C18

; | @/\/\/\/\/\/\/\/\/\

E

CSH Fluoro Fenyl

Obrazek 5: Pfehled testovanych staciondrnich fazi. PIné kolec¢ko odpovida staciondrnim
fazim s plné poréznimi ¢asticemi. Modra kolecka znaci BEH technologii, cervena CSH
technologii. Zelené kruhy znaéi stacionarni fazi s povrchové poréznimi ¢asticemi [8, 12,

14, 16 - 20].
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Tabulka 2: Prehled testovanych kolon a jejich vlastnosti. Data ziskdna z [8, 12, 14, 16 - 20].

BEH C18 BEH Fenyl-Hexyl BEH Shield RP18 BEH C18 CSH C18 CSH Fenyl-Hexyl
Znacka ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC
Pokryti uhlikem 18 % 15% 17 % 18 % 15% 14 %
Bonding technology N/A Fenyl-Hexyl Shield RP18 N/A N/A Fenyl-Hexyl
Ligand C18 Fenyl C18 C18 C18 Fenyl
Vnitini primér kolony 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm
Délka kolony 100 mm 100 mm 100 mm 150 mm 100 mm 100 mm
Velikost ¢astic 1,7 um 1,7 um 1,7 um 1,7 um 1,7 um 1,7 um
Substrat Hybridni Hybridni Hybridni Hybridni Hybridni Hybridni
Velikost pér 130 A 130 A 130 A 130 A 130 A 130 A
Plocha povrchu 185 m2/g 185 m2/g 185 m2/g 185 m2/g 185 m?/g 185 m?/g
Rozsah pH 1-12 1-12 2-11 1-12 1-11 1-11
Limitni teplota nizké/vysoké 80 °C/60 °C 50 °C/45 °C 80 °C/60 °C 80 °C/60 °C 80 °C/45 °C 80 °C/45 °C
pH
Maximalni tlak 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar)
Vyrobce Waters Waters Waters Waters Waters Waters
CSH Fluoro-Fenyl Ascentis Express F5 Kinetex Bifenyl Kinetex PFP Cortecs UPLC C18
Znacka ACQUITY UPLC Ascentis Kinetex Kinetex Cortecs
Pokryti uhlikem 10% 5,5% 11% 9% 6,6 %
Bonding technology Fluoro-Fenyl N/A N/A N/A N/A
Ligand PFP/Fluoro-Fenyl Pentafluorofenylpropyl Bifenyl PFP C18
Vniténi primér kolony 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm
Délka kolony 100 mm 100 mm 100 mm 100 mm 150 mm
Velikost ¢astic 1,7 um 2,7 um 1,7 um 1,7 um 1,6 um
Substrat Hybridni Povrchové porézni Povrchové porézni Povrchové porézni Povrchové porézni
Velikost péri 130 A 90 A 100 A 100 A 90 A
Plocha povrchu 185 m?/g 135 m?/g 200 m?/g 200 m?/g 100 m%/g
Rozsah pH 1-8 2-9 1,5-8,5 1,5-8,5 2-8
Limitni teplota nizké/vysoké 80 °C/45 °C 60 °C/40 °C N/A N/A 45 °C/45 °C
pH
Maximalni tlak 18000 psi (1240 bar) 9000 psi (600 bar) 1000 bar 1000 bar 18000 psi (1240 bar)
Vyrobce Waters Supelco Phenomedex Phenomedex Waters




3.2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je citliva a selektivni analyticka metoda, kterd slouzi k uréeni
molekulové hmotnosti a poskytuje strukturni informace o studované latce. Principem
této techniky je prevedeni molekul na ionty plynné fdze pomoci vhodné ionizacni
techniky. Nasledné jsou ionty na zakladé poméru molekulové hmotnosti a naboje (m/z)
separovany v analyzatoru za plisobeni magnetického a elektrického pole nebo jejich
kombinace. Na zavér jsou jednotlivé ionty v detektoru prevedeny na elektricky signal.
Kromé iontového zdroje, analyzatoru a detektoru obsahuje hmotnostni spektrometr
dal$i nezbytné soucdsti jako vakuovy systém a iontovou optiku. Velmi céasto se
hmotnostni spektrometrie vyuZivd ve spojeni se separacnimi technikami jako je
kapalinova chromatografie (LC) a plynovéd chromatografie (GC). Spojeni téchto technik
umoznuje kvalitativni a kvantitativni hodnoceni sloZitych smési, a to s vysokou citlivosti

a selektivitou [3, 21 - 24].

3.2.1. lonizacni techniky

loniza¢ni techniky délime na tzv. tvrdé a mékké podle mnozZstvi dodané vnitfni energie.
Tvrdé ionizacni techniky se vyznacuji rozsahlou fragmentaci jednotlivych latek.
Charakteristickym zastupcem je elektronova ionizace (El), kterd je vyuZivana ve spojeni
s GC. Mékké ionizacni techniky jsou k jednotlivym [atkdm mirnéjsi, tudiz neposkytuji tak
vyraznou fragmentaci a jsou tvoreny zejména protonované, deprotonované molekuly,

pfipadné adukty [3, 25].

Ve spojeni s LC se pouZivaji mékké ionizacni techniky pracujici za atmosférického tlaku
(API), nejcastéji ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Vybér ionizac¢ni techniky se
provadi na zdkladé charakteru sloucenin, molekulové hmotnosti, polarity, tepelné
stability a tékavosti, Obrdzek 6. Zatimco pro nizkomolekuldrni latky Ize vyuzit jak vSechny
vySe zminéné API techniky, pro analyzu vysokomolekularnich latek, tak jako proteint a
peptidl, se vyuzivd ESI nebo ionizace laserem za pritomnosti matrice (MALDI). Na
druhou stranu ESl ionizace neni vhodna technika pro analyzu nepolarnich latek na rozdil

od APCI a APPI. Pro latky s nizsi molekulovou hmotnosti jsou pouzitelné vSechny
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uvedené ionizacni techniky, nicméné s rostouci molekulovou hmotnostni se moznost
uziti jednotlivych technik zuzuje. Pro biomolekuly a syntetické polymerni latky mGZzeme

vyuzit jen 2 z téchto uvedenych technik, a to sice ESI a MALDI [3, 25].

velké biomolekuly, MALDI —
syntetické polymery /_/
ESI

" APCI

Molekulova hmotnost

malé organické a \
anorganické ionty
nepolarni polarita Velmi polarni

Obrazek 6: Vybér ioniza¢ni techniky na zakladé molekulové hmotnosti a polarity latky

[25].

lonizace elektrosprejem

ESI je nejcastéji uzivanou ionizacni technikou ve spojeni s LC. Kapalny vzorek je pfivadén
pomoci kovové kapilary, na kterou je vloZzeno napéti dosahujici hodnot az 5 kV. Na konec
kapilary je ptivadén zmlzujici plyn. Vlivem téchto dvou faktorl dochazi ke vzniku
nabitych kapic¢ek. Postupnym odparovanim rozpoustédla se kapicky zmensuji a dochazi
k zahuStovani povrchového naboje. Kdyz dosahne hustota naboje kritické hladiny
nazyvané Rayleighoviv limit, dojde k tzv. Coulombické explozi. Tedy k rozpadu jedné
kapicky na nékolik mensich kapicek. Zaroven dochazi k rozdéleni pdvodniho naboje mezi
vzniklé ionty. V pfipadé, Ze je tento proces opakovan, mlze dojit az ke vzniku
kvazimolekuldrnich iontl. Takto wvzniklé ionty jsou ndsledné usmérfiovany do

analyzatoru [25 - 27].
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Obrazek 7: Mechanismus ESI [27].

3.2.2. Hmotnostni analyzatory

Analyzatory jsou dalsi soucdsti hmotnostniho spektrometru, ve které probiha rozdéleni

iontll podle poméru m/z a nasleduje jejich urychleni do detektoru. Déleni probiha ve

vakuu na zakladé 5 fyzikalnich principa uvedenych v Tabulce 3 [3, 28, 29].

Tabulka 3: Rozdéleni analyzator( na zékladé fyzikalniho principu separace [3, 28, 29].

Fyzikalni princip separace iontt

Analyzator

Zaktiveni drahy letu iontl v magnetickém, popfipadé
elektrickém poli

0dlisna stabilita oscilaci iont( v kombinaci

stejnosmeérného a vysokofrekvencniho stfidavého napéti

Odlisna doba letu iontl
Odlisna frekvence harmonickych oscilaci

Odlisna absorpce energie pfri cykloidalnim pohybu iont(
v kombinovaném elektrickém a magnetickém poli

Magnetické a elektrostatické
analyzatory

Kvadrupdly, iontové pasti

Analyzatory doby letu
Orbitrap

lontova cyklotronova
rezonance
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Hmotnostni analyzatory jsou popisovany nékolika dllezitymi parametry. Mira
schopnosti analyzatoru rozlisit ionty s obdobnou m/z se nazyva rozliseni. S m/z se poji
dalsi parametr, a to chyba urceni (MA), ktera popisuje miru schopnosti urcit spravnou
hmotnost m/z. Hmotnostni rozsah urcuje, jaky rozsah hodnot m/z mzZe analyzator
zaznamenat. Linearni dynamicky rozsah popisuje, v jakém rozsahu hodnot koncentraci
je odezva linearni. DuleZitym parametrem je téZz skenovaci rychlost, jakou se
zaznamenavaji spektra. Je nutné podotknout, Ze s rostouci rozliSovaci schopnosti roste

téz cena [28, 29].

Tabulka 4: Parametry jednotlivych analyzator(. Pfevzato z [28,29].

, m/z rozsah RozlisSovaci MA Linearni dynamicky
analyzator P Rychlost
(horni limit) schopnost (ppm) rozsah
Q 2000 - 3000 3000 - 5000 Nizka Stredni 10°- 106
IT 4000 - 6000 4000 - (20000) Nizka Stredni 10%-10° (109)
TOF 10000 - 1000000 10000 - 100000 1-5 Vysoka 104-10°
(300000)
Q-TOF 10000 - 20000 20000 - 75000 1-5 Vysoka 104-10°
Orbitralni past 4000 - 6000 100000 - 1000000 <1 Nizka 104
FT-ICR 4000 - 10000 750000 -20000000 <1 Nizka 104

Podle rozliSeni délime analyzatory do dvou skupin na analyzatory s vysokym a nizkym
rozliSenim. Analyzatory s vysokym rozliSenim poskytuji informaci o presné hmoté,
sumarnim vzorci, popfipadé strukturni charakteristice. PouZivaji se zejména ke
kvalitativni analyze. Analyzatory s nizkou rozliSovaci schopnosti, kvadrupdl a iontova

past, jsou vyuzivany v analyze kvantitativni [30].
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Kvadrupdl

Kvadrupdl je jednim z nejpouzivanéjsi hmotnostnich analyzatord. Jeho zdkladem jsou
Ctyri kovové tyce, na které je vioZzeno kladné nebo zaporné stejnosmérné napéti tak, aby
na dvou protilehlych tycich bylo napéti shodné. Mimo to je na vSechny tyce pfivedeno
také vysokofrekvencni stfidavé napéti. Princip separace spociva v odlisné oscilaci iont(
s rdznou m/z pfi riznych hodnotach stejnosmérného a stfidavého napéti. Tak v urcity
okamzik, pfi dané hodnoté napéti, se pouze ionty o urcité jedné m/z pohybuji po stabilni
trajektorii a projdou ddle az k detektoru. Ostatni ionty poskytuji nestabilni oscilace a

vybiji se na jedné z ty¢i kvadrupdlu [31].

ions with unstable trajectory
Q s |
['ﬁ! = . —~ - g ) - ions with stable trajectory

from i“c.m ﬁource _'(‘) - — — -~
Q —

ions %
i to detector

Obrazek 8: Schéma kvadrupdlu [31].

Trojity kvadrupdl je jednim z nejcastéji pouZivanych tandemovych hmotnostnich
analyzator(i z divodu vysoké citlivosti, selektivité a robustnosti. Vyuzivan je zejména ke
kvantitativni analyze. Sklada se ze tfi kvadrupdll spojenych za sebou. Prvni a tfeti maji
funkci hmotnostnich analyzator(. Prostfedni ma funkci kolizni cely. Je zde zaveden
kolizni plyn (dusik, argon). Pomoci tlaku kolizniho plynu v kombinaci s urychlenim iontt
elektrickych polem dochazi ke srazkdm kolizniho plynu s ionty z prvniho kvadrupdlu.
Zvyseni vnitini energie vede ke fragmentaci a vzniku produktovych iontld. Ty postupuiji

do tretiho kvadrupdlu k dalsi analyze [3, 28].
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3.2.3. MS zdznamy

Pomoci hmotnostnich analyzator(i mizeme ziskat nékolik typU zdznam. V pfipadé, ze
je méreno v celém rozsahu hodnot m/z po celou dobu analyzy, nazyvame tento zdznam
celkovym iontovym proudem. Chceme-li ziskat vysledky pouze pro jednu hodnotu m/z,
mlzZeme z predeslého zdznamu chromatogram vygenerovat. Tento zaznam je pak

nazyvan jako rekonstruovany iontovy proud [3, 10].

MuUzZeme ziskat 6 typl zaznamu. Zakladnim skenem je MS sken. Pfi MS skenu je mérena
m/z vcelém rozsahu, ktery chceme studovat. Ziskdame, tak zakladni kvalitativni
informace o daném analytu. Selektivnim zaznamem iontl (SIM) se vyuZiva ke
kvantitativné analyze. V prvnim kvadrupélu dochazi k vybéru zadané m/z a tyto ionty
dale projdou do detektoru. Nedochazi k fragmentaci iont(. Dalsi ¢tyti zaznamy jsou jiz v
MS/MS mddu. Skenem produktovych iontl ziskdme kvalitativni informace o
produktovych iontech vzniklych fragmentaci vybraného méreného prekurzoru.
Obdobné u skenu prekurzorovych iontt ziskavame informaci o prekurzorovych iontech,
které poskytuji vybrany produkt. Kvalitativni, popfipadé i kvantitativni informace o vSech
prekurzorech, které vykazuji urcitou neutrdlni ztratu (urcitd hodnota v Da) ziskdme
pomoci skenu neutralnich ztrat. Pomoci tohoto skenu je taktéZz mozna identifikace latek
s podobnou strukturou. Selektivni zaznam reakce (SRM) umoziiuje sledovat zadanou

preménu prekurzoru na produktovy iont za optimalni kolizni energie [3, 32].

Tabulka 5: Typy skenll v hmotnostni spektrometrii [3].

'%L%‘J’Y —| Q; |1 Q; | Qg |—>|DETECTOR
MS 1 CID MS 2

MS sken skenuje - - kvalitativni analyza

SIM fixni m/z - - kvantitativni analyza

Sken produktovych iontd fixni m/z + skenuje kvalitativni analyza

Sken prekurzorovych iontd skenuje + fixni m/z kvalitativni analyza

Sken neutrélnich ztrat skenuje + skenuje kvalitativni, kvantitativni analyza
SRM fixni m/z + fixni m/z kvantitativni analyza
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3.3. Teorie k analytlm

3.3.1. Steroidni hormony

Pti vysloveni slova ,steroid” se mnohym vybavi latky zneuzivané sportovci. Avsak tyto
télesnou vykonnost zvySujici substance tvofi pouze jednu z jejich kategorii tzv.
anabolické steroidy. V lidském téle se vyskytuje celd fada latek se steroidni strukturou,
jednd se zejména o tzv. chemické posly, zvané téZ hormony. Spektrum jejich
biologického ucinku je Siroké. Jedna se hlavné o latky typu pohlavnich hormon(
(androgeny, estrogeny, gestageny) a hormonuU nadledvin (mineralokortikoidy a
glukokortikoidy). Steroidni hormony jsou syntetizovadny Zlazami a poté jsou pomoci

krevniho recisté roznaseny do mista jejich ucinku [33, 34].

3.3.2. Struktura steroid(

Vsechny steroidni latky obsahuji vrizné mife obménénou strukturu
cyklopentanofenanthrenu, téz oznacovaného jako gonan (C17). Struktura gonanu se
sklada ze ¢tyt uhlovodikovych kruh(, oznacovanych pismeny A - D, Obrazek 9. Dvojice
kruhG B-Ca C-D je vidy v usporadani trans, nicméné kruhy A — B mohou byt vzajemné

v usporadani trans i cis. U pfirodnich steroid(i prevlada trans usporadani [33, 34].

12

13 17

Obrazek 9: Zakladni steroidni struktura, gonan [33].
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Postupnym rozvétvovanim struktury gonanu ziskavdme slozitéjsi struktury, které slouzi
jako zaklad pro dalsi steroidy. Prodlouzenim zdakladni struktury gonanu o jednu
methylovou skupinu v poloze 13 vznikne estran (C18). Estran predstavuje zaklad pro
zenské pohlavni hormony, estrogeny. Pokud je na estran navdzdna dalSi methylova
skupina v poloze 10 ziskame androstan (C19), zaklad pro muzské pohlavni hormony,

androgeny. DalSim navazanim ethylu na androstan do polohy 17 ziskdme pregnan (C21),

zaklad pro gestageny a glukokortikoidy [35]

Gonan Estran

CH;

Androstan Pregnan

Obrazek 10: Struktura gonanu, estranu, androstanu a pregnanu.

3.3.3. Steroidogeneze

Proces pfremény cholesterolu (C27) v dalsi steroidni Iatky se nazyva steroidogeneze.
Cholesterol mlzZe byt ziskavan jak exogenné potravou, tak je vytvaren endogenné
v lidském téle, pomoci biosyntetické cesty zacetyl-koenzymu A, pfes mevalonat,

zacykleni triterpenu skvalenu a lanostrol [33, 35, 36].
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Cholesterol

Obrazek 11: Struktura cholesterolu - prekurzoru steroid(.

Steroidogeneze probihd v rlznych typech tkdni. Proces probihajici v jednotlivych
vrstvach kary nadledvin je zobrazen na Obrazku 12, zatimco v pohlavnich Zlazach na
Obrazku 13. Mineralokortikoidy vznikaji ve vnéjsi vrstvé klry nadledvin zvané zona
glomerulosa. V navazujici vrstvé klry nadledvin, zoné fasciculata, jsou syntetizovany
latky ze skupiny glukokortikoid(i. Ve vnitfni vrstvé klry nadledvin, zéné reticularis,
sousedici s jeji drfeni jsou syntetizovany androgeny. Syntéza v pohlavnich zZlazach je

obdobnd. OdliSnosti je hlavné riznd mira premén [36].

Cholesterol

l 1 2 24 29 22
—— | 170H-Preg | —»  DHEA | —— | Androstendion I—* I Testosteron

)

DHEAS @ 25

ZONA RETICULARIS

3 13 14
Progesteron | ——» | 11-Deoxykortikosteron I — |Kortikosteron —» 18-Hydroxykortikosteron

|

Aldosteron

ZONA GLOMERULOSA 21

13 14
| 11-Deoxykortikosteron I — | Kortikosteron |

ZONA FASCICULATA

vo2 4 19 18
170H-Preg | —* I 17-OHP I — | 11-Deoxykortizol | — | Kortizol |

Obrazek 12: Proces steroidogeneze probihajici v nadledvinach. Upraveno dle [36].
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Cholesterol

H’ 1 2 24 29
Pregnenolon ,' 170H-Preg ,' DHEA .' Androstendion | ">  Estron
3 ,l +l 22 & l
Progesteron Androstendiol ..., | Testosteron --->  Estradiol
Corpus Luteum

Obrazek 13: Proces steroidogeneze probihajici v pohlavnich 7lazach. Cerné Sipky jsou
pouzity pro steroidogenezi v théca a granuldznich burikdch a modré pro steroidogenezi

v Leydigovych burkach. Upraveno dle [36].

3.3.4. Jednotlivé skupiny steroidd
3.3.4.1. Androgeny

Androgeny jsou muiské pohlavni hormony, mezi které patfi testosteron a
dihydrotestosteron. Nelze také opomenout dehydroepiandrosteron (DHEA) a
androsten-4-dione, které plini roli meziproduktl syntézy testosteronu, jejichz aktivita

jakoZto androgenu je témér nulova [37, 38].

Testosteron, hlavni androgen, je v lidském téle syntetizovan prevainé Leydigovymi
burikami, nicméné za zminku stoji i syntéza v ovariich Zen, Obrazek 13. DalSim mistem
syntézy tohoto hormonu je zona reticularis klry nadledvin, jak miazieme vidét na
Obrazku 12. Testosteron se podili na vyvoji druhotnych pohlavnich muzskych znakd,
tedy rhstu sval(, kosti a vzniku typického ochlupeni. Testosteron je téZ hormonem se
znacnou anabolickou aktivitou, podili se vyznamné na procesu spermatogeneze a téz na
regulaci osy hypotalamus-hypofyza-varle. Androgen svyraznéjSim androgennim
ucinkem je dihydrotestosteron. Vznikd z testosteronu prevaziné v perifernich tkanich

pomoci enzymu 5a-reduktazy [36, 37, 39].

Uprava ve struktufe androgent vedla k zesileni anabolického G&inku a vzniku tzv.
anabolickych steroid(. Zastupcem této skupiny je nandrolon. Tato léciva podporuji
syntézu proteinud. V soucasné dobé jsou vyuzivany v terapii aplastické anémie, jelikoz
podporuji erytropoézu. DlleZité je také zminit, Ze praveé tato skupina latek je zneuzZivana

sportovci ke zvysSeni vykonnosti [38, 40].
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3.3.4.2. Estrogeny

Estrogeny jsou Zenské pohlavni hormony. Hlavnimi zdstupci jsou pfirodni estradiol a
jeho metabolity estron a estriol. Syntetickymi ¢leny této skupiny jsou ethinylestradiol,
mestranol a stilbestrol. Pfirodni estrogeny jsou latky vznikajici prevainé v ovariich
pomoci enzymatické premény androgent androstendionu a testosteronu, Obrazek 13.

Estrogeny dale vznikaji v placenté, tukovych burikach a kire nadledvin [36, 38, 40, 41].

Estrogeny jsou dUlezité pro vyvoj sekundarnich pohlavnich znaku a rdst. Dale se podili
na menstruacnim a ovaridlnim cyklu Zen. V postmenopauzdinim obdobi Zen se
estrogeny uZzivaji pro mirnéni menopauzalnich symptomu a zdroven mirni Ubytek kostni
hmoty. Plisobi také tlumivé na syntézu gonadotropinu, ¢ehoZ se u muz(i vyuziva pri lécbé
rakoviny prostaty. U Zen jsou estrogeny uzivany v oblasti hormonalni kontracepce
spolecné s gestageny. Soucasti kombinovanych hormonalnich ptipravk( jsou syntetické

estrogeny (ethinylestradiol) [38 - 40, 42].

3.3.4.3. Gestageny (progestiny)

Zakladnim pfirodnim zastupcem je progesteron, nicméné byla vyvinuta také celd rada
jeho derivatu. Syntetickymi progestiny jsou odvozeny od 17-hydroxyprogesteronacetatu

a 19-nortestosteronu [39, 40].

Progesteron je syntetizovan Zlutym téliskem, v téhotenstvi pak placentou, avsak
v malém mnoiZstvi vznikd i vkdre nadledvin a varlatech. Progesteron pusobi na
endometrium, které prevadi do sekreéni faze zfaze proliferaéni, ¢imZz umoziuje
zahnizdéni oplodnéného vajicka. Tyto procesy probihaji v Uzké soucinnosti s estrogeny,
které ovliviiuji miru expozice progesteronovych receptort. Hlavni indikace téchto latek

je v oblasti hormonalni antikoncepce [38 - 40, 42].
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3.3.4.4. Glukokortikoidy

Zakladnim zastupcem této skupiny je hydrokortizon, zvany téz kortizol. Kromé jeho
glukokortikoidniho uc¢inku ma téz slaby mineralokortikoidni. Tato skupina hormonu je
syntetizovana v k(e nadledvin, specidlné v zona fasciculata, Obrazek 12. Spektrum
ucinku glukokortikoidl je Siroké. Maji vliv na metabolismus glukdzy, tukd a bilkovin.
Zvysuji lipolyzu a degradaci svaloviny ve prospéch syntézy glukdzy a jejiho nasledného
ucink( je uzivano zejména pfi lécbé autoimunitnich onemocnéni. Potlacuji nejen hladiny
medidtor( zanétu (prostaglandiny, cytokiny, atd.), ale také snizuji tvorbu protilatek.

Glukokortikoidy maji téz vliv na vstifebavani a vylu¢ovani iontl [36, 38 - 40].

Uzivani kortikoidd zplUsobuje také celou ftadu nezddoucich ucinkd. Vlivem
imunosupresivnich Ucinkll maze dochdzet k rozvoji infekci, zasahem do metabolismu

k rozvoji hyperglykémie a vlivem antianabolickych Gcink( k rozvoji myopatie [38, 40].

Ve formé inhalacnich pfipravk(i jsou pouzivané ktlumeni astmatu a chronické
obstrukéni choroby. Glukokortikoidy jsou dale uZivany k systémové [é€bé, ale i k lokalni
|écbé napfriklad ve formé masti. U lokalnich pfipravk( je vyuZivano zejména ucinkd

protizanétlivych, antiproliferativnich a protisvédivych [39].

3.3.4.5. Mineralokortikoidy

Mineralokortikoidy jsou hormony, které maji zasadni vliv na metabolismus iontG a vody.
ZpUsobuji zadrzovani sodiku a vody, naopak zvysuji vylu¢ovani draselnych a vodikovych
kationt(l. Jejich vyluCovani je fizeno renin-angiotensinovym systémem. Ptirodnim
mineralokortikoidem syntetizovanym klrou nadledvin je aldosteron. Jednim ze

syntetickych mineralokortikoid( je fludrokortizon [38 - 40].

3.3.5. FyzikdIné-chemické vlastnosti analytl

Steroidni latky jsou vétSinou bezbarvé, bile nebo nazloutlé krystalické pevné latky bez
zapachu. lJejich fyzikalné-chemické vlastnosti jako molekulova hmotnost, log P a pKa
zobrazuje Tabulka 6. Nazvoslovi jednotlivych testovanych steroidnich latek je zobrazeno
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v Pfiloze. Na zakladé rozdélovaciho koeficientu log P (koeficient systému oktanol/voda
vyjadrujici lipofilitu Iatky) Ize konstatovat, Ze se jedna o latky spiSe lipofilni, dobre
rozpustné v organickych rozpoustédlech jako acetonitril a methanol. Hodnoty log P se
pKa, tedy zdporny dekadicky logaritmus disociaéni konstanty, vyjadfuje silu kyselin.
Délime je na silné (pKa < 2), stfedné silné (pKa 2-4), slabé (pKa 5-9) a velmi slabé (pKa >
10). Z udaju uvedenych v Tabulce 6 mizeme tedy nase analyty zaradit do kategorie

velmi slabych kyselin, jelikoz jejich pKa se pohybuje v rozmezi 12-15 [43, 44].

Molekulovd hmotnost testovanych analytl se pohybuje v rozmezi 286 - 392. Jedna se
Casto o latky izobarické a stereoizomerni, jejichz molekulovd hmotnost je shodna.
Pfikladem mohou byt latky dexametazon a betametazon liSici se pouze polohou

metylové skupiny v poloze 16.

Na obrazcich 14-16 jsou zobrazeny struktury jednotlivych latek a jejich rozdéleni do
skupin (barevné oznaceni). Stejnou barvou jsou oznacéeny latky poskytujici prekurzorové

ionty se stejnou hodnotou m/z.
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Tabulka 6: Fyzikdlné chemické vlastnosti analyzovanych steroidd [45, 46].

-

CiSLOo  ZKRATKA m/z pKa LogP OHsk. Keto sk.
1 Preg 316,24 14,61 3,98 1 1
2 170-OH-Preg 332,24 14,61 12,80 2,56 2 1
3 P 314,22 n/a 3,78 0 2
4 17a -OH-P 330,22 12,80 2,36 1 2
5 170,20B-OH-P 332,24 14,11 17,99 2,70 2 1
6 5a -DHP 316,24 n/a 4,61 0 2
7 Epiallo-Preg 318,26 14,67 4,46 1 1
8 Allo-Preg 318,26 14,67 4,46 1 1
9 200-OH-P 316,24 14,69 3,62 1 1
10 11B-OH-P 330,22 14,26 2,62 1 2
11 THDOC 334,25 14,67 13,09 3,10 2 1
12 Allo-THDOC 334,25 14,67 13,09 3,10 2 1
13 11-DOC 330,22 13,09 2,42 1 2
14 CORT (B) 346,21 14,46 13,09 1,26 2 2
15 11-DHB 344,20 13,00 1,58 1 2
16 5a-DHB 348,23 14,56 13,09 2,09 2 2
17 5B8-DHB 348,23 14,56 13,09 2,09 2 2
18 F 362,41 15,27 12,56 1,88 3 2
19 21-dF (S) 346,21 12,63 14,71 1,66 2 2
20 E 360,19 12,28 14,62 1,48 2 3
21 ALDO 360,19 14,11 12,91 1,76 2 3
22 T 288,21 14,62 3,01 1 1
23 5a-DHT 290,22 14,65 3,85 1 1
24 DHEA 288,22 14,60 3,71 1 1
25 DHEA-S 390,15 n/a n/a 1 1
26 7a-OH-DHEA 304,20 15,05 14,10 2,69 2 1
27 7B-OH-DHEA 304,20 15,05 14,10 2,69 2 1
28 7-oxo-DHEA 302,19 14,29 2,51 1 2
29 A4 286,19 n/a 3,50 0 2
30 EpiAST 290,22 14,67 4,18 1 1
31 AST 290,22 14,67 4,18 1 1
32 5a-dion 288,21 n/a 4,34 0 2
33 5B-dion 288,21 n/a 4,34 0 2
34 3a-diol 292,24 14,67 14,65 3,69 2 0
35 3B-diol 292,24 14,67 14,65 3,69 2 0
36 DEXA 392,20 12,41 14,86 1,78 3 2
37 BETA 392,20 14,86 12,41 1,78 3 2
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4 é 3 HO\\\\‘..‘ T é 5
H H H
Exact Mass: 316,2402 Exact Mass: 316,2402 Exact Mass: 316,2402 Exact Mass: 3342508 Exact Mass: 334,2508
Pregnenolone Sa-dihydroprogesterone 4-pregnen-20a-ol-3-one Sf-pregnan-3a.21.-diol-20-one Sa-pregnan-3a.21-diol-20-one
34
2
HO‘\““' . é <
H
Exact Mass: 318,2559 Exact Mass: 318,2559 Exact Mass: 302,1882 Exact Mass: 292,2402 Exact Mass: 292,2402
So-pregnan-3f-ol-20-one Sa-pregnan-3a-ol-20-one S-androsten-3p-ol-7.17-dione Se-androstan-3a,17p-diol Sa-androstan-3p.17p-diel
OH 36 0 37 o

21

0
4 L]

Exact Mass: 360,1937 Exact Mass: 360,1937 Exact Mass: 392,1999 Exact Mass: 392,1999
Cortisone Aldosterone Dexamethasone Betamethasone

Obrazek 14: Struktury analyzovanych steroidd I.
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Exact Mass: 288,2089

Su-androstanedione

Exact Mass: 390,1477

S-androsten-3f-ol-17-one sulphate. sodium salt
23

Exact Mass: 288,2089

S-androsten-3p-ol-17-one

Exact Mass: 288,2089

Testosterone

-]

o,
I
il

Exact Mass: 332,2351 Exact Mass: 290,2246
4-pregnen-17,20p-diol-3-0ne Sa-dihydrotestosterone

Exact Mass: 314,2246

Progesterone

Exact Mass: 288,2089 Exact Mass: 332,2351
5B-androstanedione 17-hydroxypregnenolone
31
2
HO\\\\“"I =
Exact Mass: 290,2246 Exact Mass: 344,1988 Exact Mass: 362,2093
11-dehydrocorticosterone Cortisol

Androsterone

Exact Mass: 290,2246

Epiandrosterone

Obrazek 15: Struktury analyzovanych steroidd Il.
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4 L
Exact Mass: 346,2144
Corticosterone

Exact Mass: 346,2144

11-desoxycortisol

26

HO

“om
Exact Mass: 304,2038

S-androsten-3f, 7u-diol-17-one

Exact Mass: 304,2038
S-androsten-3f,7p-diol-17-one

e

Exact Mass: 286,1933

Androstenedione

Exact Mass: 330,2195
17u-hydroxyprogesterone

Exact Mass: 330,2195

11B-hydroxyprogesterone

Exact Mass: 330,2195

Desoxycorticosterone

Exact Mass: 348,2301

Sa-dihydrocorticosterone

Exact Mass: 348,2301
5p-dihydrocorticosterone

Obrazek 16: Struktury analyzovanych steroidd lIl.
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3.4. Publikované metody analyzy steroidd

V soucasné dobé je dostupna celd fada LC-MS metod zabyvajici se analyzou steroidu.
Nicméné vétsinou se jednd o analyzu urcité skupiny steroid(, nikoli o jednu komplexni
metodu pro analyzu nékolika steroidnich skupin. V Tabulce 7 je znazornéno deset
publikovanych metod zabyvajicich se analyzou nami testovanych sloucenin. Pouze dvé

z téchto metod analyzuji vice jak deset s nasi praci shodnych sloucenin.

Steroidy jsou nejc¢astéji stanovovany v plazmé, séru nebo moci, kdy jako Uprava vzorku
se pouZiva zejména SPE a LLE. Separace steroidnich sloucenin se nejcastéji provadi na
C18 stacionarni fazi s vyuzitim mobilni faze 0,1 % FA/ ACN. Na zakladé téchto informaci

byla také zvolena mobilni faze v praktické ¢asti diplomové prace [47 - 56].
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Tabulka 7: Pfehled metod analyzy steroidnich latek [47 - 56].

Celkovy

Uprava

Cas

. Shodné analyty  Material . Kolona Mobilni faze . Technika Ref.
pocet anal. vzorkl [min]
12 1,3,6,7,8,9 Kravi plasma SPE Acquity UPLC HSS T3 (1,8 um, A: 0.1% FA ve vodé 15 UHPLC-HRMS [47]
2,1 x100 mm) B: 0.1% FA v ACN
28 1,2,3,4,6,8, Lidsky plazmid LLE Phenomenex UPLC Kinetex PFP (2,6 A: 1% FA ve vodé n/a UHPLC-MS/MS [48]
10, 13, 22, 23, pum, 2,1 x 100 mm) B: MeOH: ACN: isopropanol
24,29, 32 (49%: 49%: 2%)
16 1,2,3,4,13,14, Lidské sérum SPE Phenomenex Kinetex XB-C18 a A:0,1% FA ve vodé 5,5 2D-UHPLC-MS/MS [49]
18, 19, 20, 21, Kinetex Biphenyl (1,7 um, B: 0,1% FA v MeOH
22,23, 24, 25, 50 x 2.1 mm)
29
5 4,13,18, 19 Dried blood spot LLE Acquity BEH C18 A: 0.1% FA ve vodé 1,25 UHPLC-MS/MS [50]
(1,7 um, 2,1 x 50 mm) B: 0.1% FA v ACN
11 25 Moc SPE Acquity BEH C18 A: 0.1% FA ve vodé 36 UHPLC-HRMS [51]
(1,7 um, 2,1 x 150 mm B:0.1% FA v ACN
26 36, 37 Mo¢ LLE Zorbax C18 (1,8 um, 2,1 x 50 mm) A: 0.1% kyselina octovd ve vodé 14 UHPLC-MS/MS [52]
B: 0.1% kyselina octova v ACN
7 1,2,3,4,24,29  Savci bunky LLE Acquity BEH C18 A: 0.1% FA ve vodé 11 UHPLC-MS/MS [53]
(1,7 um, 2,1 x 100 mm) B: 1% isopropanol v
ACN/MeOH (3:1)
22 18, 20, 36, 37 Mo¢ LLE Acquity BEH C18 A: 2 mmol/L octan amonny a 7,5 UHPLC-HRMS [54]
(1,7 um, 2,1 x 50 mm) 0.1% FA ve vodé
B: 2 mmol/L octan amonny a
0.1% FA v MeOH
5 18, 19, 20, 36 Plasma, sliny, mo¢  SPE Acquity BEH C18 A: 2 mmol/L octan amonny a 3 UHPLC-MS/MS [55]
(1,7 um, 2,1 x 50 mm) 0.1% FA ve vodé
B: 2 mmol/L octan amonny a
0.1% FA v MeOH
4 18, 20, 24, 25 Nehet SPE Acquity BEH C18 A: 0.1% FA ve vodé 9,5 UHPLC-MS/MS [56]

(1,7 um, 2,1 x 100 mm)

B: ACN
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4. Experimentalni cast

4.1. PouZité pristroje a pomucky

e UHPLC systém Acquity UPLC — bindrni ¢erpadlo, automaticky davkovac, kolonovy
termostat, Waters, Milford, MA

e Xevo TQ-XS Triple Quadrupole Mass Spectrometry, Waters, Milford, MA, USA

e Automatické mikropipety, Eppendorf, Hamburk, Némecko

e Analytické vahy, Santorius, Goettingen, Némecko

e Ultrazvukova vodni lazen Sonorex Digitec, Bandelin electronic, Berlin, Némecko

e Trepacka IKA Vortex Genius 3, IKA, Némecko

e Trepacka IKA MS 3 basic, IKA, Némecko

e Centrifuga Hettich MIKRO 220R, Hettich, Némecko

e Vakuova odparka Concentrator plus, Eppendorf, Némecko

e Software MassLynx, v4.1, Waters, Milford, MA, USA

e Software TargetLynx, Waters, Milford, MA, USA

4.7. Stacionarni faze

Analytické kolony firmy Waters, Milford, MA, USA

e ACQUITY UPLC BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm)

e ACQUITY UPLC BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 150 mm)

e ACQUITY UPLCCSH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm)

e CORTECS UPLCC18 (1,6 um, 2,1 x 150 mm)

e ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm)

e ACQUITY UPLC BEH Phenyl (1,7 pm, 2,1 x 100 mm)

e ACQUITY UPLC CSH Phenyl-Hexyl (1,7 um, 2,1 x 100 mm)
e ACQUITY UPLC CSH Fluoro-Phenyl (1,7 um, 2,1 x 100 mm)
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Analytické kolony jinych vyrobct

Kinetex Biphenyl (1,7 um, 2,1 x 100 mm), Phenomedex, Torrance, CA, USA
Kinetex PFP (1,7 um, 2,1 x 100 mm), Phenomedex, Torrance, CA, USA

Ascentis Express F5 (2,7 um, 2,1 x 100 mm), Supelco, Bellefonte, PA, USA

4.3. PouZitad rozpoustédla

Ultracista voda, Millipore, destilace v pfistroji MILLI Q RG, Burlington, VT, USA
Acetonitril, LC MS grade, VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Francie
Methanol LC-MS grade, Avantor Performance Materials, Nizozemsko

Kyselina mravendi 98 % - 100 % LC-MS grade, Merck, Praha, Ceskd republika

4.4, Standartni latky

Pregnenolon (1), 17-hydroxypregnenolon (2), progesteron (3), 17a-
hydroxyprogesteron (4), 17a,20B-dihydroxyprogesteron (5), 5a-dihydroprogesteron
(6), epiallopregnanolon (7), allopregnanolon (8), 20a-hydroxyprogesteron (9), 11B-
hydroxyprogesteron (10), tetrahydrodeoxykortikosteron (112),
allotetrahydrodeoxykortikosteron (12), deoxykortikosteron (13), 11-
dehydrokortikosteron (15), 5a-dihydrokortikosteron (16), 5B-dihydrokortikosteron
(17), kortizol (18), 11-deoxykortizol (19), kortizon (20), 5a-dihydrotestosteron (23),
dehydroepiandrosteron (24), dehydroepiandrosteron sulfat (25), 7a-hydroxyDHEA
(26), 7B-hydroxyDHEA (27), 7-oxoDHEA (28), epiandrosteron (30), androsteron (31),
S5a-androstandion (32), 5B-androstandion (33) (Steraloids, Newport, RI, USA)
Kortikosteron (14), aldosteron (21), androstendion (29), 3a-dihydroandrosteron
(34), 3B-dihydroandrosterone (35) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko)
Testosteron (22), dexametazon (36) a betametazon (37) (Serva Electrophoresis

GmbH, Heidelberg, Némecko)
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4.5. Vnitfni standartni latky

e Pregnenolon-d4 (IS1), progesteron-d9 (IS3), kortikosteron-d4 (1S14), kortizon-d8
(1S20), aldosteron-d8 (1S21), testosteron-d3 (IS22), 5a-dihydrotestosteron-d3 (1S23),
androsteron-d4 (IS31) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Némecko)

e 17a-hydroxyprogesteron-d8 (1S4), isopregnanolon-d5 (IS7), 3a-allopregnanolon-d5
(1S8), 4-pregnen-20a-ol-3-on-d4 (IS9), 11-deoxykortikosteron-d8 (1S13), kortizol-d4
(1518), dexametazon-d5 (1S36) (TRC, Winnipeg, Kanada)

e Dehydroepiandrosteron-d2 (1S24) (Steraloids, Newport, RI, USA)

4.6. Ptiprava roztokd

4.6.1. Zasobni roztoky standardd a vnitfnich standardd

Zasobni roztoky byly pfipraveny v koncentraci 1 mg/ml. Pro pfipravu téchto roztokd bylo
navazeno 0,1 — 0,3 mg krystalické Iatky, kterd byla rozpusténa v odpovidajicim mnozstvi
acetonitrilu. Rozpusténi krystalickych latek bylo podporeno ultrazvukem. Vyjimkou byly
latky 25 (DHEA-S, m/z 390) a 2 (17a-OH-Preg, m/z 332). Latka 25 (DHEA-S, m/z 390) byla
pripravena v koncentraci 0,5 mg/ml za pouZiti 50 % acetonitrilu. Latka 2 (17a-OH-Preg,
m/z 332) byla ptipravena v koncentraci 0,1 mg/ml za pouZiti 80 % acetonitrilu. Jednotlivé
zasobni roztoky byly déle redény acetonitrilem na koncentraci 0,1 mg/ml a 10 pg/ml.
Zasobni roztoky vnitinich standard( byly pfipraveny stejnym zpldsobem jako zasobni

roztoky standardnich latek.

4.6.2. Pracovni roztoky standartnich latek

Pracovni roztoky byly ptipraveny ze zdsobnich roztokli postupnym rtedénim

acetonitrilem. Nejcastéji bylo pouzito redéni desitkovou rfadou.

Optimalizace MS metody a UHPLC metody byla provedena za pouziti 3 smésnych
roztokd. Zastoupeni jednotlivych latek ve smésich bylo stanoveno tak, aby v jednom
smésném roztoku nebyly obsaZzeny latky poskytujici prekurzorové ionty se stejnou
hodnotou m/z. Latka 25 (DHEA-S, m/z 390) byla analyzovéna v samostatném pracovnim

roztoku. Prehled latek v jednotlivych smésich je uveden v Tabulce 8. Optimalizace
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metody byla provedena pomoci smésnych roztok(l o koncentraci 1 pg/ml nebo 0,1

ug/mi.

Tabulka 8: Rozdéleni sloucenin do jednotlivych smési.

Nazev Cisla slou¢enin

Smés 1 1, 8,11, 13, 16, 21, 25, 26, 30, 32, 35, 37
Smeés 2 3,5,10, 12,14, 15,17, 20, 27, 29, 31, 34
Smés 3 2,4,6,7,9,18, 19, 22, 23, 24, 28, 33, 36

Pracovni roztoky smési o koncentraci 1 pg/ml, byly pfipraveny ze zasobnich roztokl o
koncentraci 100 pg/ml a to tak, Ze bylo vzato 10 pl od kazdé latky z dané smési a smés
byla doplnéna do 1000 pl acetonitrilem. Obdobnym zplsobem byly pfipraveny i smési o

koncentraci 0,1 pug/ml. Pro jejich pfipravu byly pouzity zasobni roztoky o koncentraci 10

ug/ml.

Validace metody byla provedena pomoci smésného roztoku o koncentraci 1 ug/ml
obsahujiciho vSechny analyty. Smésny roztok byl fedén pomoci 50 % acetonitrilu v
rozsahu koncentraci 0,5 ng/ml - 100 ng/ml. Pro validaci metody byly pouZity také vnitini

standardy, jejichZ koncentrace byla stejna na viech validac¢nich hladinach a to 50 ng/ml.

4.7.Vyvoj UHPLC-MS/MS metody
4.7.1. Vychozi nastaveni UHPLC metody

Analytickd kolona:  ACQUITY UPLC BEH C18 (1,7 um; 2,1 x 100 mm)

Mobilni faze: 0,1% FA (A) a ACN (B), gradientova eluce

Pratok mobilni faze: 0,5 ml/min

Nasttikovany objem: 5,0 ul

Teplota na koloné: 40 °C Silnd oplachova tekutina:  ACN

Teplota v davkovaci vzorku: 8 °C Slaba oplachova tekutina: 20 % ACN
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Tabulka 9: Nastaveni gradientu mobilni faze

Krok Cas zmény (min) Pratok (ml/min) A [%] B [%] Krivka
1 Zacatek analyzy 0,50 95 5 6
2 5,0 0,50 2 98 6
3 5,1 0,50 95 5 6
4 7,0 0,50 95 5 6

4.7.2. Optimalizace MS metody

Vybér vhodnych prekurzorovych iontd pro kazdy analyt byl proveden na zakladé méreni
MS skenu, které bylo provedeno v ESI* a ESI". Byly pouZity roztoky jednotlivych latek o

koncentraci 1 pg/ml.

Optimalizace parametr(i iontového zdroje byla provedena méfenim smési 1, 2 a 3 o
koncentraci 1 pg/ml. Byly optimalizovany parametry napéti na kapilare (0,5 - 3,5 kV),
napéti na vstupnim kuzelu (5 - 90 V), pratok desolvaéniho plynu (600 - 1100 I/hod),
desolvacni teplota (400 — 600 °C), pratok plynu na vstupnim kuzelu (150 - 400 I/hod) a
tlak zamlzZujiciho plynu (3,0 - 7,0 Bar). Pro méreni byl pouZit selektivni zaznam iontu

(SIM).

Ze skenl produktovych iontl pfi kolizni energii 10, 20 a 30 eV byly identifikovany
produktové ionty jednotlivych sloucenin. Nasledné byla provedena optimalizace kolizni
energie v rozsahu 5 - 50 eV. Dva nejintenzivnéjsi prechody byly vybrany pro SRM. Byla

pouZita koncentrace 1 pg/ml.

4.7.3. Optimalizace UHPLC metody

V prvni fazi byl proveden screening celkem 7 chromatografickych kolon za pouZziti
generického gradientu, Tabulka 9. Testovany byly jak kolony s pIné poréznimi ¢asticemi,
tak povrchové poréznimi casticemi. VSechny chromatografické kolony obsahovaly
Castice mensi nez 2 um, kromé Ascentis Express F5. Na zakladé vysledkl byla provedena
optimalizace pritoku mobilni faze a gradientového profilu. Optimalizace byla provedena

na smésnych roztocich 1, 2 a 3 o koncentraci 0,1 ug/ml.
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4.8. Optimalizace postupu pfipravy vzorkd

Proteinova precipitace s naslednym odpafenim a rekonstituci vzorku byla zvolena jako
vhodna technika Upravy vzorku. Optimalizace postupu se sklddala z nékolika krok:
testovani slozeni rekonstitu¢niho (cinidla, teplotniho programu pro odpareni,

precipitacniho ¢inidla, jeho objemu a optimalizace ¢asu precipitace a centrifugace.

4.8.1. Vybér vhodného rekonstituéniho média

Na zdkladé rozpustnosti jednotlivych analytl a sloZzeni mobilni faze byla vybrana smés
acetonitril/voda jako vhodné rozpoustédlo. Testovany byly rizné koncentraéni poméry:

30, 40, 50, 60, 70 a 80 % ACN.

Smésné roztoky vsech analytd o koncentraci 0,1 ug/ml byly pfipraveny za pouZziti
rozpoustédel 30, 40, 50, 60, 70 a 80 % ACN. 100 ul kazdého z roztoku bylo odpareno
v samostatné vialce pfi 30 °C po dobu 60 minut. VSechny experimenty byly provedeny
v duplikatu. Zbytek kazdého roztoku bez jakékoli Upravy byl zméfen a pouzit jako
referenéni méreni pro vypoclet vytéZnosti. Odparky byly rozpustény ve 100 ul
rozpoustédla o rizném sloZeni (30 — 80 % ACN) a roztoky zméreny. Vhodné cCinidlo bylo

zvoleno na zakladé nejvyssi vytéznosti vzhledem k referenénimu roztoku.

4.8.2. Vybér teplotniho programu pro odpareni

Byly testovany tfi teplotni programy dle moznosti vakuové odparky (30, 45 a 60 °C). Byl
pripraven roztok o koncentraci 0,1 pug/ml v 50 % ACN, ktery byl rozdélen do vialek po
100 ul. Roztoky byly vzdy ve tfech opakovanich odpareny pfi teplotach 30 °C, 45 °C
a 60 °C a nasledné rekonstituovany ve 100 ul 50 % ACN. VSechny roztoky byly zméreny
spoleéné se zbytkem roztoku, ktery neprosSel procesy odpafeni a rekonstituce
(referencni roztok). Vhodna teplota byla vybrana na zakladé vytéznosti vzhledem

k referenénimu roztoku.
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4.8.3. Optimalizace postupu proteinové precipitace

Testovany byly nasledujici parametry: druh precipitacniho ¢inidla (ACN, MeOH), objem
precipitacniho Cinidla (200 - 1000 ml), ¢as precipitace (5 - 30 minut) a ¢as centrifugace
(5 - 30 minut). Centrifugace byla provedena rychlosti 14 000 RPM pfi teploté 8 °C. PP
byla provedena se 100 pl vzorku a supernatant byl odparen pfi teploté 60 °C a odparek
rozpustén v 50 % ACN. Optimalizace postupu byla provedena pomoci programu MODDE,
ktery po zadani testovanych parametrd a jejich meznich hodnot navrhl model pro
optimalizaci. Zahrnoval celkem 25 experimentu s rliznymi podminkami PP (Tabulka 10).
Na zakladé vysledk(i program zhodnotil vliv jednotlivych parametrl a stanovil

nejvhodnéjsi postup PP.

Tabulka 10: Model vytvoreny programem MODDE pro optimalizaci PP.

Ozna&eni Pofadi Precipitaéni inidlo Cas [min]
experimentu analyzy Typ Objem [ml] Precipitace centrifugace
N1 3 MeOH 1000 5 5
N2 12 MeOH 200 30 5
N3 8 MeOH 1000 5 30
N4 9 MeOH 200 5 13
N5 15 MeOH 200 5 22
N6 5 MeOH 200 22 30
N7 6 MeOH 1000 30 13
N8 1 MeOH 1000 30 22
N9 7 MeOH 450 30 30
N10 2 MeOH 600 17,5 5
N11 25 ACN 200 5 5
N12 19 ACN 200 30 5
N13 17 ACN 1000 30 5
N14 16 ACN 200 5 30
N15 4 ACN 200 30 30
N16 24 ACN 1000 30 30
N17 13 ACN 1000 5 13
N18 20 ACN 1000 13 5
N19 23 ACN 1000 22 30
N20 22 ACN 750 5 30
N21 10 ACN 200 17,5 17,5
N22 18 ACN 600 30 17,5
N23 21 ACN 600 17,5 17,5
N24 14 ACN 600 17,5 17,5
N25 11 ACN 600 17,5 17,5
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4.9. Finalni PP-UHPLC-MS/MS metoda

4.9.1. UHPLC metoda

Analyticka kolona: Cortecs UPLC C18 (1,6 pum; 2,1 x 150 mm)

Mobilni faze: 0,1 % FA (A) a ACN (B), gradientova eluce

Pratok mobilni faze: 0,3 ml/min

Nastrikovany objem: 5,0 ul

Teplota na koloné: 40 °C Silna oplachova tekutina: ACN

Teplota v davkovaci vzorku: 8 °C Slabd oplachova tekutina: 20 % ACN

Tabulka 11: Findlni gradient mobilni faze

Krok Cas zmény (min) Prttok (ml/min) A [%] B [%]
1 Zacatek analyzy 0,30 95 5
2 0,5 0,30 95 5
3 1,0 0,30 65 35
4 4,0 0,30 65 35
5 15,0 0,30 55 45
6 16,0 0,30 40 60
7 17,0 0,30 5 95
8 18,0 0,30 5 95
9 18,1 0,30 95 5
10 20,0 0,30 95 5

4.9.2. MS metoda

lonizace: ESI*, pouze latka 25 ESI

Nastaveni iontového zdroje:
Napéti na kapilare: 1,5 kV/ 0,5 kV (ESI*/ ESI")
Napéti na vstupnim kuzelu: individudlIni (Tabulka 12)
Pratok desolvaéniho plynu: 1100 |/hod
Pratok plynu na vstupnim kuZelu: 200 I/hod
Desolvacni teplota: 500 °C
Tlak zamlZujiciho plynu: 5,0 Bar

Méreni bylo provedeno pomoci dvou SRM prechodl pro kazdou latku (Tabulka 12).
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Tabulka 12: Pfehled SRM prechodll a optimdlnich hodnot CV a CE. VSechny latky byly

méreny v pozitivnim maddu ionizace, pouze latka 25 (DHEA-S, m/z 390) v negativnim

maodu ionizace (ozna¢eno modre).

SRM pirechod 1

SRM piechod 2

SLOUC. te[min] ~ CV[V] Kvantifikacni CE1[ev] Kvalitativni CE2[ev]
1 16,7 30 281,08 > 171,17 25 281,08 > 211,02 20
2 8,4 25 297,09 > 159,08 20 297,09 > 279,08 15
3 16,8 15 315,14 > 109,08 25 315,14 > 122,89 25
4 9,7 15 331,16 > 109,01 25 331,16 > 313,10 15
5 7,9 15 333,13 > 271,09 15 333,13 > 201,16 20
6 17,9 20 317,18 > 281,22 15 317,18 > 299,15 10
7 17,4 15 300,97 > 283,09 15 300,97 > 189,00 20
8 17,8 20 283,11 > 189,11 20 283,11 > 159,01 20
9 13,0 15 317,18 > 109,01 30 317,18 > 281,07 15
10 8,6 15 331,16 > 313,02 15 331,16 > 294,94 15
11 11,7 30 316,92 > 299,15 10 316,92 > 281,07 15
12 12,3 25 317,05 > 299,04 10 317,05 > 281,07 15
13 8,2 15 331,23 > 96,92 20 331,23 > 108,93 25
14 4,5 20 347,04 > 329,00 15 347,04 > 311,07 15
15 4,0 15 345,01 > 300,95 20 345,01 > 146,91 25
16 6,3 20 349,08 > 313,05 15 349,08 > 159,01 25
17 6,6 20 349,08 > 312,91 15 349,08 > 295,06 15
18 3,1 15 363,06 > 120,98 25 363,06 > 326,85 15
19 4,8 15 347,04 > 109,01 25 347,04 > 311,15 15
20 3,2 15 361,02 > 163,07 25 361,02 > 267,06 20
21 2,7 15 343,04 > 325,03 15 361,09 > 343,02 15
22 7,4 15 289,09 > 109,09 25 289,09 > 122,98 25
23 11,2 15 291,12 > 255,15 15 291,12 > 159,16 20
24 9,1 20 270,90 > 253,12 15 270,90 > 197,06 20
25 5,1 40 367,00 > 96,81 30
26 3,1 25 269,07 > 251,09 15 269,07 > 211,10 15
27 2,9 15 269,07 > 211,17 15 269,07 > 251,09 10
28 3,5 10 285,08 > 132,96 20 302,94 > 284,97 15
29 9,1 15 287,18 > 109,09 20 287,18 > 97,01 20

30 10,5 20 273,20 > 255,22 10 273,20 > 147,07 20
31 14,1 25 273,20 > 255,15 10 273,20 > 147,07 20
32 13,5 20 271,10 > 161,04 15 289,02 > 271,20 10
33 14,2 20 271,10 > 147,07 20 271,10 > 253,12 15
34 10,8 25 257,18 > 161,19 15 257,18 > 147,00 20
35 7,8 15 256,99 > 161,11 15 256,99 > 147,00 20
36 4,0 25 393,05 > 372,98 10 393,05 > 354,92 10
37 3,9 25 393,05 > 354,99 10 393,05 > 279,10 15
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4.9.3. Proteinova precipitace

Pro Upravu vzorku bylo vyuZito proteinové precipitace acetonitrilem. Ke 100 pl plazmy
bylo pfidano 1000 ul acetonitrilu. Smés byla promichana a inkubovana po dobu 10
minut. Poté byla smés centrifugovana pfi 8 °C a 14000 RPM po dobu 5 minut. Odebrany
supernatant byl odparen ve vakuové odparce pfi teploté 60 °C do Uplného odpareni.

Nasledné byl vzorek rekonstituovan ve 100 ul 50 % ACN a prenesen do mikrovialek.

4.10. Ovéreni validacnich parametr(

Pro ovéreni validac¢nich parametrl byla pouzZita findlni PP-UHPLC-MS/MS metoda
zminénd v kapitole 4.9. s vyuZitim deuterii znacenych standardd (SIL-ISs). Z dlivodu
finan¢ni narocnosti jednotlivych vnitfnich standardd a jejich komeréni nedostupnosti
bylo vyuZito pouze 16 SIL-ISs o koncentraci 50 ng/ml. Jejich seznam je v kapitole 4.5. a

jejich pfrirazeni k jednotlivym [atkdm shrnuto v Tabulce 13.

Tabulka 13: Prifazeni SIL-ISs k jednotlivym analytim.

Analyt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
SIL-ISs | I1S1  I1S13 IS3 IS4 IS13 IS8 IS7 IS8 1S9 IS13 1S9 IS9  IS13

Analyt | 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
SIL-ISs | IS14 IS36 1S22 1S22 IS18 IS14 1S20 1S21 1S22 1S23 1S24 1S14 1S18

Analyt | 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
SIL-ISs | IS18 1S20 1S24 1S4 I1S31 IS31 IS31 IS23 1S22 1S36 1S36

V prvni fazi byla zmérena standardni a matricova kalibracni kfivka v rozsahu koncentraci
0,5 ng/ml - 100 ng/ml. Vzorky matricové kalibracni krivky byly pripraveny
optimalizovanou metodou Upravy vzork(, dale byly vyhodnoceny korela¢ni koeficienty
a stanoveny limity kvantifikace. Ovéreny byly také presnost, vytéZznost a matricové
efekty na 4 koncentracnich hladinach. Pro vypocet téchto parametr( bylo nutné zmérit
na 4 koncentracnich hladinach 3 typy roztoku. Roztok standardnich latek v 50 % ACN,
roztok vznikly post-extrakénim pridavkem a roztoky vzniklé pre-extrakénim pridavkem.
Roztok s post-extrakénim pridavkem byl pripraven tak, Ze ,blankova” plazma byla

nejprve upravena PP a nasledné obohacena roztokem standard( a SIL-ISs o odpovidajici
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koncentraci. Roztoky pre-extrakéniho pridavku byly pfipraveny tak, Ze nejprve byla
»blankova“ plazma obohacena roztokem standardi a SIL-ISs o odpovidajici koncentraci
a az nasledné upravena PP. Zméfena byla také ,blankova” plazma bez pfidavku
standardl pro ovéreni pripadného vyskytu testovanych latek jiz pfed obohacenim.
Pfesnost byla stanovena jako relativni smérodatna odchylka ze tfi opakovani extrakce.
VytéZnost byla stanovena na zadkladé vypoctu z ploch pikli z méreni pre-extrakéniho a
post-extrakéniho pridavku. Matricové efekty byly vypocitany z pomér( ploch pikQ
standard( a vnitfnich standard( z méreni standardnich roztok(i a post-extrakéniho

pridavku.
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Optimalizace MS metody
5.1.1. Vybér prekurzorovych iontd

Vybér prekurzorovych iontl byl proveden pomoci MS skenu v rozsahu m/z 50 — 800
v pozitivnim a negativnim mddu ionizace. K ionizaci v negativnim moédu dochazelo pouze
pro nékolik malo sloucenin. Nicméné pouze latka 25 (DHEA-S, m/z 390) poskytovala pro
deprotonovanou molekulu intenzivni signal. V pozitivnim zdznamu iontd ionizovaly
vsechny slouceniny, kromé latky 25 (DHEA-S, m/z 390). AvSak pouze nékteré latky
poskytovaly protonovanou molekulu. V. mnoha ptipadech musel byt jako prekurzorovy
iont vybran iont po ztraté jedné [M+H-H,0]*, dvou [M+H-2H,0]*, pfipadné tfi molekul
vod [M+H-3H,0]*. Tato fragmentace v iontovém zdroji je typicka pro steroidni struktury.
Zaroven bylo zjisténo, Ze dochazi ke vznikl prekurzorovych iontd se stejnou hodnotou
m/z pro rGzné latky, a to i v pfipadé, Ze se nejednd o izobary. Ddvodem bylo, Ze nékteré
latky se lisi pouze poctem hydroxylovych nebo ketonickych skupin, které mohou byt
odstépovany a tim dochazi ke vzniku stejnych prekurzorovych ionti a moznych kfizovych
interferenci. Napfiklad u slouceniny 18 (F, m/z 362) dochazelo k odstépeni molekuly
vody a vzniku [M+H-H,0]* se stejnou m/z jako pro [M+H]* latky 15 (11-DHB, m/z 344).

Tento efekt byl pozorovan i pro dalsi latky.

Jak je patrné z MS spekter uvedenych na Obrazku 17 a 18, pro nékteré steroidy jsou
typicka velmi bohatd MS spektra. Zaroven na Obrazku 18 je patrné, Ze sloucenina 1
(Preg, m/z 316) neposkytuje protonovanou molekulu, ale jako prekurzorovy iont musel

byt zvolen [M+H-H;0]* nebo [M+H-2H,0]* iont.

Pro vSechny slouceniny, kromé slouceniny 25 (DHEA-S, m/z 390) byla vybrana ionizace

v pozitivnim modu. Prehled prekurzorovych iont je uveden v Tabulce 14.
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Obrazek 17 : MS spektum analytu 23 (5a-DHT, m/z 290).
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Obrazek 18 : MS spektrum analytu 1 (Preg, m/z 316).
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Tabulka 14: Tabulka prekurzorovych iontli pro testované analyty.

Slou&enina [M+H]* [M+H-H20]* [M+H-2H,0]* [M+H-3H0]*

1 - - 280,98 -

2 - - 296,92 279,01

3 314,91 297,06 279,01 -

4 330,92 313,01 295,02 -

5 332,96 - 296,99 271,06

6 316,94 299,09 281,04 -

7 - 301,06 283,01 -

8 - - 283,01 -

9 317,01 299,09 281,11 -

10 330,99 313,01 294,96 -

11 - 316,94 299,16 280,91

12 - 316,94 299,16 280,91

13 330,99 312,94 - -

14 346,87 328,95 310,84 292,92

15 344,97 326,92 - -

16 349,04 330,92 313,01 -

17 349,04 330,92 313,01 -

18 363,02 - 326,92 309,00

19 347,00 - - -

20 360,92 342,92 - -

21 360,92 342,87 - -

22 289,05 271,00 253,01 -

23 291,02 - 254,98 -

24 - 271,06 - -

26 - - 268,96 -

27 - - 269,03 -

28 302,96 284,91 267,06 -

29 286,95 - - -

30 - 272,97 255,18 -

31 - 272,97 254,98 -

32 289,11 270,93 253,06 -

33 - 271,06 253,01 -

34 - - 257,02 -

35 - - 257,02 -

36 392,81 - - -

37 393,01 - 355,06 -
[M-H]-

25 367,02

52



5.1.2. Optimalizace parametrd iontového zdroje

Cilem optimalizace bylo ziskani co nejvyssi intenzity jednotlivych prekurzorovych ionta.
Provedena byla pomoci SIM metody v pozitivnim mddu ionizace, ktery byl pouzit pro
vsechny analyty s vyjimkou latky 25 (DHEA-S, m/z 390). Pro latku 25 (DHEA-S, m/z 390)
byly v negativnim mddu ionizace optimalizovany pouze nejdllezitéjsi parametry, tedy

napéti na kapilare, napéti na vstupnim kuzelu a kolizni energie.

Napéti na kapilare bylo optimalizovano v rozmezi hodnot 0,5 az 3,5 kV, Obrazek 19.
V pozitivnim médu byla pro vétsinu latek nejlepsi odezva pozorovana pfi hodnoté napéti
2,0 kV. Nicméné vzhledem k tomu, Ze pro latku 6 (5a-DHP, m/z 316) byla odezva pouze
70 %, nebyla tato hodnota napéti vybrana. Nejlepsi intenzita pro latku 6 (5a-DHP, m/z
316) byla ziskdna pfi napéti 0,5 kV, nicméné odezva vétSiny ostatnich latek byla
podstatné nizsi nez pti vysSich hodnotach napéti. Proto jako kompromis byla zvolena

optimadlni hodnota 1,5 kV.
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Obrazek 19: Optimalizace napéti na kapilafe. 100 % je nejvyssi hodnota plochy piku pro
danou slouceninu. Zelena poli¢ka znaci 90 — 100 %, Seda 80 — 89 %, modra 70 —79 % a
razova hodnotu pod 70 %. Vinové jsou vyznacena policka pro hodnoty napéti u latky 6

(5a-DHP, m/z 316).
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Pratok desolvaéniho plynu na vstupnim kuzelu byl optimalizovan v rozmezi hodnot 600
—1100 I/hod. Vybér optimalniho pratoku 1100 I/hod byl jednoznacny. Pro vétsinu latek

bylo pfi tomto pritoku dosazeno maximalni intenzity. Latka 18 (F, m/z 362) méla za

evvs

Desolvacni teplota byla optimalizovana v rozmezi 400 — 600 °C. Vybér optimalni teploty
nebyl zcela jednoznaény. Latky se na zakladé vlivu teploty rozdélily na pomysiné dvé
skupiny. Pro jednu skupinu latek zvysujici teplota vedla ke sniZzeni odezvy pro druhou
skupinu naopak dochazelo se ke zvyseni odezvy. Z tohoto divodu byla jako optimalni

teplota zvolena jeji stfedni hodnota 500 °C.

Pratok plynu na vstupnim kuZelu byl optimalizovadn v rozmezi hodnot 150 — 400 I/hod.
Pritok 350 I/hod byl optimalni pro vétsinu latek, nicméné zaroven pro nékteré
slouceniny byla poskytnuta odezva mensi nez 80 %. Z tohoto didvodu byla vybrdna
hodnota 200 I/hod, u které nebylo u tolika latek dosazeno nejlepsi odezvy, nicméné

témér pro vSechny slouceniny pfesahovala 90 %.

Tlak zamlZujiciho plynu byl optimalizovan v rozmezi 3,0 bar a 7,0 bar. Kromé slouéeniny
24 (DHEA, m/z 288), ktera poskytovala nejvyssi odezvu pfi 4,0 bar, byl u vétsiny analytQ
optimalni tlak 5,0 bar nebo 5,5 bar. Hodnota 5,0 bar nicméné vykazovala o néco lepsi

vysledky.

Napéti na vstupnim kuzelu bylo optimalizovano individudlné pro kazdou latku. Optimalni

hodnoty jednotlivych parametri jsou uvedeny v kapitole 4.8.
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5.1.3. Vybér produktovych iontl

Vybér produktovych iontld byl proveden na zdkladé zmérenych sken(i produktovych
iontu pfi koliznich energiich 10, 20 a 30 eV. Byly vybrany tfi az ¢tyfi produktové ionty pro
kazdy prekurzor, Tabulka 15. Nékteré slouceniny poskytovaly velmi bohatd fragmentacni

spektra (Obrazek 20), naopak nékteré poskytovaly pouze jen 2-3 fragmenty.

[M+H-3H,0]*

—_— [281.15]

Produktové ionty

/ [M+H-2H,0]*
m/z 334,25 / 299.23

%

5B-pregnan-3a,21-diol-20-one
J
80.94 109.01 1352194504 171.00 184.96
137.88 199.07
g m241 09 255.12
66.90
| ‘ | ‘ L \ 271.32
“. . : SN RN L] : it . i \ “H.‘ . Ml i m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 260 280 300

Obrazek 20: Sken produktovych iontl pro slouc¢eninu 11 (THDOC, m/z 334) pro
prekurzorovy iont [M+H-2H,0]* = 299,16 pfi CE 20.
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Tabulka 15: Produktové ionty pfislusnych prekurzor(.

Prekurzor Produktové ionty(m/z) Prekurzor Produktové ionty(m/z)
Analyt Analyt
(m/z) 1 2 3 (m/z) 1 2 3
280,98 171,08 184,96 211,15 16 313,01 271,43 255,08 230,85
279,01 223,30 208,90 183,08 330,92 294,91 312,84 283,14
296,92 279,13 159,22 186,99 349,04 312,99 159,20 295,29
3 279,01 208,30 200,94 149,31 17 313,01 276,06 267,31 295,06
297,06 281,45 256,17 279,28 330,92 312,99 254,78 294,76
314,91 109,01 297,09 123,11 349,04 313,07 295,14 330,92
4 253,01 197,19 156,82 171,00 18 309,00 268,06 291,01 250,80
295,02 278,53 253,92 233,13 326,92 309,09 267,91 285,84
313,01 271,23 294,99 254,93 363,02 121,05 327,02 309,03
330,92 109,01 313,14 294,99 19 347,00 109,16 311,11 329,12
5 252,95 238,39 185,64 173,70 20 342,92 302,11 260,78 324,92
271,06 175,43 253,09 159,30 360,92 163,06 267,17 343,12
296,99 214,90 256,24 278,83 21 342,87 324,99 255,16 315,09
332,96 271,13 201,07 175,18 360,92 342,84 315,05 324,99
6 281,04 239,74 219,25 198,92 22 253,01 235,23 182,41 232,68
299,09 188,94 281,15 216,93 271,00 229,91 199,29 243,04
316,94 281,04 299,04 189,06 289,05 109,01 123,12 105,11
7 283,01 201,17 173,10 189,01 23 254,98 159,22 199,22 173,10
301,06 283,06 189,06 201,07 291,02 255,34 159,15 215,13
283,01 189,01 173,10 159,07 24 271,06 253,17 197,19 171,00
281,11 219,25 239,51 168,83 25 367,02 96,98 226,76 122,85
299,09 281,08 149,24 173,10 26 268,96 251,14 211,00 195,17
317,01 109,01 281,04 298,81 27 269,03 211,15 251,22 157,19
10 294,96 253,77 233,28 265,40 28 267,06 184,73 156,97 249,04
313,01 294,84 210,97 254,78 284,91 132,88 267,12 239,21
330,99 313,14 294,99 271,06 302,96 285,01 267,08 243,00
11 280,91 171,00 199,07 210,10 29 286,95 97,08 109,01 122,82
299,16 281,30 184,96 225,18 30 255,18 145,11 159,15 199,14
316,94 299,04 280,96 198,97 272,97 255,27 161,02 146,99
12 280,91 210,62 198,92 224,80 31 254,98 145,19 199,14 158,92
299,16 281,08 257,44 186,84 272,97 255,19 147,06 199,14
316,94 299,04 281,11 199,12 32 253,06 196,89 182,93 235,23
329,87 289,14 308,79 247,65 270,93 160,95 213,17 253,17
13 312,94 294,84 271,73 253,28 289,11 271,25 213,25 253,24
330,99 96,92 108,93 122,81 33 253,01 171,23 196,82 183,08
14 292,92 190,89 210,92 251,74 271,06 252,94 147,06 212,95
310,84 299,11 269,41 246,75 34 257,02 161,40 147,14 13491
328,95 288,09 310,89 292,96 35 257,02 160,95 146,84 174,90
346,87 328,89 311,04 293,11 36 354,94 237,21 336,89 318,83
15 300,86 242,18 218,40 282,69 392,81 372,94 354,95 336,96
326,92 285,61 267,38 309,24 37 355,06 337,10 239,17 279,00
344,97 300,99 147,05 269,18 393,01 354,95 279,00 336,96
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5.1.4. Optimalizace kolizni energie, vybér findlnich prechodu

Na zdkladé skenu produktovych iontll a prekurzor(i bylo vytvofeno nékolik SRM
prechodl pro kazdou latku. Pro tyto prechody byla optimalizovana kolizni energie, ktera
spolecné s napétim na vstupnim kuZzelu muize byt nastavena individualné pro kazdou
slou¢eninu v MS metodé. Pro kazdy analyt byly vybrany dva nejintenzivnéjsi SRM
prechody a jejich optimalni kolizni energie. Na Obrdzku 21 je zndzornéna optimalizace
kolizni energie pro slouceninu 1 (Preg, m/z 316). Vybrané SMR prechody spolecné
s optimalnimi koliznimi energiemi jsou v Tabulce 12. VZdy nejintenzivnéjsi prechod byl
zvolen jako kvantifikacni a druhy prechod jako konfirmacni. Pro slou¢eninu 25 (DHEA-S,
m/z 390) bylo mozné vybrat pouze jeden SRM prechod, jelikoZ intenzita ostatnich

produktovych iontl byla velmi nizka.

Analyt 1
100 msv

90 10V

80 15V

. 28 20V
g m 25V
§ 50 =30V
a 40 m 35V
30 m 40V

ig W45V

0 —_ Il-_ III__ _ I._ I.-_ m 50V

281> 185 281> 211 281> 171 281 > 225

Obrazek 21: Vybér SRM prechod(l a optimalizace kolizni energie pro analyt 1 (Preg, m/z

316). Jako 100 % byla zvolena nejvyssi plocha piku.
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5.2 Optimalizace UHPLC

Separace vybranych analytl byla nezbytnd pro jejich presnou a spravnou kvantifikaci.
Jedna se zejména o separaci izobarickych sloucenin a analytl, které po odstépeni 1 i
vice molekul vody poskytuji ionty se stejnou hodnotu m/z jako jina sloucenina. V pfipadé
nedostatecné separace by mohlo dochazet ke kfizovym interferencim a chybné
kvantifikaci. Na zakladé této skutecnosti byly jednotlivé latky pro hodnoceni separace
rozdéleny do 11 skupin. Do jedné skupiny byly vidy zahrnuty interferujici latky, které

bylo nutné od sebe separovat.

Na zakladé dfive vyvinutych metod byla jako mobilni faze zvolena smés acetonitrilu a
0,1 % kyseliny mravenci. V prvni fazi byl proveden screening chromatografickych kolon

a nasledné optimalizace gradientového profilu.

5.2.1. Screening

Cilem screeningu bylo vybrat kolony s co nejvyssi selektivitou, ktera byla hodnocena na
zakladé poctu separovanych kritickych slouéenin. Pro méreni byla pouzita genericka

UHPLC metoda popsana v kapitole 4.7.1.

V této fazi bylo testovano celkem 7 chromatografickych kolon. Zahrnuty byly jak kolony
s plné poréznimi ¢asticemi, tak povrchové poréznimi ¢asticemi a ddle stacionarni faze
liSici se navazanym ligandem: Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm), Acquity
UPLC BEH Phenyl (1,7 pum, 2,1 x 100 mm), Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl (1,7 um, 2,1 x
100 mm), Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl (1,7 um, 2,1 x 100 mm), Kinetex PFP (1,7 um,
2,1 x 100 mm), Kinetex Biphenyl (1,7 um, 2,1 x 100 mm), Ascentis Express F5 (2,7 um,
2,1 x 100 mm). Separace jednotlivych latek byla hodnocena na zdkladé bodovych grafu,
kdy jednotlivé kritické skupiny sloucenin byly barevné odliseny. Na Obrazku 22 jsou
zobrazeny pocty kritickych analytl v jednotlivych skupinach, u kterych nedochazelo
k dostatecné separaci. NejlepSich vysledkd vzhledem k pocétu kritickych sloucenin
dosahovala kolona Acquity UPLC BEH C18, a to 18 kritickych sloucenin. Nejhorsich
vysledk(l bylo dosazeno na kolonach Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl a Kinetex
Biphenyl, u obou bylo 28 kritickych sloucenin a na Ascentis Express F5, kde bylo téchto

sloucenin 26.
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Na vSech kolonadch byla velice problematickd separace ve c¢tvrté skupiné, tedy u
sloucenin 36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392). Dale pak ve skupiné deset u
sloucenin 4 (17a-OH-P, m/z 330), 10 (11B-OH-P, m/z 330) a 13 (11-DOC, m/z 330) a
jedenact u sloucenin 16 (5a-DHB, m/z 348) a 17 (5B-DHB, m/z 348).

A tis E
ml
. . m2
Kinetex Biphenyl 4 5 4 3 2
m3
Kinetex PFP 4 4 4 3 p) 4
m5
CSH Fluoro-
Phenyl
m7

CSH Phenyl-Hexyl ms

4 4 4 3 2
mo
4 4 4 3 2

BEH Phenyl =10
mil

BEH €18 2 4 2 3 2
0 5 10 15 20 25 30

Pocet kritickych neseparovanych sloucenin

Obrazek 22: Pocty kritickych latek v jednotlivé barevné odliSenych skupinach.
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Vysledky separace na koloné BEH C18 (100 mm)

Vsechny testované latky byly na této koloné pti generickém gradientu eluovany
vrozmezi 2 min az 4,5 min. Nebylo dostatecné separovano celkem 18 kritickych
sloucenin. Tti pary analytl zcela koeluovaly (analyty 36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z
392); 14 (CORT (B), m/z 346) a 19 (21-dF (S), m/z 346); 2 (17a-OH-Preg, m/z 332) a 5
(17a,20B-OH-P, m/z 332). Naopak pro kritické analyty 23 (5a-DHT, m/z 290) a 30
(EpIiAST, m/z 290); 9 (20a-OH-P, m/z 316), 11 (THDOC, m/z 334) a 12 (Allo-THDOC, m/z
334); 10 (11B-OH-P, m/z 330) a 13 (11-DOC, m/z 330); 16 (5a-DHB, m/z 348) a 17 (5p-

DHB, m/z 348) byla pozorovana vyssi selektivita a latky byly ¢astecné separovany

(Obrazek 23).
BEH C18 (100 mm)
16 17
11 W
10
10 owe
18 13 4
9 )
15
8 )
271\ 26 29
7 o0 e 23
> 30 / 31 3
3 6 14 19
g 2
o5 3 e oo ) 23
O 25 2224 32
4
36
3
21 20 35 34 7 8
2
28 1 12 4 6
1 o e °
9
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

Cas [min]

Obrazek 23: UHPLC separace na koloné BEH C18 (100 mm) za pomoci generické

gradientové eluce. Barevné jsou odliSeny jednotlivé skupiny analyt(.
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Vysledky separace na koloné BEH Phenyl

K dostatecné separaci nedochazelo pro 22 kritickych Iatek. VSechny latky byly eluovany

béhem 2 minut. Obecné lze konstatovat, Ze byla v porovnani s kolonou UPLC BEH C18

(100 mm) pozorovana nizsi selektivita pro vétSinu analyt. Doslo k uplné koeluci pro

latky 11 (THDOC, m/z 334) a 12 (Allo-THDOC, m/z 334); 2 (17a-OH-Preg, m/z 332) a 5

(170,20B-OH-P, m/z 332); 14 (CORT (B), m/z 346) a 19 (21-dF (S), m/z 346) a ke zhorZeni

separace u 4 (17a-OH-P, m/z 330), 10 (11B-OH-P, m/z 330) a 13 (11-DOC, m/z 330); 23

(5a-DHT, m/z 290) a 30 (EpiAST, m/z 290); 32 (5a-dion, m/z 288) a 33 (5B-dion, m/z 288)

vvvvvv

BEH Phenyl
16 17
11 ®
10 L
18 4
9 °
15
8 ® 14
29
7 oo o 5 @
z 19 5 ] 2331 3
S 6
“ 22
o 5 o . oo 30 @933
5 25
. 36 32
24
3
21 35 34 78
2
12 1 6
1 28 oo o
9
0 11
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Cas [min]

Obrazek 24: UHPLC separace na koloné BEH Phenyl za pomoci generické gradientové

eluce. Barevné jsou odlisSeny jednotlivé skupiny analyt(.
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Vysledky separace na koloné Phenyl-Hexyl

Na této koloné bylo 22 kritickych latek. Selektivita byla srovnatelna s BEH Phenyl, kromé
slouceniny 25 (DHEA-S, m/z 390), kterd se v porovnani s pfedchozimi kolonami chovala
zcela odlisné. Na této koloné byla eluovana na konci gradientu, tedy pfi vysokém obsahu
acetonitrilu v mobilni fazi. Horsi selektivita byla pozorovana pro latky 22 (T, m/z 288) a

24 (DHEA, m/z 288) (Obrézek 25).

CSH Phenyl-Hexyl

11 16 ®—17
10 & O
13
18
9 Y 4
15
8 °
27 — 26 14 5 29
7 oo °
> 19 | 2331 3
S 6 o oo o
= 2
o 5 229020 @ . °
8 37 35 2 25
4 32
3 20
21 35 34 78
2 9
28 6
1 1 9¢ ol @
12
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 45 5
Cas [min]

Obrazek 25: UHPLC separace na koloné CSH Phenyl-Hexyl za pomoci generické

gradientové eluce. Barevné jsou odliSeny jednotlivé skupiny analyt(.
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Vysledky separace na koloné CSH Fluoro-Phenyl

Na této staciondrni fazi nedoslo k eluci vSech analytd. Latka 25 (DHEA-S, m/z 390) nebyla
v pribéhu tohoto gradientu eluovana. Pokryto bylo vSak pouze 1,5 min separaéniho
prostoru. Separace na koloné CSH Fluoro-Phenyl ukazala 28 kritickych latek, cozZ je
nejvyssi pocet v porovndni s ostatnimi testovanymi kolonami. Zaroven doSlo i k

vyraznému zhorseni separace sloucenin ve skupinach 2, 5, 6 a 7 (Obrazek 26).

CSH Fluoro-Phenyl

17 16
11 @
10
10 o
18 13 4
9 °
15
8 °
261 14 29 31
7 @0 e o
g 27 52 3
G 19 eom o
< 23 30
° 5 22 C N
O 3233
4 37 36 54
3 20 8
21 35 34 4
2
12
28 1 16
1 o 00 ©
0 9
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Cas [min]

Obrazek 26: UHPLC separace na koloné CSH Fluoro-Phenyl za pomoci generické

gradientové eluce. Barevné jsou odliSeny jednotlivé skupiny analyt(.
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Vysledky separace na koloné Kinetex PFP

Separace na koloné Kinetex PFP poskytla 21 kritickych latek. Timto poétem se kolona
dostala na pozici 3. nejlepsi kolony. Nicméné obecné poskytovala podstatné nizsi
selektivitu nez kolona BEH C18 (100 mm). ZlepsSeni selektivity bylo pozorovano u skupiny
1 pro analyty 9 (20a-OH-P, m/z 316), 11 (THDOC, m/z 334) a 12 (Allo-THDOC, m/z 334)
a skupiny 7 pro analyty 14 (CORT (B), m/z 346) a 19 (21-dF (S), m/z 346). Na druhou

stranu separace analyt( ve skupinach 5 a 6 byla zhorSena (Obrazek 27).

Kinetex PFP
16
11 ™
10
10 oe
18 137 4
9 °
15
8 °
2726 14 29
7 o o o 30
Zz 19 |2 3
S 6 oo o
- 23 31
o 5 259 2e9 @
5 24 33
37
4 3% 32
3 20
1 3534 78
2
28 1 129 6
1
1 goel o
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Cas [min]

Obrazek 27: UHPLC separace na koloné Kinetex PFP za pomoci generické gradientové

eluce. Barevné jsou odliseny jednotlivé skupiny analyt(.
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Vysledky separace na koloné Kinetex Biphenyl

Tato kolona poskytovala nejhorsi selektivitu v porovnani s testovanyma kolonami. Pro
tuto kolonu bylo zaznamenano celkem 28 kritickych latek a eluce vSech latek probéhla
v dvouminutovém separaénim prostoru. Zaroven byla pro témér vsechny skupiny latek

pozorovana podstatné horsi separace nez na ostatnich kolonach (Obrazek 28).

Kinetex Biphenyl

17
16
11 ®
10 ©o
18 4-13
9 °
15
8 °
5726 14 2
7 P o °
z 5/ 23, 3; 3
S 6 19 @ o °
=
wv
° s s ® e ¥ o3
NS 33
O . 37 36 2224
3 21 20
35 34 7 8
2
1 ;
1 28 o o9 °
12 9
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Cas [min]

Obrazek 28: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl za pomoci generické

gradientové eluce. Barevné jsou odliseny jednotlivé skupiny analyt(.
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Vysledky separace na koloné Ascentis Express F5

Separace na koloné Ascentis Express F5 ukazala 26 kritickych latek a vSechny latky byly
eluovany v pribéhu dvou minut. Na zakladé selektivity je mozné danou kolonu zaradit
mezi méné vhodné. Velmi nizka selektivita byla pozorovédna zejména pro skupinu 5 a 6.
Naopak poskytovala nejlepsi separaci sloucenin 14 (CORT (B), m/z 346) a 19 (21-dF (S),
m/z 346) a zaroven v porovnani s kolonou BEH C18 (100 mm) byly lépe separovany

slouceniny fazené ve skupiné 1 (Obrazek 29).

Ascentis Express F5

11 16 ~g— 17
10
10 » o,
9 ° 13
15
8 )
26 14 29
7 o o0 *
= 27 52 3
S 6 1 cocdo o
% 2331
o 5 o »He o
>8 25 36 32 33
4 37
24
3 20
, 21 35 34 78
28 1?16
1 @w c0 O
9
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Cas [min]

Obrazek 29: UHPLC separace na koloné Ascentis Express F5 za pomoci generické

gradientové eluce. Barevné jsou odliSeny jednotlivé skupiny analyt(.
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5.2.2. Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na C18 kolondach

Cilem optimalizace gradientového profilu bylo ziskat Uplnou separaci vSech kritickych
sloucenin. PFi optimalizaci se vychdazelo z vysledku screeningu uvedeného v pfedchozi
kapitole. Na zakladé nadéjné separace na koloné BEH C18 (100 mm) byly do optimalizace
gradientové profilu zatazeny dalsi kolony s C18 fetézcem: (Cortecs UPLC C18 (1,6 um,
150 x 2,1 mm), Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 150 mm), Acquity UPLC CSH C18
(1,7 um, 2,1 x 100 mm) a Acquity UPLC Shield RP18 (1,7 pum, 2,1 x 100 mm). Protoze
v ramci screeningu bylo pro vétSinu kolon dosazeno velmi tuzkého separacniho prostoru
(1,5 - 2,5 min), byla provedena optimalizace gradientového profilu. Poc¢atecni (95/5,
A/B) a konecné (5/95, A/B) sloZzeni mobilni faze zistalo stejné, pouze byl vloZzen kratky
izokraticky krok u kolon s nejlepsimi separacnimi vysledky, a to z dlvodu eluce
kontaminant matrice. Po prvnim izokratickém kroku ndsledoval strmy gradient na
vy$Sim procento slozky B, okolo 50 %. Separace vétsSiny analyti probihala za pouZiti
velmi plochého gradientu v rozsahu cca 20 % zmény sloZzeni mobilni faze. Poté opét
nasledoval strmy gradient a konecny izokraticky krok. Zcela zasadni bylo najit vhodné
sloZzeni mobilni faze pro vyuziti plochého gradientu k separaci kritickych pard. Zaroven

byla analyza prodlouzena, v nékterych pfipadech az na 20 min véetné ekvilibrace kolony.
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Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné BEH C18 (100 mm)

Na této koloné byly provedeny desitky rznych pokusl o Uplnou separaci. Nejprve byl
upravovan pocatek plochého gradientu. Jako nejoptimalnéjsi se nakonec pro tuto
kolonu ukdazal pocatek 30 % ACN. Bylo zjisténo, Zze mlzZeme zvysit miru pritoku atoz 0,5
na 0,6 ml/min. Zkousen byl rizny pribéh gradientové krivky a izokratické mezikroky.
Doba analyzy byla prodlouzena az na dvacet minut véetné ekvilibrace. | pres veskeré
snahy se na nejlepsi metodé nepodafilo Uplné separovat 6 analyt(, dvojice 10 (113-OH-
P, m/z 330) a 13 (11-DOC, m/z 330), 11 (THDOC, m/z 334) a 12 (Allo-THDOC, m/z 334),
36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392), Obrazek 30.

Tabulka 16: Gradientovy profil nejlepsi separace na koloné BEH C18 (100 mm).

Krok Cas zmény (min) Prutok (ml/min) % A % B Krivka
1 Zacatek analyzy 0,60 95 5 Zacatek
2 0,5 0,60 95 5 6
3 1,0 0,60 70 30 6
4 16,0 0,60 55 45 7
5 17,0 0,60 5 95 6
6 18,0 0,60 5 95 6
7 18,1 0,60 95 05 6
8 20,0 0,60 95 05 6
BEH C18 (100 mm)
11 oo
16 17 10
10 -»
13
9 B
15
8 °
26 14 29
7 » e
Z 19 5 30 23 31
g 6 27
° 5 ° o o o0
S, 37 _ 25 22 24 32 33
36
3
27 20 35 34 " 8
2
28 1 6
1 11 go? ° °
0
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Cas [min]

Obrazek 30: Nejlepsi separace na koloné BEH C18 (100 mm). Barevné jsou odliSeny

jednotlivé skupiny analytu.
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Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné CSH C18

Na této koloné byl nastaven zacatek plochého gradientu na 30 % ACN. Pro nékteré
analyzy byl posunut na 35 % ACN. Byla zkousena gradientova kfivka 9. VSechny analyzy
provedené na této koloné byly dvacetiminutové vcetné ekvilibrace. Byly vkladany i
izokratické kroky. Pomoci optimalni metody se nepodafilo separovat 4 analyty, pary 36
(DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392), 16 (5a-DHB, m/z 348) a 17 (5B-DHB, m/z 348),
Obrazek 31.

Tabulka 17: Gradientovy profil nejlepsi separace na koloné CSH C18.

Krok Cas zmény (min) Pritok (ml/min) % A % B Krivka
1 Zacatek analyzy 0,30 95 5 Zacatek
2 0,5 0,30 95 5 6
3 1,0 0,30 65 35 6
4 4,0 0,30 65 35 6
5 16,0 0,30 55 45 6
6 17,0 0,30 5 95 6
7 18,0 0,30 5 95 6
8 18,0 0,30 95 5 6
9 20,0 0,30 95 5 6
CSH C18
11 o
16 17 10
10 s o o
4
9 Be
15
8 °
27 26 14 29
7 @ oo o
z 19 5 2 30 23 31 3
2 6 o o o0 (] (]
- 32
o5 e o o
S, 37__—36 2 24 25 33
3 21 20
35 34 7 8
28
2 12 1 6
11 9
1 ed o ° °
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Cas [min]

Obrazek 31: Nejlepsi separace na koloné CSH C18. Barevné jsou odliSeny jednotlivé

skupiny analytd.
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Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné BEH Shield RP18

Na této koloné byl posunut zacatek gradientu aZz k 30 % ACN. VSechny zkousené analyzy
byly desetiminutové. Byly testovany rtzné profily gradientové krivky. Pro dvé analyzy
byly vloZeny i izokratické kroky. Nicméné i pomoci optimalni metody se nepodafilo
separovat 10 analytl (36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392), 16 (5a-DHB, m/z 348) a
17 (5B-DHB, m/z 348), 10 (11B-OH-P, m/z 330) a 13 (11-DOC, m/z 330), 32 (5a-dion, m/z
288) a 33 (5B-dion, m/z 288), 2 (17a-OH-Preg, m/z 332) a 30 (EpiAST, m/z 290), Obrazek
32. Vzhledem k mnoZstvi neseparovanych analytl i pfi desetiminutové analyze nebyla

gradient ¢asoveé prodluZzovdn a kolona byla uréena jako nevhodna.

Tabulka 18: Gradientovy profil nejlepsi separace na koloné BEH Shield RP18.

Krok Cas zmény (min) Pritok (ml/min) % A % B Krivka
1 Zacatek analyzy 0,50 70 30 Zacatek
2 8,0 0,50 5 95 8
3 8,1 0,50 70 30 6
4 10,0 0,50 70 30 6
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Obrazek 32: NejlepsSi separace na koloné BEH Shield RP18. Barevné jsou odliSeny

jednotlivé skupiny analytd.
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Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné Cortecs UPLC C18

Separace na této koloné dosahla nejlepsich vysledk(. Byla zde vybrana také finalni

metoda. Bylo zjisténo, Ze optimalni pocatek plochého gradientu je na 35 % ACN a pred

nim byl vloZen také isokraticky krok pti téchto podminkach. Nejproblematictéjsi byla

separace dvojice 36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392). Nicméné se podafilo i tyto

latky nakonec témér Uplné separovat. Separace je zobrazena na Obrdzcich 33. Vysledny

chromatogram zméreny za optimalnich podminek je na Obrazku 35.

Tabulka 19: Gradientovy profil nejlepsi dosazené separace na koloné Cortecs UPLC C18.

Krok Cas zmény (min) Pritok (ml/min) % A % B
1 Zacatek analyzy 0,30 95 5
2 0,5 0,30 95 5
3 1,0 0,30 65 35
4 4,0 0,30 65 35
5 15,0 0,30 55 45
6 16,0 0,30 40 60
7 17,0 0,30 5 95
8 18,0 0,30 5 95
9 18,1 0,30 95 5
10 20,0 0,30 95 5
Cortecs UPLC C18
17
11
10
10 :30
18
9 ° .
8
26 14 29
7 () )
z 19 52 30 23 31 3
2 6 27 o0 o0 ° °
-
o 5 ¢ 5 o ° o0
o, 37 _—36 22 24 3233
3 20
21 28 35 34 78
2
11 2 g L6
1 ed o e o
0
2 4 8 10 12 14 16 18 20
Cas [min]

Obrazek 33: Nejlepsi separace na koloné Cortecs C18. Barevné jsou odliseny jednotlivé

skupiny analytd.



Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné BEH C18 (150 mm)

Tato kolona byla do optimalizace zahrnuta na zdkladé dobré separace na BEH C18 (100
mm). Byl testovan vliv délky kolony. Z divodu vysokého tlaku, musel byt sniZzen priitok
mobilni faze na 0,3 ml/min. Zacatek plochého gradientu byl posunut k hodnotdm mezi
30—-40 % ACN. Nejlepsi na této koloné byla dvanactiminutovd metoda. Problematickymi
byly slouceniny 36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392), které se podafilo témér
separovat, bohuZel na Gkor separace sloucenin 9 (20a-OH-P, m/z316) a 12 (Allo-THDOC,
m/z 334). Nepodafilo se tedy separovat 4 analyty, Obrazek 34. ProtoZe nebylo dosazeno
lepsich vysledkl nez na Cortecs C18, nebyly vloZeny isokratické kroky na pocatku a na

konci gradientu.

Tabulka 20: Gradientovy profil nejlepsi separace na koloné BEH C18 (150 mm).

Krok Cas zmény (min) Pritok (ml/min) % A % B Krivka
1 Zacatek analyzy 0,30 65 35 Zacatek
2 2,5 0,30 65 35 6
3 8,5 0,30 49 51 6
4 10,0 0,30 5 95 6
5 10,1 0,30 70 30 6
6 12,0 0,30 70 30 6
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Obrazek 34: Nejlepsi separace na koloné BEH C18 (150 mm). Barevné jsou odliSeny

jednotlivé skupiny analytd.
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Obrazek 35: Chromatogram pomoci findlni metody na koloné Cortecs C18. Barevné oznaceni sloucenin odpovida bodovym grafim.
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5.2.3. Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na ostatnich kolonach

Na zakladé optimalizace gradientové profilu na C18 kolonach byla vybrana optimalni
metoda pro separaci analytli na koloné Cortecs C18. Nicméné vzhledem k problematické
separaci latek 36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392), byl gradientovy profil
optimalizovan na dalSich kolondach. Pfi vybéru kolon se vychazelo z prvotniho screeningu

a nejlepsi separace vySe zminéné dvojice analyt(.

Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné CSH Phenyl-Hexyl

Tato kolona byla uréena jako méné vhodnd uz po primdarnim screeningu. Nicméné bylo
zkouseno, zda-li se podafi problematickou latku této kolony 25 (DHEA-S, m/z 390)
vyeluovat blize k ostatnim analytim a dosdhnout lepsi separace pro analyty 36 (DEXA,
m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392). Pocatek gradientu byl posunut na 25 — 30 % ACN. Byly
zkouseny ruzné profily gradientové krivky. Latku 25 (DHEA-S, m/z 390) se podafilo
retencnim casem pfribliZit ostatnim analytiim, bohuZel na Ukor jejich separace. | pres

veskeré snahy pfi Upravé gradientu se nepodafilo separovat 10 slouéenin.
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Obrazek 36: Nejlepsi separace na koloné CSH Phenyl-Hexyl. Barevné jsou odliSeny

jednotlivé skupiny analytu.
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Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné Kinetex Biphenyl

U této kolony byl pocatek plochého gradientu posunut na 25% ACN. Separace byla
zkousena navzdory Spatnym vysledk(m jiZ pfi screeningu. Na této koloné byla zkousena
také zména teploty na koloné z 40 na 50 °C. Tato zména zlepsila separaci latek pfi uziti
stejného gradientu. BohuZel ani tento krok nedokdzal separaci zlepSit natolik, aby
nezlstalo neseparovanych 14 analyt( (36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392), 14
(CORT (B), m/z 346) a 19 (21-dF (S), m/z 346) a 11 (THDOC, m/z 334) a 12 (Allo-THDOC,
m/z 334), 4 (17a-OH-P, m/z 330) a 10 (11B-OH-P, m/z 330), 26 (7a-OH-DHEA, m/z 304)
a 27 (7B-OH-DHEA, m/z 304), 23 (50-DHT, m/z 290) a 30 (EpiAST, m/z 290), 20 (E, m/z
360) a 21 (ALDO, m/z 360)).
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Obrazek 37: Nejlepsi separace na koloné Kinetex Biphenyl. Barevné jsou odliSeny

jednotlivé skupiny analytd.
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Optimalizace gradientového profilu mobilni faze na koloné Ascentis Express F5

Nejvétsi problém na této koloné byla separace paru 16 (5a-DHB, m/z 348) a 17 (5B-DHB,
m/z 348). Vzhledem k nedostatecnému pokroku v separaci i po prodlouZeni analyzy a
Upravach gradientu byla tato kolona uzavrena jako nevhodn3, jelikoz skupina latek 16
(5a0-DHB, m/z 348) a 17 (5B-DHB, m/z 348) zlstala prakticky neseparovana. Dalsi
neseparované analyty na této koloné byly pary 36 (DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392);
26 (70-OH-DHEA, m/z 304) a 27 (7B-OH-DHEA, m/z 304), a 11 (THDOC, m/z 334) a 12
(Allo-THDOC, m/z 334).
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Obrazek 38: Nejlepsi dosazena separace na koloné Ascentis Express F5. Barevné jsou

odliseny latky v rGznych skupinach.
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5.3. Optimalizace uUpravy vzorku

Jako vhodna uUprava vzorku byla vybrana proteinova precipitace spolecné s odpafenim a

rekonstituci ve vhodném rozpoustédle.

5.3.1. Optimalizace slozeni rekonstitu¢niho ¢inidla a teploty odpareni vzorku

Optimalizaci sloZeni rekonstitu¢niho Cinidla bylo zjisténo, Ze optimalni sloZeni ¢inidla je
50 % ACN. VytéZnost analytl byla pro vSechna testovand cinidla obdobna. Vybér
optimalniho sloZeni byl tedy ovlivnén zejména tvarem pikl jednotlivych analyt(, které
se zhorSovaly u vétsiny latek pfi vy$sSim podilu ACN v rekonstitu¢nim Cinidle, zejména pfi

70 % a 80 % ACN.

V pribéhu optimalizace teploty odpareni ve vakuové odparce byla potvrzena teplotni
stabilita jednotlivych latek, tedy se zménou teploty nedochazelo k poklesu vytéznosti.
Z tohoto dlvodu rozhodujicim faktorem pro vybér optimalni teploty byla ¢asova uUspora

pfi zvolené teploté 60 °C.

5.3.2. Optimalizace postupu proteinové precipitace

Optimalizace postupu proteinové precipitace byla provedena za pomoci programu
MODDE, ktery na zakladé testovanych parametrd a jejich rozmezi hodnot vygeneroval
navrh celého experimentu, Tabulky 10 v kapitole 4.8.3. Namérena data byla v daném
programu také statisticky zpracovana. Hodnocen byl vliv jednotlivych faktort, vhodnost
modelu, pravdépodobnost a opakovatelnost. Z danych vysledkd byly vybrany 4
nejvhodnéjsi metody, které byly vzdjemné znovu porovnany, a vybran optimalni postup

PP.
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Vliva jednotlivych faktoru

Testovany byly 4 faktory, typ a objem precipitacniho dcinidla, ¢as precipitace a
centrifugace. Na zakladé krabicového grafu (Obrazek 39) byly vybrany vyznamné a
nevyznamné faktory individualné pro kazdou latku. Mira vyznamnosti je znazornéna
vySkou sloupce a mirou nejistoty. Vyznamny je tedy faktor, kdy vyska sloupce daného
faktoru dosahuje co nejvzdalenéjsich kladnych nebo zapornych hodnot od y=0, a
zaroven krivka rozsahu nejistoty neprotina y=0. Naopak nesignifikantnim parametrem
je takovy, jehoz vyska sloupce se blizi hodnoté y=0 a kfivka nejistoty protina y=0. Z
Obrazku 39 je patrné, Ze vyznamnymi faktory jsou druh a objem precipitac¢niho ¢inidla.

Na druhou stranu faktory ¢as precipitace a centrifugace jsou nevyznamny a mohou byt

vyrazeny [57].

Coefficients (scaled and centered) - 1 (Extended)

1 (Extended)
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Obrazek 39: Krabicovy graf pro analyt. Prvni dva sloupecky odpovidaji typu
precipitacniho cinidla a 3. sloupecek jeho objemu. 4. sloupecek odpovidd casu

precipitace a 5. sloupecek ¢asu centrifugace.
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Vhodnost modelu

Vhodnost modelu je hodnocena na zakladé ctyr parametr(, koeficientu determinace
(R2), odhadu budouci predikce (parametr Q2), hodnoté validity metody a
reprodukovatelnosti, Obrazek 40. VSechny parametry mohou nabyvat hodnot 0 — 1.
Koeficient determinace vypovida o tom, zda namérena data koreluji s danym modelem.
Pro dobry model by tento parametr mél mit hodnotu vyssi jak 0,5. Odhad budouci
predikce, parametr Q2, by mél pro vyznamny model nabyvat hodnot vyssich jak 0,1 a
pro dobry model hodnot vyssich jak 0,5. Zaroven by pro dobry model rozdil mezi
parametry R2 a Q2 nemél byt vyssi nez 0,3. O statistické vyznamnosti modelu vypovida
hodnota validity metody, kterd musi byt vyssi nez 0,25. Hodnota pod 0,25 znadi
statistické  problémy s modelem. Poslednim hodnoticim parametrem je
reprodukovatelnost, kterd porovnava rozptyl v méreni replikatli (experimenty se
stejnymi parametry méreni) a celkovou variabilitu experimentu. Parametr by mél
nabyvat hodnot 0,5 a vice. Na zakladé Obrazku 40 lze konstatovat, Ze dany model je

vhodny pro zadany experiment [57].
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Obrazek 40: Graf vhodnosti modelu pro slouceninu 1 (Preg, m/z 316).
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Graf pravdépodobnosti

Graf zndzorfiuje jednotlivé experimenty. Pfi optimalnim modelu tyto body lezi na
pfimce, kterd znaci optimalni polohu bodl vzhledem kzadanému experimentu.
V ptipadé, Ze by bod leZel za hranicemi +/- ¢tyfnasobku SD, Ize ho z méreni vyloudit,
jelikoZ poloha téchto bodU je statisticky tak nepravdépodobn3, Ze jsou pravdépodobné

chybou [57].
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Obrazek 41: Graf pravdépodobnosti modelu pro analyt 1 (Preg, m/z 316).
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Opakovatelnost

Na tomto grafu je znazornéna variabilita jednotlivych experimentl. Zelené body
znazornuji experimenty mérené za odliSnych podminek. Modrymi ctverecky jsou
oznaceny experimenty se stejnymi experimentalné méfenymi podminkami. Variabilita
téchto tfi experimentd by méla byt nizsi nez celkova variabilita. Na zakladé Obrazku 42
Ize Fici, Ze dany model poskytuje dobrou opakovatelnost, jelikoz se modré &tverecky

nachazi blizko u sebe [57].
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Obrazek 42: Graf opakovatelnosti pro analyt 1 (Preg, m/z 316).

Vybér optimalni metody

Na zakladé namérenych udaji bylo zjisténo, Ze analyza bude nejvice ovliviiovat objem
¢inidla a to vlivem 97 %. Naopak cas precipitace a centrifugace se ukazal jako
nevyznamny faktor. Pomoci programu MODDE bylo provedeno statistickém
vyhodnoceni a navrhl dva postupy PP, Metoda 1 a 2, Tabulka 21. ProtoZe tyto postupy
poskytovaly velmi nizkou vytéZnost u slouceniny 6 (5a -DHP, m/z 316) a velmi vysokou
vytéZznost pro slouceninu 14 CORT (B), m/z 346), byly navrzeny tfi metody zohlednujici
tento faktor, Metoda 3 — 5, Tabulce 21. Nebylo mozné navrhnout postup, ktery by

vyznamné zlepsil vytéZznost téchto analytd.
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Tabulka 21: PP metody navrzené programem MODDE

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3 Metoda 4 Metoda 5

Druh PP cinidla ACN ACN MeOH MeOH MeOH
Objem PP ¢inidla [ml] 1000,00 866,00 1000,00 1000,00 1000,00
Cas precipitace [min] 30,00 30,00 5,00 30,00 30,00
Cas centrifugace [min] 5,00 9,00 30,00 13,00 30,00

Dal3im a velice vyznamnym faktorem posuzovani vysledkl byl celkovy ¢as metody. Cas
centrifugace se ukazal pro analyzu jako zanedbatelny faktor. Cas precipitace mél vliv
priblizné 3 % a tak mohl byt zkrdcen na minimum. U jediné slouc¢eniny 25 (DHEA-S, m/z

390) spadl vytézek na 60 % svého maxima.

Na zakladé vsech predeslych vysledk( byly vybrany 4 metody, které byly podrobeny dalsi
analyze. Tyto metody jsou uvedeny v Tabulce 22. Metody 6 a 7 byly zvoleny pro
porovnani rozdilu vytéznosti pfi dlouném a kratkém casu precipitace. Metoda 8 byla
zvolena pro porovnani s Metodou 6 ohledné vytéZznosti pfi pouZiti mensiho objemu

precipitacniho Cinidla. Metoda 9 byla vloZena pro porovnani typu precipitacniho cCinidla.

Tabulka 22: Vybrané PP metody pro ovéreni vlivu jednotlivych parametra.

Metoda 6 Metoda 7 Metoda 8 Metoda 9

Precipitacni Cinidlo ACN ACN ACN MeOH
Objem precipitaéniho ) 00 100000 850,00 1000,00
Cinidla [ml]

Cas precipitace [min] 10,00 30,00 10,00 5,00
Cas centrifugace [min] 5,00 5,00 5,00 10,00

Jako nejlepsi metoda byla vyhodnocena Metoda 6. ProdlouZeni ¢asu precipitace nemélo
vyznamny vliv na vytéZnost, proto z ¢asové Uspornosti byla zvolena metoda s kratsi
dobou precipitace. Pfi snizeni objemu ACN doslo k poklesu vytéZznosti. Metoda, pfi které

byl jako precipitacni ¢inidlo zvolen MeOH dosahla vysledkd znaéné horsich.
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5.4. Ovéfeni validacnich parametr(

Hodnoceny byly nasledujici validaéni parametry: pfesnost, vytéZnost a matricové efekty.
Zaroven byly stanoveny korelacéni koeficienty a limity kvantifikace jednotlivych latek pro
standardni a matricovou kalibra¢ni krivku. Limity kvantifikace pro standardni kalibracni
kfivku byly v rozmezi 0,05 — 1 ng/ml a pro matricovou kalibraéni kfivku 0,2 — 2 ng/ml.
Korela¢ni koeficienty vSech analyt(i pro standardni kalibracéni kfivku byly vy$si nez 0,9996
a pro matricovou kalibraéni kfivku vyssi nez 0,9992. Pouze pro latku 14 CORT (B), m/z
346) mél hodnotu 0,9890. Z méreni ,blankové” plazmy bez obohaceni bylo zjisténo zZe
nékteré latky se vyskytuji vtomto druhu materidlu, a tudiz ndm zkresluji a komplikuji
vyhodnoceni a zdroven kvantifikaci téchto latek. Pro tyto latky muselo byt pouzito
odeltu této ,blankové” hodnoty plochy pikl. Jedna se o slouceniny 3 (P, m/z 314), 4
(17a-0OH-P, m/z 330), 7 (Epiallo-Preg, m/z 318), 8 (Allo-Preg, m/z 318), 9 (20a-OH-P, m/z
316), 10 (11B-OH-P, m/z 330), 11 (THDOC, m/z 334), 12 (Allo-THDOC, m/z 334), 13 (11-
DOC, m/z 330), 14 (CORT (B), m/z 346), 15 (11-DHB, m/z 344), 16 (5a-DHB, m/z 348), 17
(5B-DHB, m/z 348), 21 (ALDO, m/z 360), 22 (T, m/z 288), 29 (A4, m/z 286), 31 (AST, m/z
290) a 33 (5B-dion, m/z 288). Pfesnost, matricové efekty a vytéZznost byly hodnoceny na
4 koncentracnich hladinach L1 - L4 (0,5 ng/ ml; 5 ng/ml; 50 ng/ml; 100 ng/ml). Vysledky
ovéreni validacnich parametr( jsou znazornény v Tabulce 23. Vytéznost jednotlivych
analyt (bez korekce na SIL-ISs) na vSech testovanych koncentra¢nich hladinach byla
vy$si nez 60 % kromé sloucenin 11 (THDOC, m/z 334) a 17 (5B-DHB, m/z 348) na nejnizsi
hladiné L1 (Zluté zabarveni v tabulce). Z hlediska presnosti viechny analyty spliuji limit
15 % na vsech koncentracnich hladinach kromé slouc¢enin 11 (THDOC, m/z 334), 16 (5a-
DHB, m/z 348), 17 (5B-DHB, m/z 348) na koncentrac¢ni hladiné L1 (modré zabarveni
v tabulce). Matricovych efekty poskytly nejhorsi vysledky z testovanych parametrui.
Hodnoty vétsi nez 0 znaci zesileni ionizace, mensi nez 0 zeslabeni ionizace. VSechny
hodnoty vyssi jak 20 % jsou zabarveny v tabulce zelené a tyto hodnoty byly naméreny
nékteré analyty byly matricové efekty az v radu stovek. Pro slouceniny 6 (5a-DHP, m/z
316) a 14 (CORT (B), m/z 346) byly hodnoty vyssi nez 20 % naméfeny na vsech

koncentracnich hladinach.
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Tabulka 23: Valida¢ni parametry. Uvedend LOQ stanovena z matricové kalibracni krivky.
Zluté zabarveni zna&i vytéZnost niz$i ne? 60%. Modré zabarveni zna&i presnost vy$si nez
15 %. Matricové efekty vy$si jak +/- 20 % jsou zabarveny zelené&. Cervené zabarvené jsou

latky s nejvétsi hodnotou plochy v ,blankové” plazmé bez obohaceni.

LoqQ VytéZnost [%] Presnost [%] Matricové efekty [%]
[ng/mll |1 L2 13 L4 L1 L2 L3 L4 L1 L2 13 L4
1 1 - 61,27 6505 72,62 | - 049 1,29 1,02 - 0,41 -2,55 -5,04
2 1 - 77,66 81,93 91,11 | - 2,19 087 1,32 - 306  -59  -5,69
3| o5 | 7224 7875 8005 8553|109 1,38 1,09 067 | -511,46 -53,49  -4,18  -1,83
4| 02 |8051 81,17 82,8 8832 | 3,65 066 027 023 -59,77 -1,82 3,52 4,14
5| o5 | 81,60 81,32 8420 9035 | 1,65 1,11 1,96 058 | -628 0,89 -0,93 -1,68
6 1 - 8812 87,20 91,01 | - 3,84 030 2,71 - 57,55 -73,41  -74,77
7 1 - 60,81 62,55 69,82 | - 2,88 1,65 1,76 - 2233 -1012  -9,51
8 5 - 74,48 8135 86,01 | - 1,55 043 227 - 5,41 89,30 90,70
9 2 - 81,83 8343 8882 | - 3,97 1,08 046 - -264,56  -22,55  -10,87
10| 02 | 8869 8376 8627 9248 | 329 253 073 1,17 | -53,93 -1093 676  -6,10
11| 02 | 5973 83,02 8349 8968 |3155 1,30 1,74 0,58 | -641,59 -62,51  -7,41  -8,63
12 1 - 83,52 8519 89,24 | - 2,40 034 033 - 14,36  -0,57 1,06
13| 2 - 7568 82,81 9043 | - 2,54 0,60 0,71 - 126,73 -13,73  -8,38
14 | 2 - 66,48 84,30 8901 | - 1036 3,8 1,40 - 5 69‘3’ gn 20977 -12401
15 1 - 80,52 83,65 8673 | - 0,78 1,04 0,42 - 80,29  -721  -0,67

16 0,5 84,25 83,57 84,72 88,35 | 47,47 0,66 0,72 2,08 | -839,93 -71,52 2,72 11,84

17 0,5 49,40 85,60 86,45 90,23 | 63,42 2,13 0,86 1,71 1070,24 -94,63 -2,51 6,78
18 0,5 79,31 84,93 84,59 89,38 | 481 0,92 0,52 0,25 -3,31 -1,03 2,77 -0,17
19 0,5 - 82,62 83,52 8821 - 2,12 092 1,33 - -0,93 0,58 2,40
20 0,2 93,66 82,23 8586 90,28 | 1,67 0,41 1,04 1,16 8,82 2,27 0,06 -1,54
21 2 - 83,14 79,49 85,02 - 2,45 1,68 1,55 - -57,29 -7,30 -4,38
22 0,2 65,46 79,83 86,89 97,75 | 11,52 2,22 3,59 1,48 | -211,06 -21,17 -3,82 -1,35
23 1 - 83,82 84,41 88,90 - 1,14 1,45 0,28 - 0,26 0,66 0,16
24 2 - 109,80 87,82 94,31 - 1,55 2,66 2,24 - 5,31 2,38 0,85
25 0,2 87,81 84,89 84,77 89,35 | 3,85 1,65 0,34 1,50 48,40 4,90 0,07 0,62
26 1 - 83,24 82,59 88,47 - 4,22 0,55 2,17 - -7,24 1,78 0,48
27 1 - 79,84 84,53 90,90 - 2,42 1,20 0,23 - -2,95 -0,66 -0,21
28 0,5 92,87 84,41 86,08 92,52 | 2,26 2,51 0,45 0,71 27,03 7,02 5,70 -0,69
29 0,5 80,96 81,07 83,06 8821 | 3,47 1,70 0,23 2,29 -7,60 4,43 10,40 13,50
30 0,2 79,62 78,41 79,70 86,20 | 4,84 1,32 0,52 0,55 2,40 0,74 2,03 3,15
31 0,2 91,09 82,94 82,74 88,38 | 2,58 0,83 1,16 0,86 | -34,98 -4,20 0,18 -1,64
32 0,5 84,06 83,56 83,74 8893 | 1,62 0,82 0,75 0,26 7,43 -0,95 -0,55 -1,03
33 0,5 75,08 83,00 84,19 90,49 | 5,28 0,45 0,61 0,28 | -92,39 -13,55 -3,56 -3,19
34 0,2 84,91 84,37 84,36 90,28 | 3,45 1,30 0,67 0,53 33,77 2,35 -2,51 -1,21
35 1 - 80,26 88,77 100,85 - 2,66 4,52 1,56 - 7,89 -5,20 -3,15

36 0,5 83,26 83,52 85,70 91,03 | 1,79 0,97 2,05 1,70 15,47 8,68 13,66 3,12
37 0,5 83,56 81,37 84,89 91,08 | 3,83 0,66 1,18 0,80 -7,96 -2,92 -2,03 0,61
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6. Zavér

V ramci této diplomové prace byla vyvinuta PP-UHPLC-MS/MS metoda pro stanoveni 37

steroidnich latek v potkani plazmé.

V prvni fazi byly vybrany vhodné prekurzorové ionty a vybran ioniza¢ni mod. lonizace
v pozitivnim mddu byla vybrana pro vsechny analyty, kromé 25 (DHEA-S, m/z 390).
ProtoZze u nékterych sloucenin nebyly patrné protonované molekuly, musely byt jako
prekurzorové ionty vybrany ionty po odstépeni jedné ¢i vice molekul vody. Nasledné
byla provedena optimalizace parametrl iontového zdroje, vybér produktovych iontl a
optimalni kolizni energie pro definici 2 SRM prechod( pro kazdou latku. Pro latku 25

(DHEA-S, m/z 390) bylo mozné definovat pouze jeden SRM prechod.

Z divodu moznych kfiZzovych interferenci u latek se stejnou molekulovou hmotnosti, Ci
latek, které poskytuji stejné prekurzory, bylo nutné velkou ¢ast vyvoje metody vénovat
vybéru vhodné analytické kolony a optimalizaci gradientového profilu. Screening 7 kolon
poskytl nejlepsi vysledky pro kolonu BEH C18 (100 mm), a proto dalsi faze vyvoje metody
byla zaméfena na tento typ stacionarni faze, kdy byly zahrnuty jesté dalsi kolony s C18
fetézcem. Optimalizace pritoku a gradientu na koloné Cortecs C18 vedla k ziskani
metody, pfi které doslo k separaci vSech kritickych slouéenin kromé dvojice sloué¢enin 36
(DEXA, m/z 392) a 37 (BETA, m/z 392). Nicméné metoda byla akceptovatelnd, protoze
dana dvojice latek by se neméla vyskytovat v realnych vzorcich spolecné. Celkovy ¢as

analyzy véetné ekvilibrace je 20 min.

Optimalizace postupu proteinové precipitace byla provedena pomoci programu
MODDE. Testovany byly faktory: druh a objem precipita¢niho ¢inidla, ¢as precipitace a
Cas centrifugace. Zasadni vliv na vytéZnost jednotlivych slouéenin mél typ a objem
precipitacniho ¢inidla, vliv ostatnich faktord byl zanedbatelny. Po statistickém

zhodnoceni vysled(l testovaného modelu byl vybran optimalni postup (kapitola 4.9.3).

Na zavér bylo provedeno ovéreni validacnich parametrd, nicméné na zakladé vysledk(
Ize konstatovat, Ze pro nékteré analyty vysly velmi vysoké matricové efekty, a proto by

stdlo za zvazeni zménit druh pouzité upravy vzorku.
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8. Prilohy

Tabulka 24: Prehled analyzovanych steroidll 1 - 20 s uvedenou monoisotopickou hmotnosti.

Cislo Zkratka Trividlni nazev Systematicky nazev sumarni m/z
vzorec
1 PREG PREGNENOLONE 5-pregnen-3B-ol-20-on C21H3202 316,24
2 17a-OH-PREG 170-HYDROXYPREGNENOLONE 5-pregnen-3p, 17-diol-20-on C21H3203 332,24
3 P PROGESTERONE 4-pregnen-3, 20-dion C21H3002 314,22
4 17a -OH-P 170-HYDROXYPROGESTERONE 4-pregnen-17-ol-3, 20-dion C21H3003 330,22
5 170,20B3-OH-P 170, 20B-DIHYDROXYPROGESTERONE 4-pregnen-17, 20B-diol-3-on C21H3203 332,24
6 5a -DHP 5a-DIHYDROPROGESTERONE Sa-pregnan-3, 20-dion C21H320: 316,24
ALLODIHYDROPROGESTERONE
7 EPIALLO-PREG 5a-DIHYDROPREGNANOLONE Sa-pregnan-3p-ol-20-on C21H340: 318,26
EPIALLOPREGNANOLONE
8 ALLO-PREG ALLOPREGNANOLONE 5a-pregnan-3a-ol-20-on C21H3402 318,26
9 20a0-OH-P 20a-HYDROXYPROGESTERONE 4-pregnen-20a-ol-3-on C21H3202 316,24
10 11B-OH-P 11B3-HYDROXYPROGESTERONE 4-pregnen-11f-ol-3, 20-dion C21H3003 330,22
11 THDOC 21-HYDROXYPREGNANOLONE 5B-pregnan-3a, 21-diol-20-on C21H3403 334,25
TETRAHYDRODEOXYCORTICOSTERONE
12 ALLO-THDOC ALLOTETRAHYDRO DOC S5a-pregnan-3a, 21-diol-20-on C21H3403 334,25
13 11-DOC DESOXYCORTICOSTERONE 4-pregnen-21-ol-3, 20-dion C21H3003 330,22
11-DEOXYCORTICOSTERONE
14 CORT (B) CORTICOSTERONE 4-pregnen-114, 21-diol-3, 20-dion C21H3004 346,21
15 11-DHB 11-DEHYDROCORTICOSTERONE 4-pregnen-21-ol-3, 11, 20-trion C21H2804 344,20
16 5a-DHB 5a-DIHYDROCORTICOSTERONE 5a-pregnan-11p, 21-diol-3, 20-dion C21H3204 348,23
17 5B-DHB 5B-DIHYDROCORTICOSTERONE 5B-pregnan-11pB, 21-diol-3, 20-dion C21H3204 348,23
18 F CORTISOL 4-pregnen-11B, 17, 21-triol-3, 20-dion C21H300s 362,41
19 21-dF (S) 11-DESOXYCORTISOL 4-pregnen -17, 21-diol-3, 20-dion C21H3004 346,21
20 E CORTISONE 4-pregnen -17, 21-diol-3, 11, 20-trion C21H280s 360,19

92



Tabulka 25: Prehled analyzovanych steroidl 21 - 37 s uvedenou monoisotopickou hmotnosti.

Sumarni

Cislo Zkratka Trividlni nazev Systematicky nazev m/z
vzorec
21 ALDO ALDOSTERONE 4-pregnen -11B, 21-diol-3, 18, 20-trion C21H2505 360,19
22 T TESTOSTERONE 4-androsten-17b-ol-3-on Ci19H250; 288,21
23 5a-DHT 5a-DIHYDROTESTOSTERONE 5a-androstan--17f3-ol-3-on C19H300> 290,22
24 DHEA DHEA 5-androsten--33-ol-17-on C19H250; 288,22
25 DHEA-S DHEA SULPHATE, SODIUM SALT 5-androsten--3B-ol-17-on sulfat, sodna sl C19H27NaOsS 390,15
26 7a-OH-DHEA 7a-HYDROXYDHEA 5-androsten--3b, 7a-diol-17-on C19H2803 304,20
27 7B-OH-DHEA 7B-HYDROXYDHEA 5-androsten--3b, 7b-diol-17-on C19H2803 304,20
28 7-OXO-DHEA 7-OXODHEA 5-androsten--3b, ol-7, 17-dion C19H2603 302,19
29 A4 ANDROSTENEDIONE 4-androsten--3,17-dion C19H260> 286,19
30 EpiAST EPIANDROSTERONE 5a-androstan -3B-ol-17-on Ci19H3003 290,22
31 AST ANDROSTERONE 5a-androstan -3a-ol-17-on C19H300: 290,22
32 5a-DION ANDROSTANEDIONE S5a-androstan -3, 17-dion Ci9H230; 288,21
33 5B-DION ANDROSTANEDIONE(5B) 5B-androstan -3, 17-dion C19H230; 288,21
34 3a-DIOL 17B-DIHYDROANDROSTERONE 5a-androstan-3a, 17B-diol C19H3,0; 292,24
35 3B-DIOL DIHYDROANDROSTERONE 5a-androstan-3b, 17B-diol C19H3:,0; 292,24
11B,16a-9-Fluoro-11,17,21-trihydroxy- C22H29FOs

36 DEXA DEXAMETHASONE 16a-methylpregna-1,4-diene-3,20-dione 392,20
37 BETA BETAMETHASONE 9a-Fluoro-118,17a,21-trihydroxy- C22H29FOs 392,20

16B-methylpregna-1,4-diene-3,20-dione
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