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Nazov diplomovej prace: Vyvoj a validace SLE metody pro Upravu plasmy pied
UHPLC-MS/MS analyzou pro stanoveni steroidi.

Presné a spol'ahlivé stanovenie koncentracii endogénnych steroidov je nevyhnutnou
stcast’ou vyskumu mnohych biologickych otazok. Cielom tejto prace bolo preto vyvinut
metddu pripravy vzorky, ktord bude nasledne pouzita pre analyzu vzoriek mysSej plazmy
s cielom sledovat’ vplyv akatneho a chronického stresu na plazmatické koncentracie
vybranych steroidnych hormoénov. Set analyzovanych steroidov bol preto zostaveny na
zéklade poziadaviek Fyziologického Ustavu Akadémie vied Ceskej republiky, ktory
vykonaval biologické experimenty.

Tato praca sa venovala vyvoju a optimalizacii metddy pripravy vzorky pre analyzu 38
steroidnych horménov, ktoré boli nasledne profilované/kvantifikované za pouzitia ultra-
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie v spojeni standemovou hmotnostnou
spektrometriou (UHPLC-MS/MS). V ramci diplomovej prace boli porovnavané dve
metddy pripravy vzorky: proteinova precipitacia (PP) a extrakcia z kvapaliny do
kvapaliny s vyuzitim inertného nosi¢a (SLE). V ramci optimalizdcie PP metody bola
testovand metoda samotna, metdda v spojeni s enzymatickou hydrolyzou a s vyuzitim
fosfatového tlmivého roztoku. Bolo tiez optimalizované zlozenie precipitaéného Cinidla,
pricom najvyssie hodnoty vytaznosti boli dosiahnuté pri pouziti acetonitrilu. Najvyssie
hodnoty vytaznosti spomedzi spominanych metod boli dosiahnuté pri samotnej PP a to
>50% s RSD <15% u vécSiny analytov. Tato metoda vSak bola zat'azend vyznamnymi
matricovymi efektmi, preto bola metdoda PP d’alej porovndvana so SLE metodou.

V ramci vyvoja SLE metddy bolo optimalizovanych niekolko parametrov vratane
objemu nanasanej vzorky, zlozenia a objemu extrak¢ného c¢inidla a poctu krokov
extrakcie. Optimalizované zloZenie nanaSanej vzorky pozostavalo zo 40 pl plazmy
nariedenej 40 pl 50% isopropanolu a 320 pl vody. Ako extrakéné Cinidlo bola vybrana
kombinacia metyl-terc-butyléteru a etylacetatu v pomere 80:20. Takto optimalizovana
metoda umoznila dosiahnut’ vytaznost’ vacsiny stanovovanych analytov >60% s RSD
<15%. SLE vykazovala oproti PP niekol’ko vyhod, medzi ktoré patrili vysSia vytaznost’
a opakovatelnost’. Vyslednd metdda bola validovana podl'a medzindrodnych smernic
ICH M10/EMA. Metdda sa tak osvedcila ako vhodna pre rychlu a presnu kvantifikaciu
plazmatickych steroidov a moze byt vyuzita pre analyzu ich stresovo zavislych zmien.

Krucové slova: proteinova precipitacia, extrakcia z kvapaliny do kvapaliny s vyuzitim
inertného nosi¢a, hmotnostnd spektrometria, ultra-vysokouc¢inna kvapalinova
chromatografia, optimalizécia, validacia
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Analytical Chemistry

Candidate: Dominika Dubecova

Supervisor: PharmDr. Katefina Plachkd, Ph.D.

Consultant: Mgr. Tat’ana Gazarkova

Title of the diploma thesis: Development and validation of SLE method for plasma
retreatment prior UHPLC-MS/MS analysis for the determination of steroids

Accurate and reliable determination of endogenous steroid concentrations is an
essential part of research into many biological questions. The aim of this work was to
develop a sample preparation method that will be subsequently used for the analysis of
mouse plasma samples to monitor the effect of acute and chronic stress on the plasma
concentration of selected steroid hormones. The set of analysed steroids was compiled
based on the requirements of the Institute of Physiology of the Academy of Sciences of
the Czech Republic; which carried out the biological experiments.

This diploma thesis focused on the development and optimalization of a sample
preparation method for the analysis of 38 steroid hormones; which were subsequently
analysed using ultra-high-performance liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS). Two sample preparation methods were compared
within this thesis: protein precipitation (PP) and supported liquid extraction (SLE). The
PP method was tested alone; in conjunction with enzymatic hydrolysis and using
phosphate buffer solution to optimise the PP method. The composition of the precipitation
reagent was also optimized; with the highest recovery achieved using acetonitrile. The
highest recovery among the mentioned methods was obtained with PP achieving values
of >50% s RSD <15% for most analytes. However; this method was burdened by
significant matrix effects; therefore the PP method was further compared with the SLE
method.

Several parameters were optimized during the development of SLE method including
sample load volume; extraction solvent composition and its volume; and the number of
extraction steps. The optimized composition of the loaded sample included 40 pL of
mouse plasma diluted by 40 pL of 50% 2-propanol and 320 pL of water. A combination
of methyl-tert-butyl ether and ethyl acetate in a ratio of 80:20 (v/v) was selected as
extraction solvent. The optimized SLE method enabled to obtain the recovery of > 60%
with RSD <15% for majority of the targeted steroids. SLE showed several advantages
over PP; including higher recovery and repeatability. The final method was validated
according to the ICH M10/EMA guideline. The method was proven to be suitable for fast
and precise quantification of plasmatic steroids and can be used for analysis of its stress-
dependent changes.

Key words: protein precipitation, supported liquid extraction, mass spectrometry, ultra-
high-performance liquid chromatography, optimalization, validation
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Z.oznam skratiek

ACN — acetonitril

APCI — chemické ionizacia za atmosférického tlaku

APPI — fotoionizacia za atmosférického tlaku

DCM — dichlérmetan

DLLME — disperzna mikroextrakcia z kvapaliny do kvapaliny

EH - enzymatické hydrolyza

EI — elektronové ionizacia

ELSD — odparovaci detektor rozptylu svetla

EMA — Europska liekova agentura

EME — elektromembranova mikroextrakcia

ESI — ionizécia elektrosprejom

EtAc — etylacetat

EtOH — etanol

FA —kyselina mrav¢ia

GC — plynovéa chromatografia

HEX — hexan

HIC — hydrofébna interakéna chromatografia

HILIC — hydrofilna interak¢na chromatografia

HPLC — vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia

HSD — hydroxysteroid dehydrogenaza

CHLFR - chloroform

ICH — Medzinarodnéa rada pre zosuladenie technickych poziadaviek na lieky na
humanne pouzitie

IPA — propan-2-ol

LC — kvapalinovéa chromatografia

LIT — line4rna i6nova pasca

LLE — extrakcia z kvapaliny do kvapaliny

LPME — mikroextrakcia z kvapalnej fazy

MeOH — metanol

MS — hmotnostna spektrometria

MS/MS — tandemova hmotnostna spektrometria

MTBE — metyl-terc-butyléter

NP — normalne fazy

PP — proteinova precipitacia

PT-uSPE — mikroextrakcia na tuhtl fAzu v pipetovej Spicke

Q — kvadrupol

QIT — kvandrupolovéa i6nova pasca

QqQ — trojity kvadrupol

RP —reverzné fazy

RSD - relativna smerodajna odchylka

SBSE — sorp¢na extrakcia na mieSacej ty€inke
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SFC — superkriticka fluidna chromatografia

SLE — extrakcia z kvapaliny do kvapaliny s vyuzitim inertného nosica

SPE — extrakcia na tuht fazu

SPME — mikroextrakcia na tuhu fazu

SRM — selektivny zdznam vybranej reakcie

TCA — kyselina trichléroctova

TOF — analyzator doby letu

TR — fosfatovy tlmivy roztok

UHPLC — ultra-vysokou¢inna kvapalinova chromatografia

UHPLC-MS/MS — ultra-vysokouc¢inné kvapalinova chromatografia v spojeni
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou



1.Uvod

Steroidy su molekuly nachadzajuce sa v zivych organizmoch nevyhnutné pre bune¢né
Struktiry a systémové ¢i lokalne signdlne dradhy. Hraju doélezitu tlohu v mnohych
fyziologickych procesoch a zmeny v ich Struktare alebo hladindch tak moézu vyustit’
v Siroku Skalu r6znych poruch [1, 2].

Steroidné hormoény sa syntetizuji z cholesterolu a ako zaklad Struktiry obsahuju
cyklopentanoperhydrofenantrénovy kruh [5]. Na zaklade obmien tohto skeletu sa
nasledne delia na estrogény, androgény, gestagény, glukokortikoidy a mineralokortikoidy
[6-8].

Steroidné hormoény su latky povahy vel'mi slabych kyselin a ¢asto sa jedna o polohové
izoméry alebo stereoizoméry, ¢o zna¢ne komplikuje ich analyzu. Pri analyze steroidnych
hormonov sa uplatiiuji rozne chromatografické metddy a typy detekcie, najCastejsie vSak
kvapalinova chromatografia s hmotnostnou detekciou (LC-MS). Analyzou steroidnych
hormonov sa zaoberalo mnozstvo publikovanych prac, ziadna vSak v rozsahu tejto
diplomovej prace [28, 48-60].

Metoda pripravy vzorky ma zasadny vplyv na cas analyzy a najmd na kvalitu
nameranych dat. Je to proces manualne a ¢asovo narocny a nachylny na vznik chyby.
Detailnd optimalizadcia metddy pripravy vzorky je preto dolezitym krokom kazdej
bioanalytickej metédy. Zvolena metéda pripravy vzorky musi spiiat’ niekolko
podmienok vratane dostato¢nej vytaznosti, opakovatelnosti, vysokej priepustnosti
a zaroven by mala zarucit’ ¢o najlepsie precistenie od matrice. NajcastejSie pouzivanymi
metddami v analyze steroidnych hormoénov st klasické metddy — proteinova precipitacia
(PP), extrakcia na tuhu fazu (SPE) a extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (LLE), ich
miniaturizované modifikacie ¢i moderné metody ako napr. SLE [15,16].

SLE je moderny trend vychadzajuci z klasickej metody LLE vhodny pre pripravu
vzoriek biologickych tekutin zabezpecujlci rychle, jednoduché a efektivne odstranenie
vo vzorke obsiahnutych proteinov a inych interferujiicich latok matrice [26-30]. Preto
bola SLE metdda s moznost'ou automatizdcie porovnand v ramci tejto prace s klasickou
metodou PP.
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2. Ciel’ prace

Cielom diplomovej prace bol vyvoj a optimalizacia metody pripravy vzorky pre
naslednu analyzu 38 steroidnych horménov obsiahnutych v plazme pomocou ultra-
vysokoucinnej kvapalinove] chromatografie v spojeni standemovou hmotnostnou
spektrometriou (UHPLC-MS/MS).

Boli porovnané dve metddy pripravy vzoriek a to klasickd PP a poloautomatizovana
SLE. Obe metody bolo nutné dokladne optimalizovat’ za i¢elom dosiahnutia ¢o najvyssej

V ramci optimalizacie PP boli porovnavané Styri precipitacné ¢inidla. Testované bolo
taktiez pridanie fosfatového tlmivého roztoku s cielom zabranit' zmendm ionizanych
stavov analytov a podrobenie vzoriek enzymatickej hydrolyze s ciel'om narusit’ ich vizbu
na glukuronid.

V ramci vyvoja SLE metddy bolo nutné optimalizovat’ extrakéné €inidlo z hl'adiska
jeho zloZenia a pouzitého objemu, mnozstvo vzorky nandsanej na SLE dosticku a pocet
extrakénych krokov.

Na zaver bolo nutné findlnu SLE metddu validovat’ podl'a medzindrodnych smernic
ICH10/EMA. Validacia prebehla rovnakym spdsobom na dvoch manifoldoch —
analogovom a poloautomatizovanom, aby bolo mozné oba manifoldy porovnat a
vyzdvihnut tak ich vyhody a nevyhody.
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3. Teoreticka ¢ast’

3.1 Steroidy

Steroidy st molekuly nachadzajice sa v Zivych organizmoch. Su nevyhnutné pre
formovanie bunecnych Struktlr a taktieZ ako systémové a lokdlne signalne molekuly.
Steroidné hormoény hraju tlohu v mnohych fyziologickych procesoch ako su regulacia
vody, rovnovédha elektrolytov, metabolizmus, stresova odpoved’ organizmu, zapalové
reakcie €1 reprodukcia. Preto aj ich malé Struktirne zmeny mozu vyustit' v dramatické
funkéné zmeny a endokrinné poruchy ako su kongenitdlna adrendlna hyperplazia,
Cushingov syndrom, syndrom polycystickych vaje¢nikov, primarny aldosteronizmus
a hormonélne zavislé nddory prostaty a prsnika. Presnd kvantifikcia steroidnych
hormoénov je tak esencialna pre vyskumné aj diagnostické tcely [1, 2].

Vyznamné su taktiez syntetické steroidy zo skupiny glukokortikoidov — betametazon
a dexametazon. Jedna sa o epiméry a jediny rozdiel v ich Struktire je rozdielna orientacia
metylovej skupiny na uhliku C16. Samotné a ich estery su kvoli svojim protizapalovym
a imunosupresivhym ucinkom sucastou krémov, o¢nych a uSnych kvapiek a tabliet.
Vyuzivaju sa taktiez na lieCbu obstrukcii dychacich ciest [3, 4].

3.1.1 Struktura a klasifikacia steroidov

Prirodzene sa vyskytujice steroidné hormény st syntetizované z cholesterolu. Vo
svojej Struktire tak obsahuju cyklopentanoperhydrofenantrénovy kruh — Struktiru
pozostavajucu zo Styroch uhlovodikovych kruhov, oznacenych a ¢islovanych podla
Obrazku ¢. 1 [5].

Obrazok ¢. 1: Struktira cyklopentanoperhydrofenantrénového kruhu. Zdroj: ChemDraw

Fyziologické funkcie jednotlivych horménov st determinované modifikaciou tejto
zékladnej steroidnej Struktiry — moze ist’ o poziciu a pocet hydroxylovych ¢i keto skupin
alebo polohu dvojitej vdzby. Prirodzene sa vyskytujuce, klinicky vyznamné steroidné
hormony moézu byt kategorizované na zaklade poctu uhlikovych atomov v steroidnom
skelete (Obrazok ¢. 2):

- CI18 steroidy (estrany): oznaCované tiez ako zenské pohlavné hormony.
Syntetizuju sa primarne vo vaje¢nikoch a nadobli¢kach.
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- C19 steroidy (androstany): oznafované tiez ako muzské pohlavné hormoény.
Syntetizuji sa primarne v semennikoch (Leydigovych bunkéach) a v menSom
mnoZzstve v nadobli¢kach.

- C21 steroidy (pregnany): su syntetizované primarne v nadoblickéch. Do tejto
skupiny steroidnych hormoénov patria dve podskupiny — glukokortikoidy
(kortizol) a mineralokortikoidy (aldosterén) [6, 7]. Patri sem taktiez
progesterdn, zensky pohlavny hormon, syntetizovany primarne v Zltom teliesku
a v placente [8].

C18 steroidy C19 steroidy

C21 steroidy

Obrazok ¢. 2: Zobrazenie zakladného steroidného skeletu C21, C19 a CI8 steroidov.
Zdroj: ChemDraw

3.1.2 Syntéza steroidnych hormoénov

Steroidné hormoény st produkované v procese zvanom steroidogenéza. Tento proces
prebicha najmi v nadoblickach (zona glomerulosa, zona fasciculata, zona retikularis),
v gonddach (v Leydigovych bunkich semennikov a granul6znych bunkach a v théca
bunkach vajecnikov) a v placente (v syncytiotrofoblastoch). Niektoré steroidné hormony,
nazyvané neurosteroidy, sa tvoria v mozgu (v gliovych bunkach a neurénoch) [6, 9].

Tkaniva, v ktorych prebieha steroidogenéza vyuzivaju cholesterol ako vychodiskova
molekulu v syntéze pregnenolonu — prekurzorového steroidu v biosyntéze steroidnych
hormoénov. Cholesterol méze pochadzat’ z viacerych zdrojov. Patria medzi ne:

- Syntéza de novo v endoplazmatickom retikule

- Plazmatické lipoproteiny

- Hydrolyza cholesterylesterov ulozenych v lipidovych kvapkach
- Cholesterol z plazmatickych membran

Dve hlavné triedy enzymov podiel’'ajucich sa na tvorbe steroidnych hormoénov su:
cytochrom P450 (konkrétne CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1 CYP11B2, CYP21Al
a CYP21A2) ahydroxysteroid dehydrogenazy (HSD). HSD sa dalej delia na
dehydrogenazy s kratkym retazcom a aldo-keto reduktdzy. Prikladom je
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17B-hydroxysteroid dehydrogendza, ktord konvertuje inaktivne 17-keto-steroidy na
aktivne 17B-hydroxy formy alebo opacne [6, 10, 11]. Schéma syntézy steroidov je
uvedena na Obrazku €. 3.

Progesterone
(P4)

o
Ho/ﬁ% {roepi ﬁimwkdmm @u (E1)

androsterone (DHEA) (A-dione) .
l I Sulfatase (STS) :

.:?‘/ s
19A ~

20 OH
wOH
Estriol (E3)
| | o W | ) i .
(Aromatase) \-\\
\w _ C
Dehydroepi lestosterone -

androsterone (TES) (E2)
sulfate (DHEA-S)

Estradiol

Obrazok ¢. 3: Biosyntéza steroidnych hormonov z cholesterolu. Prevzaté z referencie

[12].
3.1.3 Metabolizmus steroidnych horménov

Metabolizmus steroidnych hormoénov pozostdva z dvoch faz. Prva faza zahtfia
redukciu, oxidaciu a hydroxylaciu daného steroidu. Androgény, glukokortikoidy,
mineralokortikoidy a progestiny podliehaji redukcii po ktorej nasleduje hydroxylacia.
Tento proces zahtiia enzymy: Sa alebo 5B-reduktazu a HSD. Tieto reduktazy zabezpecuju
redukciu dvojitej vizby v polohe C4 a C5 horménu. HSD zabezpecuje hydroxylaciu
v polohe C3 steroidu. Estrogény maju odlisny metabolizmus kvoli aromatickému kruhu
A a dochadza u nich primarne k hydroxylécii na estron. Ciel'om druhej fazy metabolizmu
je znizenie hydrofobicity molekul, aby sa mohli nésledne renalne eliminovat’. Dochadza
preto ku konjugécii steroidného hormonu so sulfatom alebo glukuronidom v polohe C3.
Vicsina metabolitov podlieha konjugacii prave s glukuronidom aiba niektoré, ako
napriklad DHEA, so sulfatom [6].

K inaktivacii — konverzii biologicky aktivnej latky na neaktivnu latku — steroidnych
hormoénov dochadza najmé v pe€eni, v mensej miere v oblickach a v ¢revach. V peceni
je redukcia v prvej faze metabolizmu inaktivaény proces, neplati to vSak je vSetky
tkanivd, napr. Soa-dihydrotestosteréon sa tvori v prostate aje eSte ucinnejSi nez
testosteron [5].
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3.1.4 Steroidy analyzované v tejto praci

Ciel'om prace bolo vyvinut’ metoédu pripravy vzorky, ktord bude néasledne pouzité pre
analyzu vzoriek mySej plazmy s cielom sledovat’ vplyv akttneho a chronického stresu na
plazmaticku koncentraciu steroidnych hormoénov. Set analyzovanych steroidov bol preto
zostaveny na zaklade poziadaviek Fyziologického Ustavu Akadémie vied Ceskej
republiky, ktory vykonaval biologické experimenty.

Nézvoslovie a vybrané fyzikalne chemické vlastnosti analyzovanych steroidnych latok
zobrazuje Tabulka ¢. 1. Podl'a logP (rozdel'ovaci koeficient systému oktanol-voda) ide
vacSinou o lipofilné latky nepresahujuce hodnoty logP 4,61, dobre rozpustné
v acetonitrile a metanole. Vynimkou je polarnejsi ALDO (21) s hodnotou logP 0,06.

Parameter pKa (zéaporny dekadicky logaritmus disociacnej konstanty pre kyseliny) sa
pohybuje v rozmedzi 10,46 — 18,92, jedna sa teda o vel'mi slabé kyseliny.

Molekulova hmotnost’ testovanych analytov sa pohybuje v rozmedzi 286,19 — 393,21.
Strukturne sa ¢asto jedna o polohové izoméry alebo stereoizoméry vykazujice rovnaky
sumarny vzorec a molekulovi hmotnost’. Tabulky ¢. 1-5 uvadzaju steroidy analyzované
v tejto praci a ich vybrané parametre.
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Tabulka ¢. 1: Zoznam steroidov analyzovanych v tejto praci a ich fyzikdlne chemické vlastnosti. Nizsie uvedené fyzikalne chemické viastnosti boli
ziskané z databdz SciFinder, PubChem a ChemDraw. Dvojice latok majiice rovnakii hmotu sii vyznacené rovnakou farbou. C. — ¢islo analytu, m/z
— pomer hmotnosti a naboja, logP — rozdelovaci koeficient systemu oktanol-voda, pKa — zaporny dekadicky logaritmus disociacnej konstanty pre

kyseliny, N/A - nendjdené

C.  Trivialny nazor Skratka Systematicky nazov Sumarny vzorec m/z logP pKa

1 pregnenolon P5 5-pregnen-3[-o0l-20-on C21H3,0; 316,24 3,98 15,00
2 17-hydroxypregnenolon 1700OHP5 5-pregnen-3,17-diol-20-on C21H3,03 332,24 2,56 13,02
3 progesteron P4 4-pregnen-3,20-dion C21H300:2 314,22 3,78 18,92
4 17a-hydroxyprogesterén 170OHP4 4-pregnen-17-0l-3,20-dion C21H3003 330,22 2,36 13,03
5 170,20B-dihydroxyprogesteron 170,20OHP4 4-pregnen-17,20B-diol-3-on C11H3,03 332,24 2,770 14,79
6 Sa-dihydroprogesteron SaDHP4 Sa-pregnan-3,20-dion C21H»0, 316,24 4,61 N/A

7 epiallopregnanolon EPIALLO-P-ONE  5Sa-pregnan-3f3-0l-20-on C21H340, 318,26 4,46 15,12
8 allopregnanolon ALLO-P-ONE Sa-pregnan-3a-ol-20-on C21H3402 318,26 4,46 15,12
9 20a-hydroxyprogesteron 20aOHP4 4-pregnen-200-0l-3-on C21H3,0; 316,24 3,62 14,69
10  11B-hydroxyprogesteron 11pOHP4 4-pregnen-11p-0l-3,20-dion C21H3003 330,22 2,62 14,52
11  tetrahydrodesoxykortikosteron THDOC 5B-pregnan-3a,21-diol-20-on C11H3403 334,25 3,10 12,98
12 allotetrahydrodesoxykortikosteron ~ ALLO-THDOC Sa-pregnan-3a,21-diol-20-on C21H3403 334,25 3,10 12,98
13 11-deoxykortikosteron 11DOC 4-pregnen-21-o0l-3,20-dion C21H3003 330,22 242 12,98
14  kortikosteron B 4-pregnen-11p, 21-diol-3,20-dion C21H3004 346,21 1,26 12,98
15  11-dehydrokortikosterén 11DHC 4-pregnen-21-0l-3,11,20-trion C21H2304 34420 1,58 12,95
16  Sa-dihydrokortikosteron 5aDHC Sa-pregnan-11f, 21-diol-3,20-dion C21H3,04 34823 2,09 12,98
17  5B-dihydrokortikosterén SBDHC 5B-pregnan-11p, 21-diol-3,20-dion Ca1H304 348,23 2,09 12,98
18  kortizol F 4-pregnen-11p,17,21-triol-3,20-dion C21H300s5 362,21 0,50 12,47
19 11-deoxykortizol 11DOCSOL 4-pregnen-17,21-diol-3,20-dion C11H3004 346,21 1,66 12,64
20 Kkortizoén E 4-pregnen-17,21-diol-3,11,20-trion C11H2505 360,19 0,82 12,37
21  aldosteron ALDO 4-pregnen-11p,21-diol-3,18,20-trion C,1H2505 360,19 0,06 12,98
22  testosteron T 4-androsten-17f3-o0l-3-on C19H250: 288,21 3,31 15,06
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23
24

25

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

Sa-dihydrotestosteron
dehydroepiandrosteron

DHEA sulfat, sodna sol’

7a-hydroxyDHEA
7b-hydroxyDHEA
7-oxoDHEA
androsténdion

S5aDHT
DHEA

DHEA-S

700HDHEA
7BOHDHEA
70XODHEA
Ad

Sa-androstan-17f-o0l-3-on
S-androsten-3f3-ol-17-on
5-androsten-3f-ol-17-on sulfat,
sodna sol’
S-androsten-3f,7a-diol-17-on
S-androsten-3f3,73-diol-17-on
5-androsten-3f,0l-7,17-dion
4-androsten-3,17-dion

C1oH3002
C19H2302

C 1 9H28Na0 5S
Ci9H2503
C19H2503
Ci19H2603
Ci9H260:

290,44
288,21

390,15

304,42
304,42
302,19
286,19

3,85
3,71

2,80

2,69
2,69
2,55
3,50

15,08
15,02

N/A

14,06
14,06
14,67
N/A

9a-fluoro-11p,17a,21-trihydroxy-16a-

dexametazon DEXA methylpregnan-1,4-dien-3,20-dion CaH20FOs 39321 2,03 12,13
, 9a-fluoro-11p,17a,21-trihydroxy-168-

betametazon BETA methylpregna-1 4-dien-3,20-dion CaH20FOs 393,21 2,03 12,13

B-estradiol B-ESTRADIOL 17p-estradiol Ci3Hs50, 253,03 3,91 10,46
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Tabulka ¢. 2: Prehlad C21 steroidnych horménov analyzovanych v tejto praci uvddzajici substituenty. Cislovanie jednotlivych uhlikov (C¥)
zodpovedd cislovaniu uvedenom na Obrazku ¢.1. C. — ¢islo analytu priradené podla Tabulky ¢. 1
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Tabulka ¢ 3: Prehlad C19 steroidnych horménov analyzovanych v tejto prdaci uvddzajiici substituenty. Cislovanie jednotlivych uhlikov (C*)
zodpovedd cislovaniu uvedenom na Obrazku ¢.1. C. — ¢islo analytu priradené podla Tabulky ¢. 1

C. Skratka C? ct Cs C® C’ cH cv
_ 5 _ 4

22 T ) / =C =C - - - o™
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24 DHEA - =C° =3 - -
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— (6 5
28 70XODHEA - =C° C’
HO O/ O/
29 A4 C’ =C* -
0/ o///
30 EPI-AN HO™™ - - . P
31 AN HO“““““‘ - - O/
32 50DHA4 - -
O/ O/
33 5BDHA4 - -
0/ o/
34 3aAdiol HO""“““N - - HO(’
35 3BAdiol HO™™ - - Ho™
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Tabulka ¢&. 4: Prehlad syntetickych steroidnych horménov analyzovanych v tejto praci uvadzajiici substituenty. Cislovanie jednotlivych uhlikov
(C*) zodpovedad cislovaniu uvedenom na Obrdziku ¢.1. C. — ¢islo analytu priradené podla Tabulky ¢. 1

W

C. Skratka C! c? c! c’ c! C'e cv

—(2 ekl e o]
36 DEXA C . // C F e HO - ||_l,'.'ll1ll'll'“ H )L/
! OH

(2 —S e h
37 BETA C 5 / C i HO™™ —n 10 JVH

Tabulka ¢. 5: Prehlad C18 steroidnych horménov analyzovanych v tejto praci uvdadzajiici ich substituenty. Cislovanie jednotlivych uhlikov (C*)
zodpovedd cislovaniu uvedenom na Obrazku ¢.1. C. — cislo analytu priradené podla Tabulky ¢. 1

C. Skratka Kruh A c cv
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3.2 Metody pripravy vzorky

Vzorka zozbierand k analyze je zmesou analytu, interferencii a matrice. Kvoli svojmu
zloZeniu vécsina vzoriek nie je vhodné k priamej analyze a musi byt najprv upravena.
Takato uprava sa oznacuje ako priprava vzorky a vykonava sa s cielom modifikovania
vzorky na formu, ktora je vhodna pre zamysl'anu analyzu. Priprava vzorky je manuélne
aj Casovo naro¢na a je to proces nachylny na vznik chyby. Ma zasadny vplyv na celkovy
Cas analyzy a najmi na kvalitu nameranych dat, preto je vyber a optimalizacia vhodne;j
metddy klucovym faktorom zodpovedajucim za tUspech analyzy a spolahlivost’
a presnost’ vysledkov [13, 14].

Najcastejsie pouzivané metoddy v analyze steroidnych horménov st klasické metody
PP, SPE, LLE a moderna metdda SLE [15, 16].

Nasledujuca kapitola obsahuje stihrn klasickych metdd a modernych trendov pripravy
vzorky. Tato praca bola zamerana na optimalizaciu metédy PP a SLE, preto budi v tejto
kapitole detailnejSie popisané predovsetkym tieto metody.

3.2.1 Proteinova precipitacia

PP je Siroko rozSirena metdda pripravy vzorky pred chromatografickou analyzou
spojena predovsetkym s detekciou pomocou hmotnostnej spektrometrie (MS) [17]. Je
vhodné pre matrice s vy$§im obsahom proteinov ako s sérum, plazma ¢i plné krv. Jej
vyhodami su jednoduchost’, minimélne straty vzorky, lacné reaktanty, relativne nizka
pracovna zat'az, Siroka aplikovatel'nost’ a jednoduchost’ automatizacie [19]. Nevyhodou
vsak je, ze vo vzorke aj nad’alej zostavaju interferencie, ktoré mozu komplikovat’ analyzu,
napr. kvoli koelucii ¢i ovplyvneniu detekcie pri pouziti MS. MoéZe sa tak zniZovat’
citlivost’, reprodukovatelnost’ a selektivita metody [7, 18].

Pri PP sa pouzivajl rozne precipitacné ¢inidla:

- kyseliny: kyselina trichléroctova (TCA), kyselina chlorovodikova (HCI)
- organické rozpustadla: acetonitril (ACN), metanol (MeOH), etanol (EtOH)
- soli viacmocnych kovov: siran zino¢naty

V pripade kyselin a organickych rozpustadiel dochadza v désledku zmeny pH alebo
hydrofobicity k zmenam interakcii medzi proteinmi a vodnym prostredim. V pripade soli
kovov dochddza k tvorbe vézieb s funkénymi skupinami proteinov. Dochadza k
rozruSenie intramolekularnych interakcii a proteiny denaturuju, agreguji a vypadavaju
z roztoku [18]. Princip PP je nasledovny: vzorky st najprv zmiesané s 3-5 nasobnym
mnozstvom precipitaného ¢inidla ako je vlastny objem vzorky. Dojde k precipitacii
a nasledne sa vyuzije centrifugacia alebo filtracia na oddelenie supernatantu a precipitatu.
Supernatant moze byt priamo nastrekovany do kvapalinového chromatografického
syst¢ému (LC) alebo vysuSeny a rekonstituovany v LC mobilnej faze na zaistenie
pozadovanej koncentracie vzorky a kompatibility s mobilnou fazou [17, 18].

3.2.2 Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny

Jedna sa o jednu z najstarSich a najviac pouzivanych metdd pripravy vzorky, ktord je
vyuziteI'nd pre Siroké spektrum biologickych materidlov ako su krv, moc¢ alebo zI¢. Jej
vyhodami su vyssia selektivita oproti PP, kratky vyvoj metddy a finan¢na nenarocnost’.
Nevyhodami su vsak pouzitie velkého mnozstva organickych rozpusStadiel, tvorba
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emulzii a ¢asto nutna niekol’kondsobné extrakcia, ¢im sa predlZzuje trvanie metddy [13,
19].

LLE je zalozena na principe rozdelovania analytov (ktor¢ by mali vykazovat
dostato¢ne vysoky rozdel'ovaci koeficient) medzi dve vzajomne nemiesite'né kvapaliny
— polarnu anepoladrnu. Dochadza k prestupu analyzovanych latok do nepolarneho
extrak¢éného Cinidla a tak k ich separacii od vodnej zlozky vzorky. Beznymi extrakénymi
¢inidlami st: dichlérmetan (DCM), chloroform (CHLFR), n-butylchlorid, toluén a hexan
(HEX). Na podporu extrakcie je vhodné systém trepat’, no prili§ intenzivne trepanie moze
spdsobovat’ tvorbu emulzii [19].

Extrakciu je taktiez mozné podporit’ procesom vysolovania za pouzitia chloridu
sodného, rozpustného vo vodnej faze. Analyty prechddzaji do organickej fazy
v neionizovanej forme, preto je dolezita vhodna uprava pH vodnej fazy [19]. Na zniZenie
rizika interferencii je ¢asto vyzadovana spétna extrakcia potencialne interferujucich latok
matrice do malého mnozstva polarneho rozptstadla, napr. MeOH [20].

Postup LLE je nasledovny: vodna fdza (vzorka), obsahujuca analyty, je zmieSana
s organickou fazou tvorenou extrakénym cinidlom. Pri trepani systému dochadza
k rozdelovaniu analytu medzi polarnu a nepolarnu zloZzku systému. Extrakcia moZze
podla potreby prebehnut’ viackrat, pricom organickd faza je po kazdej extrakcii
odvadzana a jednotlivé frakcie st ndsledne spojené. Organicka faza je vysuSena,
rozpust'adlo je nasledne odparené a vzorka je rekonstituovand v LC mobilnej faze [21].

3.2.3 Extrakcia na tuhu fazu

V snahe eliminovat’ vysSie spominané nevyhody LLE, najmid vysok spotrebu
organickych rozpustadiel, bola vyvinutd metéda SPE [13, 22]. Jedna sa o jednoduchu
metodu s vysokou selektivitou pre ktora je dostupny Siroky vyber sorbentov — nepolarne
sorbenty C18, C8 alebo polarne sorbenty (silikagél, oxid hlinity, florisil ¢i rézne
polyméry). MnoZstvo rozpustadla, ktoré sa pri SPE vyuZziva je redukované. Metdda ma
vSak aj svoje nevyhody medzi ktoré patri jej komplexnost’, vysoka cena a neexistencia
univerzalneho sorbentu [13, 18, 23].

SPE je metdda zalozena na principe rozdel'ovania latok medzi kvapalinu a pevnu fazu
(sorbent). Analyty si na sorbente zadrziavané nasledovnymi mechanizmami:
mechanizmom adsorpcie (SPE na reverznych fazach) alebo mechanizmom i6novej
vymeny (viacmodalne SPE) [18, 24].

Prevedenie metddy je nasledovné: v prvom kroku je nutné zmacanie sorbentu,
presnejSie jeho funkénych skupin, za icelom jeho aktivacie. Na to sa najCastejsSie vyuziva
MeOH alebo ACN. Nasleduje kondicionovanie sorbentu rozpustadlom co
najpodobnejsim rozpustadlu aplikovanej vzorky. Po naneseni vzorky na sorbent dojde
k interakciam medzi analytom a stacionarnou fazou. Sorbent sa niekolkokrat premyje
premyvacim ¢inidlom, aby bolo zaistené odstranenie matrice a interferujiicich latok.
Sorbent je potom vysuSeny vzduchom alebo dusikom za ucelom odstranenia zvyskove;j
vody a premyvacieho Cinidla. Na sorbent je nanesené elu¢né ¢inidlo, ¢im s analyty
vymyté zo staciondrnej fazy a zozbierané pre analyzu. VicSina protokolov vyZzaduje
odparenie nepolarneho organického rozpustadla a ndsledni rekonstituciu analytov
v rozpustadle kompatibilnom s LC-MS systémom [18, 23].
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3.2.4 Moderné¢ trendy v priprave vzorky

Medzi moderné trendy v priprave vzoriek patria miniaturizdcia a automatizacia.
Cielom miniaturizicie je znizenie mnoZzstva pouZitych rozpustadiel, vzoriek
a chemickych reagentov a skratenie Casu pripravy vzorky. Nevyhodami
neautomatizovanej metody je totiz dlhy Cas potrebny k analyze, komplexnost’ prevedenia
a vysSia moznost’ analytickej chyby. Vyznamom automatizicie je teda zvySenie
priepustnosti vzorky, jednoduchosti prevedenia a environmentalnej prijate'nosti metody
[13, 25, 26].

Metoda SPE sa od svojho zavedenia na trh vyrazne vyvinula. Dnes vyuziva
mikrogramové mnozstva sorbentov a je schopnad dosiahnut’ vysokej vytaznosti za
sucasného zniZzenia mnozstva pouzitych organickych rozpustadiel. Materialy pre vyrobu
sorbentov si rozmanité. Pre svoju jednoduchu miniaturizdciu sa pouzivaji nanocastice,
napr. uhlikové a magnetické. Mikroextrakcia na tuhu fazu v pipetovej Spicke (PT-uSPE)
je prikladom miniaturizovanej SPE metody, kedy sa hrot pipety uplatiiuje ako SPE
kolénka. SPE bola tiez automatizovana abola vyvinutd komeréne dostupna
mikroextrakcia na tuht fazu (SPME) alebo sorpcné extrakcia na miesacej ty¢inke (SBSE)
[13, 25, 26].

LLE sa taktieZ podarilo automatizovat’ a miniaturizovat. Disperznd mikroextrakcia
z kvapaliny do kvapaliny (DLLME) je prikladom rychlej, lacnej a jednoduchej
miniaturizovanej metody vyuzitelnej pre vzorky na vodnej baze. M4 dobra efektivitu
a vyzaduje mnozstvo vzorky pohybujice sa rddovo v mikrolitroch. DLLME sa taktiez
podarilo  automatizovat. Daldim prikladom modernych  miniaturizovanych
mikroextracnych ~ metéd s mikroextrakcia  z kvapalnej  fazy  (LPME)
a elektromembranova mikroextrakcia (EME). Medzi moderné techniky odvodené od
LLE patri taktiez SLE [13, 25, 26].

3.2.5 Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny s vyuZitim inertného nosica

SLE je moderny trend vychadzajuci z LLE pouzivajuci sa na pripravu vzoriek
biologickych tekutin. Zabezpecuje rychle, jednoduché a efektivne odstranenie vo vzorke
obsiahnutych proteinov a inych interferujucich latok matrice. Jej vyhodami su oproti
klasickym metodam vySSia rychlost’ extrakcie, vysSSia vytaznost a nizSi vplyv
matricovych efektov. Na rozdiel od LLE nedochédza k tvorbe emulzii a metddu je taktiez
pomerne jednoduché automatizovat’ [26-30]. Nevyhodami su vSak cena a, rovnako ako
pri LLE, vyuzitie relativne velkého mnozstva organickych rozpustadiel [23, 31].

Metdda vyuziva chemicky inertny nosi¢ v podobe dostic¢ky, ktord obsahuje kremelinu.
Ta ma obsah kremika dosahujiici hodnoty az 90 %, ktory zabezpecuje jej polarny
charakter. Na dosticke tak dochddza k poldrnym interakcidm s vodnou vzorkou, ktora sa
adsorbuje na jej povrch. Nepolarne latky st nasledne extrahované nepoldrnym
rozpustadlom (extrakénym ¢inidlom) a zozbierané pre naslednu analyzu. Ako extrakéné
¢inidld sa pouZzivaju napr. HEX, metyl-terc-butyléter (MTBE), DCM, CHLFR alebo
etylacetat (EtAc) [27, 29, 32, 61].

SLE metoda vyuziva manifold pre aplikaciu pozitivneho tlaku. Jedna sa o modernu
alternativu vdkuového manifoldu ajeho cielom je zabezpelit rovnomerny a
kontrolovate'ny tlak na celej dosticke. Existuja dva typy manifoldov: analogovy
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manifold (napr. Waters Positive Pressure-96 Processor) alebo poloautomatizovany
manifold (napr. OttoSPEcialist Positive Pressure Manifold). Ten ma oproti analdégovému
manifoldu niekol’ko vyhod: eliminuje sa l'udské chyba, chyby pracovaného postupu a
jednotlivé kroky su dokumentované [33, 62].

Prevedenie metddy je nasledovné: v prvom kroku sa nanesie vzorka na kremelinovi
dosticku. Analyty obsiahnuté vo vzorke musia byt v neionizovanej podobe, preto moze
byt’ potrebné pred samotnym nanesenim vzorky upravit’ jej pH. Po naneseni dochddza
k adsorpcii polarnej fazy na povrch dosticky a k interakcidm s poldrnymi skupinami
kremeliny. V d’alSom kroku sa na dosti¢ku nanesie extrakéné ¢inidlo a prebehne samotna
extrakcia nepoldrnych analytov. Extrakcia prebieha najprv pomocou gravitdcie, neskor
aplikovanim tlaku pomocou manifoldu. Rovnako ako u klasickej LLE je eludt/organicka
faza podrobena analyze priamo alebo dochddza kjeho odpareniu a rekonstitucii
v mobilnej faze, ktora je kompatibilnd s LC-MS systémom [27, 29, 61].

3.3 Chromatografické metody vyuZivané v analyze steroidov

3.3.1 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia (GC) je povaZovana za ,,zlaty Standard* v analyze steroidnych
hormoénov. Je to separacné technika zaloZend na rozdieloch teploty varu jednotlivych
zloziek analyzovanej zmesi. GC ako mobilnu fazu vyuziva inertny plyn (vodik, hélium,
dusik). Vzorka je odparena za vysokej teploty (100-300 °C) a spolu s nosnym plynom
privedena na termostatovanu kolénu. Teplota médze byt stila alebo sa moéze menit’
v zé&vislosti na chromatografickom moéde. Kolony sa pouZzivaju napliové aj kapiléarne,
preferované st vSak naplnové. Stacionarna faza musi byt vysoko chemicky a teplotne
stabilnd, selektivna a musi mat’ nizku viskozitu pri teplote analyzy [40, 41].

GC je vyuzitelna pre prchavé analyty — nevyhnutnym krokom je preto casto
derivatizécia vzorky na dosiahnutie vySSej prchavosti a tepelnej stability analytov, ¢o
vedie k zvySenej citlivosti detekcie a zvySenému chromatografickému rozliSeniu.
NajpouzivanejSou derivatizatnou metddou pre analyzu steroidnych hormdnov
obsahujucich hydroxylova skupinu je silylacia. Prikladmi silylaénych derivatizaénych
¢inidiel su: trimetylsilimidazol alebo trimetylchlorosilan. Pri derivatizacii je nutna prisna
kontrola vSetkych parametrov reakcie, aby sa zamedzilo vzniku vedlajsich produktov
[39]. V pripade konjugovanych steroidov (s glukuronidom ¢i sulfaitom) musi samotne;j
derivatizacii predchadzat’ dekonjugacny krok, ¢im sa eSte viac zvySuje riziko nechcenych
modifikécii a tvorby polohovych izomérov [38]. Dalsou nevyhodou GC je pracovna a
¢asova naroc¢nost’ celého procesu [39].

3.3.2 Superkriticka fluidna chromatografia

Superkriticka fluidna chromatografia (SFC) je alternativna chromatograficka metoda
vhodna pre separdciu Struktirne a hmotnostne podobnych zlicenin ako st steroidy.
Oproti LC a GC dosahuje vyssiu priepustnost’, ma zlepSenu chromatograficku t¢innost’
a selektivitu a na rozdiel od GC nevyzaduje derivatizaciu, ¢im sa znizuje ¢as potrebny pre
pripravu vzorky a analyticky proces. Je to taktieZ metdda potencidlne vyuzite'nd pre
analyzu konjugovanych steroidov, ¢im sa d’alej zvySuje potencial skratenia asu analyzy
a znizenia ekologickej zataze [38, 65].
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SFC vyuziva mobilnu fazu v podobe superkritického stavu oxidu uhli¢itého. Ten
nastava, ked’ CO» prekroc¢i svoju kriticku teplotu a kriticky tlak. Mobilna faza ma tak
hustotu a rozpusStaciu schopnost kvapaliny, ale nizku viskozitu a plynu podobnu
difuzivitu. Na zvySenie polarity a zlepSenie rozpustnosti analytu v mobilnej faze
a modifikaciu elucnej sily sa vyuzivaju kosolventy v podobe organickych rozpustadiel
alebo organickych rozpustadiel s pridanymi aditivami. Oproti LC sa v SFC-MS vyuziva
taktiez pridavna kvapalina, ktord brani precipitdcii analytu na stenach kapilar po
dekompresii CO, pred vstupom do iénového zdroja. Dalsou vyhodou pridavnej kvapaliny
je moznost’ zvysenia ionizacie analyzovanych latok bez vplyvu na selektivitu vyvinutej
separacnej SFC metody. PoZiadavkou na stacionarnu fazu je stabilita v CO2 a zmesi
COo/kosolvent a odolnost’ voci tlaku az 600 bar. Metoda méze vyuzivat’ kolony napliové
aj kapilarne, ale moderné SFC metddy vyuzivaju prakticky iba napliové kolony. Vacsina
koldén pouzivana v SFC bola povodne vyvinutd pre LC [36-38]. Pouzivané stacionarne
fazy su vicsinou zalozené na silikagély modifikovanom polarnou (diol, amin, 2-
etylpyridin) alebo nepolarnou (C18, 1-aminoantracén) funk&nou skupinou [37].

3.3.3 Ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia

UHPLC je chromatograficka metdda zaloZenu na principe rozdel'ovania rozpustenych
latok medzi nepohyblivll stacionarnu fadzu a pohyblivi mobilni fdzu. Dochadza
k interakciam analytu a staciondrnej faze, kedy sa uplatiiuje mechanizmus adsorpcie —
rozne latky st na staciondrnej faze zadrziavané rozdielne dlhti dobu, ¢o vedie k ich
separacii. Stacionarna faza je tvorena pevnym poréznym materiadlom uloZzenym v kolone,
zatial' ¢o mobilna faza nestica analyt je kvapalina pretekajuca kolénou [47].

UHPLC vyuziva kolény so stacionarnymi fazami tvorenymi poréznymi Casticami
mensimi ako 2 pum. PoZiadavkami na stacionarnu fazu st vysoka chemické a mechanicka
odolnost’. NajcastejSie pouzivanymi materidlmi su silikagél a hybridné stacionarne fazy,
menej Casto sa pouziva oxid zirkoni€ity ¢i organické polyméry. Su dostupné stacionarne
fazy pre r6zne chromatografické mody: reverzné fazy (RP), normélne fazy (NP), idonovo
vymenné fazy (ionexy), fazy pre hydrofobnu interakéni chromatografiu (HIC) a
hydrofilni interaként chromatografiu (HILIC), gély amolekulové sitd ¢i fazy
pre viacmodalnu chromatografiu [34].

ZmenSenie Castic stacionarnej fazy pod 2 um prinaSa niekol’ko vyhod — dochadza
k zlepSeniu separacnej ucinnosti, vyssiemu rozlisSeniu pikov a ku skrateniu doby analyzy.
Désledkom pouzitia Castic o tak malom rozmere je vSak generovanie vysokého spédtného
tlaku (az 150 MPa) (Tabulka €. 6), comu musi byt’ chromatograficky systém adekvatne
prisposobeny. Stabilny prietok a zlozenie mobilnej fazy je zabezpecené pouzitim ultra-
vysokotlakového ¢erpadla [34].

UHPLC je metdéda so Sirokym bioanalytickym vyuzitim, uplatiiuje sa napr.
v identifikdcii metabolitov, bioekvivalenénych Studidch, proteomike ¢i toxikologii.
Medzi jej nevyhody patri vysSia cena, no najma nutnost’ Specializovanej inStrumentacie
zaistujuce] dostatocne malé mimokolonové objemy a dostatocni odolnost’ voci
vysokému tlaku. Vznikaju tak problémy kompatibility s uz existujicimi metodami
a prenosom medzi laboratoriami [34].
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Tabulka ¢. 6: Porovnanie vybranych parametrov HPLC a UHPLC. Prevzaté z referencie

[34]. HPLC — vysokoucinna kvapalinova chromatografia, UHPLC — ultra-vysokoucinna

kvapalinova chromatografia

Parameter HPLC UHPLC

Tlak do 400 bar nad 400 bar (150 MPa)
Spotl:(iba o.rganickych vyssia nissia

rozpust’adiel

Prietok mobilnej fazy ml/min pl/min

Priemer castic kolony 3-10 um 1,5-2 um

Vnutorny priemer kolony 3-5 mm 2,1 mm

Rozlisenie nizsie vyssie

Rychlost’ analyzy nizsia vyssia

3.3.4 InStrumentacia v UHPLC

UHPLC inStrumentacia je schematicky zobrazena na Obrazku ¢. 4. Systém sa sklada
z jedného (v pripade izokratickej elticie) alebo viacerych (v pripade gradientovej eltcie)
zasobnikov mobilnych faz (1). Mobilné fazy st zbavené plynov v odplyiiovaci (2)
a zmieSané v zmieSavaci mobilnych faz (4). Stabilny tok a zloZenie mobilnej fazy je

zabezpecené ultra-vysokotlakovym ¢erpadlom (3). Zariadenie pre davkovanie vzorky (5)
nastrekuje vzorku do toku mobilnej fazy. Mobilna fiza je nasledne vedend na
chromatograficku kolonu (6), kde prebehne samotna separdcia analytov. Kolona je

spojena priamo s detektorom (7), odkial' je signal vedeny do datovej stanice
a vyhodnoteny pomocou chromatografického softwaru (8) [34, 35].

() Odplyiovaé

Zmiegavaé
mobilnych faz

Ultravysokotlakové
gerpadlo

Odplyiiovaé
(€]

Zasobnik
mobilnej fazy 1

Zésubm".k
mobilnej fazy 2

&

Zariadenie pre

r) davkovanie vzorky
N %)

o Chromatograficka

kolona

Q)]

(N

Data
vyhodnocovaeci
software

Detektor

@®

Obrazok ¢. 4: Schematicky popis instrumentacie v UHPLC (vlastny obradzok). Prevzate
z referencie [34, 35].
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3.3.5 Detektory v UHPLC

Detektory zaznamendvaju rozdiel v signali pri prechode cistej mobilnej fazy
amobilne] fazy obsahujicej analyt. Medzi najcastejSie pouzivané detektory

v kvapalinovej chromatografii patria:

I.

Spektrofotometrické detektory: zaloZené na principe absorpcie Ziarenia

v UV-VIS oblasti (190 az 800 nm). UV detektor je Siroko pouzivany a dostacujtici

pre vicsinu aplikacii. Jednd sa vSak o neselektivny detektor, ¢o mdze byt

nevyhodou pri analyze vzoriek s komplexnou matricou [34].

Fluorescenéné detektory: zaloZené na principe luminiscencie a merani emisného

ziarenia, ktoré latka vyZiari po absorpcii excitaéného elektromagnetického

ziarenia [34].

Chemiluminiscen¢né detektory: vyuzivaju fluorescenciu, ktora je dosledkom

chemickej reakcie [34].

Refraktometrické detektory: fungujiice na principe odozvy, ktord je umerna

rozdielu indexu lomu eluatu v mernej cele aindexu lomu mobilnej fazy

v referencnej cele detektoru [34].

Elektrochemické detektory: vyuzitelné pre latky, ktoré st schopné podliehat

oxidacii ¢i redukcii [34].

Vodivostné detektory: zalozené na principe merania elektrickej vodivosti eluatu

v prietokove] cele medzi dvoma elektrédami na ktoré je vkladané striedavé

napitie. Patria do skupiny tzv. univerzalnych detektorov [34].

Detektory na baze aerosolu: ich fungovanie mozno rozdelit do troch féz:

zmlZovanie, odparenie mobilnej fazy a detekcia. Jednotlivé detektory patriace do

tejto skupiny sa liSia principom detekcie vzniknutych Castic. Patria sem:

- Odparovaci detektor rozptylu svetla: detekcia prebieha meranim rozptylu
svetla.

- Detektor nabitého aerosolu: detekcia prebieha meranim vzniknutého pradu
elektrometrom [34].

Hmotnostne spektrometricky detektor (MS): funguje na principe ionizacie

vzorky a naslednom rozdeleni iébnov podl'a pomeru hmotnosti a naboja m/z. Jedna

sa o Specificky druh detektoru s vysokou citlivostou, ktory mozno vyuzit

k identifikdcii a kvantifikacii analytov [34].

3.4 Hmotnostna spektrometria

MS je analytickd metdoda zaloZzena na generovani idnov z organickych alebo
anorganickych zlucenin a ich naslednom rozdeleni na zdklade pomeru hmotnost’/naboj

(m/z). MS sa pouziva na zistenie molekulovej hmotnosti a elementarneho zlozenia
zli¢enim, rovnako ako na objasnenie ich Struktiry a kvantifikdciu. Zabezpecuje teda
analyzu kvalitativnu aj kvantitativnu [42, 43].

Detekcia latok pomocou MS sa odohrava v troch krokoch: najprv dochadza k ionizacii

vzorky, kedy st neutrdlne molekuly pomocou idénového zdroja prevedené na iony.

Nasleduje rozdelenie vzniknutych i6nov podl’a pomeru m/z v hmotnostnom analyzatore.
Vo findlnom kroku ddjde k detekcii idnov a zosilneniu signalu v detektore [34].
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3.4.1 Ioniza¢ny zdroj

V ioniza¢nom zdroji dochadza k prevedeniu neutrdlnych molekul na iény. V zavislosti
na ionizacnej technike moze ionizécia prebichat’ za atmosférického tlaku alebo
v pritomnosti vakua. Ionizacné techniky sa delia na mékké a tvrdé, priCom volba
ionizacnej techniky je ovplyvnend prchavostou, tepelnou stabilitou, molekulovou
hmotnost'ou a polaritou latky. Pri tvrdych ioniza¢nych technikdch dochadza vplyvom
pouzitia vySSej energie k rozsiahlej fragmentécii molekuly. Prikladom tvrdej ioniza¢ne;j
techniky je elektronova ionizacia (EI), ktorej podmienkou je prchavost’ latky kvoli comu
je tato technika pouzivand najmé v spojeni s GC [34].

V spojeni s UHPLC sa najcastejSie vyuzivaju mékké techniky ionizacie prebiehajuce
za atmosférického tlaku ako je ionizédcia elektrosprejom (ESI), fotoionizdcia za
atmosférického tlaku (APPI) a chemicka ionizacia za atmosférického tlaku (APCI). Pri
ionizécii mikkymi ionizaénymi technikami dochddza k minimalnej fragmentacii, pricom
vznikaju  protonizované molekuly [M+H]" pri zdzname kladnych i6nov
a deprotonizované molekuly [M-H] pri zdzname zapornych i6nov [42, 44].

Medzi najpouzivanejSie mikké ionizacné techniky prebiehajuce za atmosférického
tlaku pouzivané pri spojené LC-MS patria:

1. Ionizacia elektrosprejom (ESI): vodné vzorky st odparované na kovovej hrote
kapilary na ktort je privadzany vysoky elektricky potencidl, ¢im vznikaju
rozprasené nabité kvapocky. Kvapdocky st odparené za pouzitia tepla a pradu
plynu (najcastejSie dusika) a rezidudlny elektricky naboj je z kvapocok
preneseny na analyty. Takto ionizované analyty s nasledne transportované do
vysokého vakua hmotnostného spektrometra. Vznikaji niekol’kondsobne nabité
iony, priCom mnozstvo nabojov stipa s rasticou velkostou molekuly
a mnozstvom funkénych skupin. Tonizacia pomocou ESI je univerzéalna — je iou
tak mozné analyzovat’ latky so Sirokym rozsahom molekulovych hmotnosti a
lipofilit. ESI sa vyuziva na meranie molekulovych hmotnosti peptidov,
proteinov, biologickych vzoriek, polymérov, nukleotidov, sacharidov
a organokovov [42, 44].

2. Chemicka ionizacia za atmosférického tlaku (APCI): analyt s mobilnou
fazou prudi vstupnou kapildrou do APCI zdroja, kde sa pomocou tepla odparuje.
Ionizacia prebieha pomocou korénového vyboja. Vzniknuté iény rozpustadla
nasledne  reaguji s analytom, ktory =ziskava nadboj  pomocou
medzimolekularnych interakcii. Tato ioniza¢nd technika je pouzivana pre malo
polarne a nepolarne analyty s priemernou molekulovou hmotnostou do 1500 Da
[42].

3. Fotoionizacia za atmosférického tlaku (APPI): metdoda vyuZziva odparenie
mobilnej fazy a nasledna excitacia a ionizacia molekul prebieha za pomoci
vysoko energetickych foténov generovanych i6novym zdrojom. Této technika
je pouzitelna pre nepolarne analyty, tazko ionizovateI'né pomocou ESI
a APCI [42].
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3.4.2 Hmotnostné analyzatory

Po ionizacii st vzniknuté i6ny transportované do analyzatora, ktory je umiestneny
medzi ioniza¢nym zdrojom a detektorom. Jeho tilohou je separacia ionov podla m/z. Toto
rozdelenie prebiecha vo vakuu. Rozdelené i6ny su nasledne urychlené a fokusované.
Analyzator je charakterizovany nasledujicimi parametrami: hmotnostny rozsah,
rozliSenie, uc¢innost, odchylka m/z, linearny dynamicky rozsah, rychlost’ a citlivost.
Analyzatory vyuzivané v MS su zaloZené na nasledujucich principoch:

- zakrivenie drdhy letu v magnetickom poli alebo v elektrickom poli
(pripadne v ich kombindcii): magneticky analyzator

- stabilita oscilacii 16nov v kombinacii jednosmerného
a vysokofrekvencného striedavého napétia: kvadrupol (Q), trojity
kvadrupol (QqQ), linearna i6nova pasca (LIT) ¢i kvadrupdlova idonova
pasca (QIT)

- doba letu v oblasti bez pol'a: analyzator doby letu (TOF)

- absorpcia energie pri cykloidalnom pohybe i6nov v kombinovanom
magnetickom a elektrickom poli: i6novd cyklotronova rezonancia
s Fourierovou transformaciou

- frekvencia harmonickych oscilacii (napr. orbitdlna pasca) [34].

V tejto praci bol vyuziti hmotnostny spektrometer s kvadrupolovym analyzatorom,

ktory bude popisany detailnejSie.

3.4.3 Kvadrupdl

Jednd sa o najpouzivanejsi typ analyzatora. Pozostdva zo Styroch paralelnych tyci
v radidlnom usporiadani umiestnenych medzi ibnovym zdrojom a detektorom. Na tyce je
privadzané jednosmerné a vysokofrekvencné striedavé napatie, ¢im dochadza k oscilécii
i6nov. V dvojrozmernej alebo trojrozmernej kombinacii tychto dvoch typov napéti je
stabilna trajektoria iba i6nu s ur¢itym pomerom m/z a tento i6n je privadzany na detektor.
Postupne su takto privedené na detektor vSetky iony [42]. Schematické znazornenie
kvadrupo6lu je zobrazené na Obrazku €. 5.

e 8
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Obrazok ¢. 5: Schematické zobrazenie kvadrupolu. Prevzaté z referencie [45].

3.4.4 Trojity kvadrupdl

Trojity kvadrupdl (QqQ) je vyuzivany v. MS/MS a vyuziva zapojenie viacerych
analyzatorov do série, v tomto pripade troch kvadrupdlov. MS/MS sa vyuziva, pretoze
mékké ioniza¢né techniky neposkytuju dostatocné Strukturne informacie a uplatiiuje sa
tak najma pri identifikacii a kvantifikécii latok v komplexnych zmesiach a pri objasneni
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fragmentacnych procesov [34, 46]. Trojity kvadrupdl umoziiuje meranie viacerych typov
Zaznamov:

sken produktovych i16nov, ktory obsahuje i6ny vzniknuté fragmentaciou
prekurzorovych iénov.
- sken neutralnych strat, kedy st monitorované prekurzory podliehajuce
vybranej neutralnej strate.
- sken prekurzorovych i6nov, ktory poskytuje spektrum prekurzorovych
i6nov z ktorych mohol vzniknut’ uréity fragment.
- selektivny zdznam vybranych reakcii (SRM), pri ktorom je sledovana
Specificka fragmentacna reakcia [34, 46].

V tejto praci bol pouzity SRM typ zdznamu, ktory umoznuje dosiahnut’ vyssiu
selektivitu a citlivost’ a je preto vhodny pre kvantifikdciu. Proces SRM je nasledovny:
prvy analyzator vyberie prekurzorovy i6n, ktory podlieha fragmentacii v koliznej cele
(druhy analyzator) za pouzitia inertného plynu. Nasledne posledny analyzator umozni
prechod k detektoru len vybranému m/z [34, 46].

3.4.5 Detektory

Prud i6nov privadzany na detektor je zaznamenavany vo forme elektrického pradu.
Prikladmi detektorov fungujucich na tomto principe su: elektronovy nasobic, fotonasobic
a mikrokanalova dosticka [42].

3.4.6 Spojenie LC-MS

Spojenie LC-MS sa pouziva pre vzorky vysoko komplexné, tvorené velkym poctom
komponentov. Najva¢simi vyhodami tohto spojenia su:

- mensia spotreba vzoriek nez pri oft-line usporiadani

- minimalizécia potlacenia signalu a zlepSenie kvality spektralnych dat,
ked’ze separécia zaisti odstranenie interferencii

- odhalenie koelucie pikov vd’aka MS detekcii

- lepSia identifikicia latok a spolahlivost’ kvantitativnej analyzy vdaka
moznosti vyuzitia izotopicky znac¢enych vnutornych Standardov

- moznost separdcie izomérov a latok s rovnakou hmotou, ¢o nésledne
umozni ich spolahlivl detekciou v MS [34, 44].

Rozpustadlami pouzivanymi pri spojeni LC-MS su prchavé rozpustadla ako napr.
MeOH ¢i ACN, pri¢om kvalita rozpustadla je poZzadovana vysSia nez pri samotnom LC.
Vyuzitie bezvodného rozpuStadla ako mobilnej fazy casto nie je kompatibilné
s ioniza¢nymi technikami, najmid ESI. Prietok mobilnej fazy systémom sa 1iSi podla
pouzitej ionizacnej techniky a vyrobcu: pri ESI sa pohybuje od 1 pl/min po 1 ml/min a pri
APCI od 1 ml/min az do 2 ml/min. Vhodné aditiva st taktiez prchavé latky, napr. kyselina
mravcia (FA), kyselina octova a tlmivé roztoky octanu a mravéanu amoénneho. Nevhodné
st timivé roztoky acetatu sodného alebo fosfore¢nanovy timivy roztok. Vyuzitie kyseliny
trifloroctovej a fluérovanych karboxylovych kyselin moéze spdsobit’ potlacenie signalu
mala pohybovat pod 1 % alebo pod 10 mmol/l, pri vySSej koncentracii aditiv totiz
dochadza ku kompeticii o ndboj pri ionizacii, o vedie k poklesu signalu [34, 44].
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Na dosiahnutie spolahlivych a presnych kvantitativnych vysledkov sa pri LC-MS
pouzivaju vnutorné Standardy — izotopicky znaCené analyty s takmer totoznymi
chemickymi vlastnostami s analyzovany latkami. Vyuzivaji sa ako kompenzacia
potlacenia signalu a chyb pri priprave vzorky, rovnako ako na kontrolu senzitivity MS
a integrity LC systému [44].

3.5 Publikované prace zaoberajuce sa analyzou steroidov

Tabul’ky €. 7-11 zobrazuju 14 prac publikovanych v rokoch 2015 az 2024, ktoré sa
zaoberali analyzou steroidov.

Jedna sa o multianalytové prace okrem Stadie €. 5, ktora analyzovala estradiol a €. 9,
kedy sa jednalo o necielenu analyzu. PocCet analyzovanych steroidov sa pohyboval v
rozmedzi od 1 do 37, ziadna $tadia teda neanalyzovala vSetky steroidy analyzované
v tejto praci.

Stadie ¢&. 1-12 (Tabulka & 7-9) vyuzivali ako chromatografickii techniku
HPLC/UHPLC. Tabulka €. 10 zobrazuje Studiu vyuzivajicu GC a Tabulka €. 11 Studiu
vyuzivajucu SFC.

Mobilné fazy v chromatografickom systéme HPLC/UHPLC pozostavali z H2O, ACN
a MeOH, d’alej z FA, mrav¢anu a octanu aménneho a NH4F. Vo vsetkych pripadoch bola
pouzita gradientova elucia. V GC sa ako nosny plyn pouzivalo hélium, v systéme SFC
CO: a kosolvent MeOH.

Vo vsetkych pripadoch bol na detekciu vyuzity MS. Ioniza¢nou technikou vo vsetkych
uvedenych Stadiach, okrem Studie ¢. 13, bola ESI a najcastejSie vyuzitym analyzatorom
bol QqQ, menej casto Q-orbitalna pasca a QTOF.

Najéastejsie pouzivanym biologickym materialom bolo sérum a plazma. Stadie &. 8,
9, 10, 11 a 12 pouzivali menej typické materidly — mo¢, semennu tekutinu, tkanivo
z endometria, plodova vodu, mlieko a sliny.

Mnozstvo pouzitého objemu vzorky bolo v rozmedzi 50 pl do 2 ml. Ako metody
pripravy vzorky boli vyuzité klasické metody: SPE a LLE, v pripade $tudii ¢. 2,4 a 8§ im
predchédzala PP.

Alternativna SLE metdda bola pouZivana menej. Stadia ¢. 5 zobrazuje jej vyuZitie
v spojeni s LC-MS, §tudia ¢. 13 zase s GC-MS. V oboch studiach sa SLE osvedc¢ila ako
vhodna alternativa ku klasickym metdédam a Studie poukazovali na jej vyhody oproti
tymto metodam. V §tadii ¢. 9 boli porovnavané metoédy SLE a SPE. Studia demonstruje
obmedzenia SLE metédy — mnoZstvo vzorky nanaSanej na SLE sorbent je oproti SPE
obmedzené. SLE metdda tak ma nizSiu citlivost pre vysoko viskozne biologické
materialy, ktor¢ je treba zriedit’. Tato nevyhoda vSak odpada, pokial je eluent pred SLE
extrakciu odpareny a rozpusteny iba v poZadovanom objeme rozpustadla.

Pri pouziti PP metody precipitacné ¢inidla pozostavali z MeOH, ACN a ZnSOs, pri
metode SPE extrakéné Cinidl4 tvorili MeOH, ACN, CHLFR a NH4F, pri metode LLE
extrakéné Cinidla pozostavali z MTBE, ACN, EtAc, toluénu, KoCO3 a NaCl a pri metode
SLE z DCM, EtAc a HEX.

Na zdklade prehl'adu zobrazenych prac mozno ddévody vykonania diplomovej prace
zhrnut nasledovne: ziadna =z publikovanych prac neanalyzovala vSetky steroidy
obsiahnuté v sete, ktory bol analyzovany v ramci tejto diplomovej prace. Bolo potrebné
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vyvinit’ metddu pripravy vzorky vyuZzivajicu iba 40 pl vzorky, kedZe zamySlanym
pouzitim bola analyza mysSej plazmy. Vac¢Sina uvedenych metdd nebola ddkladne
validovana podl'a medzinarodnych smernic, bolo teda nutné¢ vyvinat’ metodu, ktora by
podmienky danych smernic spinala.

Vramci tejto diplomovej prace bola pre analyzu steroidov pouzitd metoda
UHPLC-MS/MS vyvinuta v ramci diplomovej prace Mgr. Hromadka [63].
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Tabulka ¢. 7: Zobrazenie vybranych parametrov pre 12 studii vyuzivajucich LC publikovanych v rokoch 2015-2024 [48-59]. Ref. — Cislo referencie,
LC — kvapalinova chromatografia

Stidia ¢&. Pocet steroidov  Skupina steroidov Typ matrice Mnozstvo Ref.
vzorky [ul]

1 12 progesterony kravska plazma 500 [48]

2 15 mineralokortikoidy, glukokortikoidy sérum 250 [49]

3 8 androgény, progesterony, glukokortikoidy sérum 100 [50]

4 24 androgény, progesterony, glukokortikoidy, sérum 100 [51]
estrogény, mineralokortikoidy

5 1 estradiol sérum 200 [53]

6 16 estrogény, progesterény, androgény, sérum 175 [54]
glukokortikoidy, mineralokortikoidy

7 27 glukokortikoidy, mineralokortikoidy, sérum 200 [55]
progesterony, androgény

8 15 glukokortikoidy, mineralokortikoidy, mo¢ 2000 /200 [52]
progesterony, androgény

9 X necielena analyza semenna tekutina 200 [56]

10 14 estrogény, androgény, progesterony, sérum, plazma, 150 [57]
glukokortikoidy, mineralokortikoidy tkanivo z endometria

11 28/15/12 kortikosteroidy, progesterony, androgény, estrogény plodova voda, sliny, materské mlieko 50/500/1000 [58]

12 26 glukokortikoidy, progesterony hovédzia plazma, odstredené mlieko, sliny 500 [59]
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Tabulka ¢. 8: Zobrazenie vybranych parametrov pre 12 Studii vyuzivajucich LC publikovanych v rokoch 2015-2024 [48-59]. ACN — acetonitril,
MeOH — metanol, MTBE — metyl-terc-butyléter, EtAc — etylacetat, HEX — hexan, CHLFR — chloroform, DCM — dichlormetan, LC — kvapalinova
chromatografia, SPE — extrakcia na tuhu fazu, LLE — extrakcia z kvapaliny do kvapaliny, SLE — extrakcia z kvapaliny do kvapaliny s vyuzitim
inertného nosica, Ref. — cislo reference.

Stidia ¢&. Metoda pripravy vzorky Sorbent Pouzité precipitacné/extrakéné €inidlo Ref.

1 SPE Strata-X 33 um, polymér, RF ACN/MeOH (85:15) [48]

2 PP + SPE OASIS HLB 30 mg (PP): ZnSO4, MeOH, [49]
(SPE): ACN

3 LLE X MTBE [50]

4 PP+ LLE X (PP): ACN [51]
(LLE): MTBE

5 SLE ISOLUTE ® SLE + 40 pl SLE dosticka EtAc/HEX (75:25) [53]

6 SPE Spark-Holland (10 mm diZka, 2 mm priemer) MeOH, NH,F [54]

7 SPE OASIS HLB (3 ml, 60 mg) MeOH, NH4F [55]

8 PP + SPE SepPak C18 (200 mg) (PP): ACN/ZnSO4 [52]
(SPE): CHLFR, MeOH

9 SLE / SPE ISOLUTE ® SLE + 40 ul SLE dosticka (SLE): DCM [56]
(SPE): H.O/ACN

10 LLE X toluén [57]

11 LLE X NaCl, K>CO;3, EtAc [58]

12 LLE X MTBE [59]
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Tabulka ¢. 9: Zobrazenie vybranych parametrov pre 12 Studii vyuzivajucich LC publikovanych v rokoch 2015-2024 [48-59]. MeOH — metanol,
FA — kyselina mravéia, ACN — acetonitril, MS — hmotnostnd spektrometria, MS/MS — tandemovd hmotnostnd spektrometria, ESI™" - ionizdacia
elektrosprejom v pozitivnom/negativnom mode, HPLC — vysokoucinnd kvapalinova chromatografia, UHPLC — ultra-vysokoucinnd kvapalinova
chromatografia, Q — kvadrupol, QqQ — trojity kvadrupol, TOF — analyzator doby letu, Ref. — referencia

C. HPLC/UHPLC koléna Mobilna faza Detektor Ionizacia Analyzator Ref.

1 Acquity UPLC HSS T3 (A): 0,1% FA MS ESI + Q-orbitalna pasca [48]
(1,8 um, 2,1 x 100 mm) (B): ACN + 0,1% FA

2 BEH C18 koléna (A): 5 mmol/l mravéan amonny MS/MS ESI + QqQ [49]
(1,7 pm, 2,1 x 100 mm) (B): MeOH

3 Kinetex™ 2,6um Biphenyl (A): MeOH/H20 (5:95) + 0,1% FA + 2 mmol/l octan aménny ~ MS/MS ESI + Q-orbitalna pasca [50]
(2,6 pm, 2,1 X 50 mm) (B): MeOH + 0,1% FA + 2 mmol/l octan aménny

4 Kinetex™ 2.6 um PFP (A): H,O MS/MS ESI + Q-orbitalna pasca [51]
(2,6 pm, 3,0 x 100 mm) (B): MeOH

5 Capcell Core C18 (A): 0,2 mmol/l NH4F MS/MS ESI +/- QqQ [53]
(2,7 um, 2,1 x 150 mm) (B): MeOH

6 Kinetex C18 (A): 0,2 mmol/l NH4F MS/MS ESI +/- QTOF / QqQ [54]
(2,6 pm, 3,0 x 100 mm) (B): 40% MeOH

7 Hypersil Gold C18 (A): 0,1% FA + 5% ACN MS/MS ESI +/- QqQ [55]
(1,9 um, 2,1 x 50 mm) (B): 0,1% FA + 95% ACN

8 Acclaim™ C30 (A): 10 mmol/l octan aménny MS/MS ESI - QqQ [52]
(3 pm, 2,1 x 100 mm) (B): MeOH/ACN (3:7)

9 Kinetex C18 (A): 0,1% FA MS ESI + Orbitalna pasca [56]
(1,7 pm, 2,1 mm *x 100 mm) (B): ACN + 0,1% FA

10 Kinetex Biphenyl (A): 0,2 mmol/l NH4F MS/MS ESI +/- QqQ [57]
(1,7 pm, 2,1 mm X 100 mm) (B): 0,2 mmol/l NH4F v MeOH/H;0 (95:5)

11 Waters Acquity BEH C18 (A): 1 mmol/l mrav€an amoénny + 0,01% FA MS/MS ESI + QqQ [58]
(1,7 pm, 2,1 mm x 100 mm) (B): MeOH + ImM mravcéan amonny + 0,01% FA

12 ACQUITY UPLC HSS T3 (A): 0,1% FA MS ESI +/- Q-orbitalna pasca [59]

(1,8 pm, 2,1 mm X 100 mm) (B): ACN +0,1% FA
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https://pdf.sciencedirectassets.com/271264/1-s2.0-S0960076015X00057/1-s2.0-S0960076015001466/main.pdf?X-Amz-Security-Token=IQoJb3JpZ2luX2VjELP%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2FwEaCXVzLWVhc3QtMSJHMEUCIE4WBbPaVMOdUckhbppCKmBlZlC6ZR7kkoe1IVY%2FIIVzAiEAjf%2BRV4XoACf8D3AavFubIedyR%2F6L973cfumcuXuj2eAqvAUI7P%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2FARAFGgwwNTkwMDM1NDY4NjUiDHtMH%2FAlWwqtv05vKiqQBef4HEl8sskby56lO0rXZ92%2Bw8dk6IpD6wu50jxOUmNgTU2rKRAW1suohgQIJI04t4m6aoFvT59L6sDsR%2F1pE2F%2BbJYOYOGSnxHj3bLdiPQPblzn3%2B13fVtPFPzrlLsFgHNuYEUPBbDMWqT4EDMT1e1836BmR7HJ58zcYNSH%2Fpllk2Q2%2Fa7lqr%2B%2F%2B4R6blKFS0LzGb9bcDtTxVOpOfR7mhtrwa%2FpCjl10tXloWc9KUBBMkAV%2BFnpkxO1jIF%2FoNeVPvML%2F729Q%2FlIL2VodE0Vk4TvCOkQt0E5tsSDScZrGk%2F14xvPQoR4NfcnbVrigR4MsNrm7yavCab3heITmTCCFXKbOYcGz5K1VT5Qs%2BjHJTCFI9t5GAa1FPWpPKVcmsCd0K1irBXa5qXzsT6Rq%2FAs%2B3oz7v5UDEfafuKT9iEDn%2BDLH6TxTt8F%2BllCAtAhnGr4ZeZzY7GzXX02jT%2F%2FNPMmYYMPvQpczGn6CExwzE4v9xXTLZz%2FWYxXlNXq%2FWH4xKev5fCbF4yjAec%2BUeBsWZBuRIL%2FCrrLJOH15sIfTSjlAUzEvMtqrd86JIUiJtyzDN84u5V3EErUtolZEiPOML9m96hA0L04zBtIepvnhoW4gtSFILS2BkTqwdhsObqOJFs7A1S%2FDV%2FruXQW3MZPX56UeQ9STC6BTk1O%2ByphBFnqTO53chPpAMM43GmaJsyKYH8VIG9NOsWgeFazlN%2Bcj3ebwa23vttVpVXBPtk5peolNE8%2FAjsk7X9ICeLV0l7uYTKrD%2FgQWYYapyHKet%2FGTYaXWG%2B3rUyL1eO07W0FW1Z6nZiMDrMrP2AV55GpS%2Bbd9rhfwNljp3WuGQagaRcBs9EQr6GpBpn09Unz9cwiGVTRMfyaMPL5g7EGOrEB8Ny8VwBUnuo9D%2BE3%2F9%2FhQ7vNyt9sP29HM7cag%2FnIXstga0Rny6Vqn889%2BEp3l00%2FIHsRQw%2FPxZNap04GNRuEZsyA1DJ5tkL1xsaOuCw%2Frvh%2B1GmYude0otyvlaFXwO9YeNDp%2BnUh3B2ElfFiRTegqsztU%2FFgcpVk7rIfQiGmH5ubqlB0mxPChaltqpmydazmw6awulzWbaofFL7QQydFWYKBsM0jLoIq9VNBIleI1mbf&X-Amz-Algorithm=AWS4-HMAC-SHA256&X-Amz-Date=20240418T112746Z&X-Amz-SignedHeaders=host&X-Amz-Expires=300&X-Amz-Credential=ASIAQ3PHCVTYUF7IEU77%2F20240418%2Fus-east-1%2Fs3%2Faws4_request&X-Amz-Signature=6d213107f079516b5dbb8bb0c5d7a0cc5e7fbf48f813b83058a91f26b0d58620&hash=38a7bd747b4165463a5ba68b33c4d31e3f35b4c2d521311652ee0ac2f28bc822&host=68042c943591013ac2b2430a89b270f6af2c76d8dfd086a07176afe7c76c2c61&pii=S0960076015001466&tid=spdf-75f0c910-c154-4f53-a72a-e09ec137b2b3&sid=ff06518e8c9624
https://pdf.sciencedirectassets.com/271264/1-s2.0-S0960076019X00126/1-s2.0-S0960076019304030/main.pdf?X-Amz-Security-Token=IQoJb3JpZ2luX2VjELP%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2FwEaCXVzLWVhc3QtMSJHMEUCIQDlDv7pN69jyjvwAKF5au0VvTsk6AYo21QAcduYoqoybwIgOn%2B4SyqUhAhRydsfaWgWP1u8ta1t3BdQRVhwtPnYUmwquwUI6%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2FARAFGgwwNTkwMDM1NDY4NjUiDMQaP5%2FY6sKYJw2juCqPBf2AsfNUtZpZwe6wgRY1wCXlSPC60fWk5HoANlRHiNxPtrbo7lZh28M4h946GRYV8ws34JQwKYGTaqHIgURT%2BOFTKbpyPvozOxGX6HywZ8nZv%2FsE7sYe2VszrrF%2FXJ7JhW3Zoke3W87UGZ3pt3eUzRz28XqEUTG4AUgxxVC8wfOzyryKWOf6IaFH1DrBnoNGmU7XRCy33jNEkgxueAUgCPgLWKwLhmwqcZOHxFGGerOtERhE78E9p1gnnEisDzbnKLEGS3RNFX%2FNgLo9%2FLJ0bE5PYRumMqTjQSKYre8Wl65AB0oCK3wPB7DR0hdpI2Y3NpthNLbGk%2F96UfLNbmIKNVa0ezJvjzSU3y2jWRKFt7BQZYXEnuXaD60YRflDezcrc8J%2BbbkdkAUuN0iI3vFZ%2B4%2BbueGI5oIyYJ3lI5Nk%2BAOF1ixcYlXeHW2k%2FDbHTyCViPEMuRjwNxlF87IKFWw1usIxp93Lr9YcuZMQ%2BAzvGxTodcxmC7LdL%2Flzs2SaxJyKlt9JSZVRBAbtWozdfl2oJyE5k5GCBX8VeVduyxolol98J%2F89ufg2UkztnAgn4ehKJB2uT1IHEs3PwuEDMW0mKEJHE2iAXRXxYqKDgLY%2B0Vnol1%2FQWD9fQzvdYND6JKVO7%2BFbzBI%2FwLzMnYV%2B4xAVmFp1D9JLKZUoczKbXhj0xRG%2BmBILKIqK%2BsikFxp%2BUisR74Mgsovbb20VEtON5hRu4ERuGXmqZK7tTQy79eTNpfFsy%2BHC1mcYPLHvufhjPXsj85QW2343Bl2tUJu%2BYSsJNl5D2RUwXKjHHeNBD4KUYHbQw3XGVBTJk9Ag%2FrF7x97fg4aGkyh9b3IOWM2S63acyj3VC%2FByMlp3E%2Fep93EJdNowneaDsQY6sQE%2FRRpg8ztb1Fm3iv93UKMAa4R7oQzwOT%2B0GNTYVyy12uCvXU47CrfZmpecQChdH8gLv0DOtyfkNkIofqoKTKo7R2Sw6jo6Vl6kAyiV3TvDtMr4PMWPUUKBEt61E9UqyQrJhzs9LyY3bB1%2FKdC4MztHbmqlIpU8g1vhgacpODCFRh5PgNq5fz5hSxb11Bla0ru4rf3xKziNmuT4h7XE%2Fp5KAa2GOzUnuXFJlJzMj8lQbIs%3D&X-Amz-Algorithm=AWS4-HMAC-SHA256&X-Amz-Date=20240418T115343Z&X-Amz-SignedHeaders=host&X-Amz-Expires=300&X-Amz-Credential=ASIAQ3PHCVTY7XLGYAWM%2F20240418%2Fus-east-1%2Fs3%2Faws4_request&X-Amz-Signature=b003b1b4e13c5aedfb94d34608803b5aa58024347f5e669a9d9d217ef690e7de&hash=0d8606df0cd03cd8f4157cbac70634344f659fffb02edae7d77483347ebef7ae&host=68042c943591013ac2b2430a89b270f6af2c76d8dfd086a07176afe7c76c2c61&pii=S0960076019304030&tid=spdf-b3e28610-7e01-466e-8ac6-5ee03b1a28a4&sid=ff06518e8c9624482f8926d41824d2ef5174gxrqa&ty
https://pdf.sciencedirectassets.com/271374/1-s2.0-S0003267023X00488/1-s2.0-S0003267023013399/main.pdf?X-Amz-Security-Token=IQoJb3JpZ2luX2VjEM3%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2FwEaCXVzLWVhc3QtMSJHMEUCIBHEEJxWVeLiPcJELcyVpGsB35n1vVCLvPJ8cyXkTrLvAiEAjJAEAF0pl8Q9O4FP4ti4NM%2Fo3LhpiUH8ujm9P6%2B%2FWbgqsgUIFRAFGgwwNTkwMDM1NDY4NjUiDLPKaYb8oWuUKfxGvSqPBYeNn2smi98LbN0Ek%2F9xn9KuvrJTKM8blhaGDArMWpD4u6g2uuYyF2ewEGqhb0vp4fN%2FfDugwVJTy8bpgj%2BEJNNI3Gpre4nOnBmwfJyVDNENcfFbKaqsBvSYQBrqix5vzs4gLP8DRZ1LMrgL4Wehs9NteUXiNWDgw%2BfuMse5wEi0wLGQLQjRsnuVkWAwrHaGE09UBwS10Kkhpn0utEy2vPu6ML0gDXRFBxPEwXtX2fDXWiei646SdTz4BukRXfN%2BtD%2BFY9RAWgwbvvKGhkrnd77fctoOt7e8WrEKy7zaOjbJ11H8hG%2BSelVANDQPZjfgHKGmeGth4CDj53v6iPzsmj7%2BzoUj4ypJGiGm9IQfbCCY3UIiXFIRqLS9vvOWz2Ws%2BeORGWPWf0DooVQ2hu3vuV%2FyVhThd1asU1zU8DUrvzDRflIUhthasViAbIixS3Ey9wWAKZM3qjLFnCxnhhFXCVcJOjuGWhL1SSXCOq3GkNIDU2QGftOjzuv3QD%2BBrwp6GKV%2BSug6NQLeC6%2Bu%2F8qOyzw49N%2FyQllf%2BhsFD678cb68rEhhQX4cF4Nv%2BYjzJyt%2FdoV3gypn5nXd8%2FoY6eJ8nYkDPD4L3aoRTzQBFqeYaWJHBbcwjquTu9WY7CoH3h43qz%2F84sYfRyCrEmUIgh%2BbuUBkKncQSfOZNtn75%2FdrctvTf%2BSPKjEmjo3laCCAtSikFviaiuzWnvDvWZ7EV0zslBDyCbMTPGstqoJZeS5RFePCud1%2FPLkMHTp4EVl34ZG2e6bbhZprmEBYaAt2%2FNTmPDT9AxA4dy43Le3ojGRSZeJLe44OiZis5Ckn0jNc7raJIjVJ2dL%2Fwfy3VFzMHqEY61aC8CPdHldYxLK21CpMuAww2cCJsQY6sQGbdRezxHaSury%2FEKxc1pnDga%2BHgpGLjhN8QVugIWaqCnm6Ck6VJGhKImCtiv5RlVCvmPNe51PsaQM4BLKdCpqeh29DUhEOxiiaMg%2BH0JBjnSV1cVm%2BkqwZPlqVQWkd%2FqtgEXYZE9ayE9b8J%2BH821LlE6SM%2BmPL3uHp%2B7q76drrCL0OS3ROtjZX6JQvLJKlY211DlFyFmQoEcwj1jHa%2BHCm%2FUmhAzfVR7x7DFcAR88%2BXuY%3D&X-Amz-Algorithm=AWS4-HMAC-SHA256&X-Amz-Date=20240419T123643Z&X-Amz-SignedHeaders=host&X-Amz-Expires=300&X-Amz-Credential=ASIAQ3PHCVTYWETJS55D%2F20240419%2Fus-east-1%2Fs3%2Faws4_request&X-Amz-Signature=8873e7aef81be85fe85e1b0b7997ea60e90dc3c7148a6d40a3aecb541a1eb7b0&hash=f5e669b11e373648cbc517ad8c8af7ffbc749006e5bbb8a671d8d2f36b19ef36&host=68042c943591013ac2b2430a89b270f6af2c76d8dfd086a07176afe7c76c2c61&pii=S0003267023013399&tid=spdf-4ebacb57-74b1-4b99-95bb-e6dc15c9e934&sid=8cd3e675264844467c093eb32c1a7ce9dbd6gxrqa&type=client&tsoh=d3d3L

Tabulka ¢. 10: Zobrazenie vybranych parametrov 1 Studie vyuzivajucej GC [28]. SLE —
extrakcia z kvapaliny do kvapaliny s vyuzitim inertného nosica, DCM — dichlormetan, EI
— elektronova ionizacia, QqQ — trojity kvadrupol, MS/MS — tandemova hmotnostna

spektrometria, GC — plynova chromatografia

Poradové cislo 13

Pocet analyzovanych steroidov 37

Typ analyzovanych steroidov androgény, estrogény, progesterony, kortikosteroidy,
steroly

Typ analyzované¢ho materialu sérum

Mnozstvo vzorky 100 pl

Metdda pripravy vzorky SLE

Sorbent ISOLUTE ® SLE + 400 pl SLE dosticka

Pouzité precipitacné/extrakéné DCM

¢inidlo

GC koléna MTX -1(3B0mx 0,25 mmI.D., 0,25 mm)

Mobilna faza hélium

Detektor MS/MS

Ionizécia EI

Analyzator QqQ

Tabulka ¢. 11: Zobrazenie vybranych parametrov 1 Studie vyuzivajucej SFC [60]. LLE —
extrakcia z kvapaliny do kvapaliny, MTBE — metyl-terc-butyléter, MeOH — metanol, ESI
— ionizacia elektrosprejom, QqQ — trojity kvadrupol, SFC — superkriticka fluidna

chromatografia

Poradové cislo 14

Pocet analyzovanych steroidov 5

Typ analyzovanych steroidov androgény

Typ analyzovaného materialu Standardy

MnozZstvo vzorky 2,5 ul

Metoda pripravy vzorky LLE

Pouzité precipitacné/extrakéné ¢inidlo MTBE

SFC kolona AgilentPoroshell Chiral-V 100 x 4,6 mm, 2,7 um
AgilentPoroshell Chiral-CD 100 x 4,6 mm, 2,7 um
Agilent PoroshellChiral-CF 100 x 4,6 mm, 2,7 pm

Mobilna faza CO; + MeOH

Detektor MS/MS

Ionizacia ESI

Analyzator QqQ
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4. Experimentalna cast’

4.1 Pouzité pristroje a pomocky

Chromatograficky syst¢ém ACQUITY UPLC, binarne cerpadlo, automaticky
davkovac, kolonovy termostat, Waters Corp., USA

Analytickd kolona CORTECS C18 (2,1 x 150 mm, 1,6 pm) a in-line Acquity
kolonovy predfilter, Waters Corp., USA

Xevo TQ-XS hmotnostny spektrometer, Waters Corp., USA

Software MassLynx, v4.1, Waters Corp., USA

Software TargetLynx, Waters Corp., USA

Poloautomatizovany manifold pre SLE: Otto SPEcialist Positive Pressure
Manifold, Waters Corp., USA

Analdgovy manifold pre SLE: Positive Pressure-96 Processor, Waters Corp.,
USA

96-jamkova dosticka pre SLE: ISOLUTE SLE+ 400 pl Fixed Well, Biotage,
Svédsko

Automatické mikropipety so Spickami, Eppendorf, Nemecko

Analytické vahy, Sartorius, Nemecko

Ultrazvukova Cisticka Sonorex Digitec, Bandelin electronic, Nemecko

Trepacka Ika Vortex, Sigma-Aldrich, Ceska republika

Centrifaga Mikro 220R, Hettich, Nemecko

Vakuova odparka Concentrator Plus, Eppendorf, Ceska republika

pH meter, Mettler-Toledo s.r.0., Ceska republika

Sklenené skrutkovacie vialky s uzavermi, Vitrum, Ceska republika

Total Recovery vialky s uzavermi, Thermo Scientific, USA

4.2 Pouzité chemikalie a rozpustadla

Acetonitril, Metanol: LC-MS Grade, Fisher Chemical, UK
Etanol: LC-MS grade, VWR International S.A.S, UK
Ultracista voda: LC-MS grade, Fisher Chemical, UK
Trichloroctova kyselina: >99%, Sigma-Aldrich, Nemecko
Kyselina chlorovodikova: 35%, Lach:ner, Ceska republika
Kyselina mrav¢ia: 299%, VWR International S.A.S., UK
Metyl-terc-butyléter: >99,8%, Sigma-Aldrich, Franctizsko
Etylacetat: >99.91%, Sigma-Aldrich, USA

Dichlérmetan: >99,8%, Sigma-Aldrich, Nemecko

Hexan: >99%, Sigma-Aldrich, Nemecko

Propan-2-ol : >99,9%, Honeywell, Nemecko
Hydrogénfosforeénan draselny: Penta, Ceska republika
Dihydrogénfosfore¢nan draselny: Chemapol, Ceska republika
B-glukuronidaza z kmena E.Coli K12, roztok, Roche Diagnostics, Nemecko
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Chloroform: >99,9%, Sigma-Aldrich, Nemecko

4.3 Standardné latky

Pregnenolon, 17-hydroxypregnenolon, progesterén, 17a-hydroxyprogesteron,
17a,20B-dihydroxyprogesterén, Sa-dihydroprogesterén, epiallopregnanolon,
allopregnanolon, 20a-hydroxyprogesteron, 11B-hydroxyprogesteron,
tetrahydrodeoxykortikosterén, allotetrahydrodeoxykortikosteroén, deoxykortiko-
steron, 11-dehydrokortikosteron, Sa-dihydrokortikosteron, 5B-dihydrokortiko-
steron,  kortizol, 11-deoxykortizol,  kortizon, Sa-dihydrotestosterdn,
dehydroepiandrosteron, DHEA sulfat sodnd sol, 7a-hydroxyDHEA,
7B-hydroxyDHEA, 7-oxoDHEA, epiandrosterdn, androsteron, Sa-androstandion
a 5B-androstandion boli zakupené zo Steraloids, USA

Kortikosteron, aldosterdn, androstendion, 3a-dihydroandrosterdn,
3B-dihydroandrosterdn a B-estradiol boli zaktipené zo Sigma-Aldrich, Nemecko
Testosteron, dexametazon a betametazon boli zaktipené zo Serva Electrophoresis
GmbH, Nemecko

4.4 Vnitorné Standardné latky

Pregnenolon-d4 (IS1), progesteron-d9 (IS3), kortikosteron-d4 (IS14), kortizon-d8
(IS20), aldosteron-d8 (IS21), testosteron-d3 (IS22), Sa-dihydrotestosteron-d3
(IS23) a androsteron-d4 (IS31) boli zakipené zo Sigma-Aldrich, Nemecko
17a-hydroxyprogesteron-d8 (IS4), isopregnanolon-d5 (IS7),
3a-allopregnanolon-d5 (IS8), 4-pregnen-20a-ol-3-on-d4 (IS9),
11-deoxykortikosteron-d8 (IS13), kortizol-d4 (IS18) a dexametazon-dS (IS36)
boli zakapené z TRC, Kanada

Dehydroepiandrosterén-d2 (IS24) bol zakapeny zo Steraloids, USA

4.5 Biologické vzorky

Na vyvoj a optimalizaciu metoédy bola pouzitd l'udskd plazma. Cudskéd plazma bola
odobrana dobrovolnikom z Katedry analytickej chémie Farmaceutickej fakulty v Hradci
Kralové Univerzity Karlovy. Plazmu poskytli traja muzi a tri Zeny vo veku 20 — 40 rokov.
Vsetci dobrovolnici poskytli pisomny informovany suhlas s pouZitim ich plazmy pre
vedecké ucely. Plazma bola pripravena z krvi odobranej od dobrovolnikov pomocou
odstredivky MIKRO 220R, Hettich (Nemecko), (4 025 x g, 20 min) k oddeleniu krviniek
a plazmy. Plazma bola nasledne skladovana pri -80 °C. NaSe experimenty boli vykonané

s pouzitim zmesnej vzorky plazmy pripravenej zo vzoriek 6 zdravych dobrovolnikov,
aby sme pokryli individudlnu variabilitu.

Konecna metdda bola aplikovana pre analyzu mysej plazmy. Samicia a samcia plazma
bezmikrébovych mysi BALB/c bez Specifickych patogénov bola dodana v spolupraci s
Fyziologickym Ustavom Akadémie Vied CR (Praha, Ceska republika).
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4.6 Priprava zasobnych roztokov Standardov a vnitornych Standardov

Jednotlivé roztoky Standardov boli pripravené v koncentracii 1 mg/ml. Pre pripravu
tychto roztokov bolo navazenych priblizne presne 0,1-0,3 mg krystalickej latky, ktora
bola rozpustend v zodpovedajicom mnozstve ACN. Bola pripravena zasobnd zmes
roztokov Standardov o koncentracii 10 pg/ml. Zasobné roztoky vnutornych Standardov
boli pripravené rovnakym sposobom.

4.7 Priprava pracovnych roztokov

4.7.1 Priprava pracovnych roztokov Standardov

Pracovné roztoky Standardov boli pripravené zriedenim 50% ACN z predchadzajtacich
zasobnych roztokov na findlnu koncentraciu 50 ng/ml. V pripade pripravy kalibracne;j
krivky bol zasobny roztok Standardov riedeny desiatkovou radou.

4.7.2 Priprava okyslenej vody

Okyslena voda pouzivana v experimente uvedenom v kapitole 4.10.4 bola pripravena
v objeme 30 ml za pouzitia pociatoénych 10 ul HCl. Dalsim pridavkom HCI bolo
nasledne upravené pH na hodnotu 3,09.

4.7.3 Priprava fosfatového timivého roztoku

Zasobny fosfatovy tlmivy roztok (TR) bol pripraveny navazenim 3 480 mg HPO3
a 2 720 mg H,POs a ich naslednym rozpustenym v odmernej banke o objeme 100 ml; pH
roztoku sa pohybovalo v rozmedzi 6-6,5. Zasobny roztok bol nasledne 100x riedeny
vodou na pracovnu koncentraciu 0,62 mg/ml.

4.8 Priprava vzoriek k validacii

Bola pouzivana zmes Standardnych latok o koncentracii 10 pg/ml a zmes vntitornych
Standardov (IS) o koncentracii 1 pg/ml — okrem vnatornych standardov IS 6, IS 8, IS 25,
IS 38, IS 39 a IS 40, ktoré boli o koncentracii 10 pg/ml. Priradenie analytov k vnitornym
Standardom (Tabul’ka ¢. 12) prebehlo na zaklade ich Struktarnej podobnosti. V pripade,
ze pre dany analyt nebol dostupny vlastny vnutorny Standard, bol zvoleny vnutorny
Standard podla najblizSej Struktirnej podobnosti a blizkosti retenéného Casu analytu
a vnutorného Standardu.
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Tabulka ¢. 12: Priradenie analytov k vautornym Standardom. IS — vnutorny standard

Analyt IS Analyt IS Analyt IS Analyt IS

1 IS1 11 IS9 21 IS 21 31 IS 31
2 IS 13 12 IS9 22 IS22 32 IS 31
3 IS3 13 IS 13 23 IS 23 33 IS 23
4 IS4 14 IS14 24 IS24 34 IS 22
5 IS 13 15 IS36 25 IS25 35 IS 36
6 IS6 16 IS36 26 IS18 36 IS 36
7 IS7 17 IS36 27 IS 13 37 IS 36
8 IS8 18 IS18 28 IS20 38 IS 38
9 IS9 19 IS14 29 IS 24

10 IS13 20 IS20 30 IS4

Standardna aj matricova kalibraéna krivka boli pripravené na 13 koncentraénych
hladinach v rozmedzi 0,05-100 ng/ml. Pre pripravu matricovej kalibra¢nej krivky bolo 40
ul plazmy obohatenych pred extrakciou 2 pl zmesného roztoku Standardov o danej
koncentracii a 2 pl roztoku vnttornych Standardov o koncentrécii 50 ng/ml.

Vytaznost a matricové efekty boli hodnotené na koncentra¢nych hladinach 0,5 ng/ml,
1 ng/ml, 3 ng/ml, 7 ng/ml, 25 ng/ml a 75 ng/ml. Pre pripravu tychto vzoriek bolo 40 pl
plazmy obohatenych 2 pul zmesného roztoku Standardov o danej koncentracii (60 ng/ml,
140 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/m, 1500 ng/ml a 2000 ng/ml) a 2 pl roztoku vnutornych
Standardov o koncentracii 50 ng/ml. Pre hodnotenie vytaznosti boli vzorky plazmy
obohatené pred extrakciou. Hodnotenie pritomnosti matricovych efektov prebiehalo
z analyzy vzoriek obohatenych po extrakcii.

Pripravené boli d’alej vzorky obohatené¢ iba roztokom vnutornych Standardov (nulové
vzorky) a vzorky bez obohatenia (slepé vzorky).

4.9 Podmienky pouzitej UHPLC-MS/MS metédy

Analyticka kolona: CORTECS UPLC C18 (2,1 x 150 mm, 1,6 pm + in-line kolonovy
predfilter)

Mobilna faza: 0,1% FA vo vode (A), ACN (B)

Prietok mobilnej fazy: 0,3 ml/min

Elucia: gradientova (Obrazok ¢. 6)
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Obrazok ¢. 6: Zobrazenie gradientu mobilnej fazy B v UHPLC-MS/MS metode pouZitej
pre analyzu steroidov v tejto praci. ACN - acetonitril

Teplota na kolone: 40 °C

Teplota v automatickom injektore: 8 °C

Silna oplachovacia kvapalina: 100% ACN

Slaba oplachovacia kvapalina: 20% ACN
Oplachovacia kvapalina pre piest ¢erpadla: 10% ACN
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Obrazok ¢. 7: Finalna separdacia steroidov dosiahnuta na kolone Cortecs C18 za vyssie
uvedenych podmienok. Cislovanie steroidov zodpovedd Tabulke ¢. 1. Farby pikov
oznacuju jednotlivé pary izomérov. Obrazok prevzaty z [66].

Ioniza¢ny zdroj:
Typ a mdd ionizacie: EST */ ESI ~
Napiitie na kapilare: 1,5 kV (ESI ), 0,5 kV (ESI)
Napitie na vstupnom kuZeli: individualne nastavenie podl'a Tabulky ¢. 13
Prietok desolva¢ného plynu: 1100 1/hod
Prietok plynu na vstupnom kuzeli: 200 I/hod
Desolvacna teplota: 500 °C
Tlak zmlzujaceho plynu: 5,0 bar (dusik)
Kolizna energia: individudlne nastavenie podl'a Tabulky ¢. 13
Pouzité SRM prechody su zhrnuté v Tabulke €. 13.
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Tabulka ¢. 13: Nastavenie MS/MS metody. STD — analyt, tR — retencny cas, CV — napdtie
na vstupnom kuzeli, SRM quantifier — monitorovanie vybranej reakcie pre kvantifikaciu,
SRM qualifier - monitorovanie vybranej reakcie pre potvrdenie identity, CE — kolizna
MS/MS  —
optimalizovand v ramci diplomovej prace Mgr. Hromaddka [63]

energia, tandemovd hmotnostnda spektrometria. Tato metoda bola

STD tg[min] CV [V] SRM 1 quantifier CE [eV] SMR 2 quantifier CE 2 [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 25 315,15 >122,89 25
4 9,7 15 331,15>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 15 300,98 > 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 25 317,25 >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 4,7 15 347,04 > 109,01 25 347,04 > 311,15 15
20 3,2 15 356,02 > 163,07 25 361,02 > 367,06 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 > 159,15 20
24 9,1 20 270,90 > 253,12 15 270,90 > 197,06 20
25 5,1 40 367,00 > 96, 81 30 X X
26 3,0 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 20 285,08 > 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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4.10 Vyvoj metody pripravy vzorky

Boli optimalizované¢ dve metoédy pripravy vzorky: PP a SLE. Testovanymi
parametrami boli najmé vytaznost’ a matricové efekty — vzorky na sledovanie parametru
vytaznosti boli obohatené pred extrakciou, vzorky na sledovanie matricovych efektov po
extrakcii. Ako vyslednd metdda bola vybrand SLE metdda a jej findlne podmienky st
uvedené v kapitole 4.10.6.

4.10.1 Optimalizacia proteinovej precipitacie

V ramci optimalizacie metddy bola porovnavana PP, PP v spojeni s enzymatickou
hydrolyzou (EH-PP) a PP spridavkom TR (TR-PP). Bolo pripravenych 1500 pl
zasobného roztoku plazmy obohatené¢ho o analyty v koncentracii 50 ng/ml a vnutorné
Standardy o koncentracii 0,1 pg/ml. Tento zasobny roztok bol pouzity pre vSetky
optimalizacné experimenty. Vzorky pre vSetky experimenty boli vzdy pripravené v troch
replikatoch. Za rovnakych podmienok zhrnutych v Tabulke ¢. 14 boli testované Styri
precipitacné ¢inidla: MeOH, EtOH, ACN a TCA. Vzorky boli nésledne odparované do
sucha za vyuzitia vakuovej odparky a nasledne zrekonstituované v 50 pl 50% ACN.

V experimente EH-PP boli navySe pouzit¢ 2 pl enzymu B-glukuronidazy (E. coli)
pridané k 50 ul plazmy a 10 pul TR pripraveného sposobom uvedenym v kapitole 4.7.3.
Vzorky sa po pridani B-glukuronidazy a TR 60 min inkubovali pri teplote 50 °C a 250
RPM. V experimente TR-PP bolo pouzitych 10 ul TR, ktory bol pridany k 50 ul plazmy.

Tabulka ¢. 14: Podmienky metddy proteinovej precipitdcie

Parameter Jednotka Hodnota
Objem precipitovanej vzorky ul 50
Objem precipitacného ¢€inidla ul 500
Cas inkubAcie min 10
Teplota inkubéacie °C 25

Cas centrifugovania min 5
Pocet otacok RPM 14 000
Teplota centrifugovania °C 8
Odparovacia teplota °C 60

Cas odparovania min 30
Rekonstituéné ¢inidlo 50% ACN

Objem rekonstitu¢ného ¢inidla ul 50

Cas inkubacie min 10
Pocet otacok RPM 1 400
Teplota rekonstiticie °C 25

4.10.2 Optimalizacia SLE metody

Pre vSetky experimenty v ramci optimalizdcie SLE metddy bola pouzitd ludska
plazma obohatend o analyty aj vnutorné Standardy. Podmienky SLE metody boli
zachované vzdy rovnaké. Po naneseni vzorky na SLE dosticku prebehla adsorpcia
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aplikaciou pozitivneho tlaku 5 psi po dobu 120 s a néasledne aplikovanim pozitivneho
tlaku 1 psi po dobu 240 s. Extrakcia prebehla pomocou tlaku 1 psi po dobu 240 s
a nasledne pomocou tlaku 5 psi po dobu 120 s.

4.10.3 Optimalizacia extrakéného ¢inidla pre SLE metodu

Boli testované extrakéné €inidla a ich pomery: MTBE, DCM, zmes DCM/EtAc v
pomere (80:20, v/v), zmes MTBE/EtAc v pomere (80:20, v/v), zmes MTBE/EtAc
v pomere (70:30, v/v), zmes MTBE/EtAc v pomere (50:50, v/v) a EtAc.

Slepé vzorky plazmy boli pripravené za pouzitia 720 ul plazmy a 40 pl roztoku zmesi
vnutornych Standardov o koncentracii 1 pg/ml a doplnené boli 40 ul ACN. Finalna
koncentracia vnutornych Standardov bola teda 1 pg/ml. Vzorky obohatenej plazmy boli
pripravené za pouzitia 720 pl plazmy, 40 pl roztoku zmesi vnatornych Standardov
o koncentrécii 1 pg/ml a 40 pl roztoku zmesi Standardnych latok o koncentracii 70 ng/ml.
Vzorka plazmy teda vzdy obsahovala Standardy o koncentracii 70 ng/ml a vnatorné
Standardy o koncentrécii 1 pg/ml. Z pripravenych vzoriek bolo nasledne odobranych 40
ul a doplnenych 360 pl vody. Tato nariedena vzorka bola potom nanesena na SLE
dosticku. Pre kazdé extrakéné Cinidlo boli pripravené tri replikaty. Extrakcia prebehla
3krat 1 ml prislusného Ccinidla, vzorky boli nésledne odparené do sucha
a zrekonStituované v 40 pl 50% ACN.

Nasledne boli optimalizované a porovnavané extrakéné profily: extrakcia 3krat 1 ml
zmesi MTBE/EtAc v pomere (80:20, v/v), extrakcia 1krat 1 ml MTBE a 2krat 1 ml EtAc
a extrakcia 2krat 2 ml MTBE a Iml EtAc (Tabulka ¢. 15). Boli pripravené dva replikaty
vzoriek z kazdého testovaného profilu. Na pripravu vzoriek bolo pouzitych 40 pul
obohatenej plazmy a 360 ul vody. Obohatena plazma bola pripravend za pouzitia 950 pul
plazmy a 50 pl roztoku zmesi Standardnych latok o koncentracii 1 pg/ml. Vzorky boli do
sucha odparené a zrekonstituované vo 40 pl 50% ACN.

Tabulka ¢. 15: Schematické znazornenie extrakcnych profilov. MTBE — metyl-terc-
butyléter, EtAc — etylacetat.

Extrakény profil (A) Extrakény profil (B) Extrakény profil (C)
1. krok MTBE/EtAc (80:20, v/v) MTBE MTBE
2. krok MTBE/EtAc (80:20, v/v) EtAc MTBE
3. krok MTBE/EtAc (80:20, v/v) EtAc EtAc

V d’alSom experimente bolo testované optimédlne mnoZstvo extrakéného ¢inidla. Bol
pripraveny zasobny roztok plazmy obohatenej roztokom Standardnych latok za pouzitia
950 pl plazmy a 50 pl zmesi Standardnych latok o koncentracii 1 pg/ml. Vzorky boli
pripravené zo 40 ul obohatenej plazmy a 360 pl vody. Takto pripravené vzorky boli
nanesené¢ na SLE dosti¢ku v piatich replikatoch. Extrakcia prebehla 3krat za pouzitia 1
ml zmesi MTBE/EtAc v pomere (80:20, v/v) v kazdom extrakénom kroku. Kazdy
extrakény krok bol zbierany do vlastnej Eppendorf skimavky, odpareny do sucha
a nasledne zrekonstituovany v 40 pl 50% ACN. Ako referencia, ku ktorej boli
porovnavané vysledky jednotlivych extrakénych krokov, sluzili vzorky extrahované tym
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istym spdsobom, pricom vsetky extrakéné kroky boli zbierané do jednej Eppendorf
skamavky. Vzorky boli rovnako odparené a zrekonstituované obdobnym spdsobom.

4.10.4 Optimalizacia zloZenia vzorky nanasanej na SLE dosticku

Bol optimalizovany faktor riedenia nanasanej vzorky. Boli testované Styri riedenia na
findlny nanaSany objem 150 pl, 200 pl, 300 pl a 400 pl. V kazdom pripade bolo pouzitych
40 pl obohatenej plazmy odobranej zo zasobného roztoku pripraveného z 950 pl plazmy
a 50 pl roztoku zmesi Standardnych latok o koncentracii 1,4 pg/ml. Boli pripravené tri
replikaty z kazdého testovaného objemu. Ako extrakéné Cinidlo bola pouzita zmes
MTBE/EtAc v pomere (80:20, v/v) a extrakcia prebehla 3krat 1 ml tohto Cinidla. Vzorky
boli nasledne odparené do sucha a zrekonstituované v 40 pl 50% ACN.

Dalej bol testovany vplyv koncentracie isopropanolu (IPA) na naruSenie vizby
analyzovanych latok na transportné proteiny. Boli analyzované tri skupiny vzoriek, kazda
z nich pozostavala z troch replikatov. Prva skupina vzoriek bola pripravend za pouzitia
40 pl plazmy obohatenej o roztok Standardov a 360 ul zmesi HoO/IPA v pomere (50:50,
v/v). Druhé skupina vzoriek bola pripravena za pouzitia 40 pl obohatenej plazmy, 160 pl
vody a 200 pl IPA. Tretia skupina vzoriek bola pripravena za pouzitia 40 pl obohatenej
plazmy, 40 ul zmesi HoO/IPA v pomere (50:50, v/v) a 320 pl vody. Vzorky boli odparené
do sucha a zrekonstituované v 40 pl 50% ACN.

V snahe analyzovat’ analyt DHEA-S (25) boli vykonané dva experimenty s pridavkom
vody okyslenej pomocou HCI, pripravenej sposobom uvedenym v kapitole 4.7.2. Boli
porovndvané dva parametre: vytaznost’ a matricové efekty. Pre testovanie parametru
vytaznosti boli vzorky pred extrakciou obohatené roztokom zmesi Standardnych latok
o koncentrécii 1 pg/ml a roztokom zmesi vnitornych Standardov o rovnakej koncentracii.
Pre testovanie parametru matricovych efektov boli vzorky obohatené naopak po extrakeii.

V oboch experimentoch bolo pouzitych 40 pl plazmy. V rdmci prvého experimentu
bolo ku vzorkdm pridanych 40 pl zmesi H>O/IPA v pomere (50:50, v/v), druhy
experiment bol vykonany bez tohto pridavku. V oboch experimentoch boli vzorky
nasledne doplnené do celkového objemu 400 pl vodou okyslenou HCI.

4.10.5 Porovnanie optimalizovanych metod pripravy vzorky

Boli porovnavané nasledujice metddy aich spojenia: PP, PP v spojeni so SLE
(PP-SLE), EH-PP, PP v spojeni s EH a SLE (EH-PP-SLE), EH v spojeni so SLE
(EH-SLE) a (SLE). Ako precipita¢né ¢inidla boli testované: MeOH, EtOH a ACN. Bol
testovany parameter vytaznosti a parameter matricovych efektov. Vzorky na testovanie
vyt'aznosti boli obohatené pridavkom roztoku Standardnych latok o koncentracii 70 ng/ml
a roztokom vnutornych Standardov o koncentracii 0,1 pg/ml. Vzorky na testovanie
matricovych efektov boli obohatené po extrakcii. Vzorky boli pri vSetkych metddach
odparené do sucha a zrekonstituované podla protokolu uvedenom v kapitole 4.10.1.

- PP: Pri metode PP bolo pouzitych 40 ul vzorky a 400 ul optimalizovaného
precipitatného €inidla. Rekonstitucia prebehla v 40 pl 50% ACN. Bol pouzity
protokol uvedeny v kapitole 4.10.1

- PP-SLE: Pri metdéde PP-SLE bolo pouzitych 40 pl vzorky, 400 pl
optimalizovaného precipitacného €inidla a rekonstiticia prebehla v 40 pl 50%
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ACN. Pre PP bol pouzity protokol uvedeny v kapitole 4.10.1. Supernatant bol
nasledne preneseny na SLE dosticku. SLE metdda prebehla podl'a podmienok
zhrnutych v kapitole 4.10.6.

- EH-PP: Pri metdde EH-PP bolo pouzitych 40 pl plazmy, 8 ul TR a 1,6 pl enzymu
B-glukuronidazy. Inkubécia prebehla po dobu 60 min pri teplote 50 °C a 250
RPM. Bolo pouzitych 400 upl optimalizovaného precipitacného cinidla a
rekonStitucia prebehla v 40 pl 50% ACN. Pre PP bol pouZity protokol uvedeny
v kapitole 4.10.1

- EH-PP-SLE: V pripade metddy EH-PP-SLE bolo pouzitych 40 ul plazmy, 8 pl
TR a 1,6 pl enzymu B-glukuronidazy. Vzorky boli inkubované po dobu 60 mintit
pri teplote 50 °C atrepané pri 250 RPM. Nasledne bolo pridanych 400 pl
optimalizovaného precipitaéného Cinidla. Rekonstitacia prebehla v 40 ul 50%
ACN. Pre PP bol pouzity protokol uvedeny v kapitole 4.10.1. Supernantant bol
nasledne preneseny na SLE dosticku. SLE metoda prebehla podla podmienok
zhrnutych v kapitole 4.10.6.

- SLE: Podmienky SLE metody su zhrnuté v kapitole 4.10.6.

- EH-SLE: Pri metéde EH-SLE bolo pouzitych 40 pl plazmy, 8 ul TR a 1,6 ul
enzymu B-glukuronidazy. Vzorky boli inkubované po dobu 60 minut pri teplote
50 °C a 250 RPM. SLE prebehla podl'a podmienok zhrnutych v kapitole 4.10.6.

4.10.6 Finalne podmienky SLE metody

Findlne podmienky SLE metody boli nasledovné: 40 ul plazmy bolo nariadenych 40 ul
zmesi HoO/IPA v pomere (50:50, v/v) a celkovy objem 400 pul bol doplneny 320 ul vody.
Takto nariadena vzorka bola nanesena na SLE dosticku. Adsorpcia na dosti¢ku bola
uskutocnend aplikaciou tlaku 5 psi do dobu 120 s a nasledne aplikovanim tlaku 1 psi po
dobu 120 s v dvoch cykloch.

Extrakcia prebiehala v dvoch krokoch. V kazdom extrakénom kroku bolo nanesené
¢inidlo MTBE/EtAc v pomere (80:20, v/v) v objeme 1 ml. Bol aplikovany tlak 1 psi po
dobu 240 s a nasledne tlak 5 psi po dobu 120 s. Odparenie prebehlo do sucha na vakuove;j
odparke Concentrator Plus pri teplote 60 °C a 2000 RPM. Odparend vzorka bola
zrekonstituovana v 40 pl zmesi HoO/ACN (50:50, v/v), trepand po dobu 10 min a 1400
PRM a nasledne prenesend do vialiek a analyzovand UHPLC-MS/MS metddou.

4.11 Overenie valida¢nych parametrov

Pre overenie validaénych parametrov bola pouzitd findlna metoda
SLE-UHPLC-MS/MS zhrnutd v kapitolach 4.9 a 4.10.6. Overenie validacnych
parametrov  prebehlo  rovnakym  spdsobom na dvoch  manifoldoch —
poloautomatizovanom manifolde Otto SPEcialist a analdgovom manifolde Positive
Pressure-96 Processor. Overovanymi parametrami boli vytaznost, matricové efekty,
presnost’ a preciznost’, ktorych overenie prebehlo na zdklade podmienok validacnej
smernice ICH M10/EMA [64].

Pre kazdy analyt bol stanovany dolny a horny limit kvantifikacie. Tieto limity boli

vve
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koncentratni hladinu a +20 % pre vysSie koncentraéné hladiny) stanovenej
v ICH10/EMA [64] pre parametre preciznost’ a presnost’.

Valida¢né parametre boli overované na 6 koncentracnych hladinach: 0,5 ng/ml, 1
ng/ml, 3 ng/ml, 7 ng/ml, 25 ng/ml a 75 ng/ml. Priprava vzoriek k validécii je uvedena
v kapitole 4.8.

Vytaznost’ bola stanovena vypoctom z ploch pikov vzoriek obohatenych pred a po
extrakcii — od pre-extrakéného pridavku bola od¢itand hodnota slepej vzorky plazmy, ¢ize
plazmy bez obohatenia (Rovnica €. 1).

tarmost [%)] vzorka obohatena pred extrakciou — slepa vzorka plazmy 100
vytaznos =
y 0 vzorka obohatend po extrakcii

Rovnica ¢. 1: Vypocet vytaznosti.

Matricové efekty boli stanovené vypoctom z ploch pikov zmerania vzoriek
obohatenych po extrakcii a Standardnych roztokov — od hodnét vzoriek obohatenych po
extrakcii boli od¢itané hodnoty slepej vzorky plazmy (Rovnica €. 2). Zaporné hodnoty
znacia zoslabenie ionizécie, pozitivne hodnoty znacia zosilnenie ionizacie.

vzorka obohatena po extrakcii — slepa vzorka plazmy y

matricové efekty [%] = 100

Standardny roztok

Rovnica ¢. 2: Vypocet matricovych efektov.

Presnost’ bola stanovend vypoctom z priemeru Siestich opakovani extrakcie na dane;j
koncentracnej hladine (Rovnica €. 3).

, priemer opakovani extrakcie
presnost [%] = — - x 100
koncentracna hladina

Rovnica ¢. 3: Vypocet presnosti.

Preciznost’ bola stanovena ako relativna smerodajnd odchylka zo Siestich opakovani
extrakcie (Rovnice €. 4).

1 N
S = mZ(Xi - )_()2
i=1

Rovnica ¢. 4: Vypocet preciznosti, kde N= 6.
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5. Vysledky a diskusia

5.1 Analyzovanie vplyvu enzymatickej hydrolyzy na vyt’aZnost’ proteinovej
precipitacie

Na zaciatku optimalizacie bola porovnavand PP a EH-PP. Boli porovnavané Styri
precipitacné ¢inidla: MeOH, EtOH, ACN a TCA.

Pri pouziti ¢inidiel MeOH a EtOH boli pozorované vyssie hodnoty vytaznosti pri
metdde EH-PP oproti samotnej PP. V pripade ¢inidla MeOH sa hodnoty vyt'aznosti pri
metdde EH-PP pohybovali v rozmedzi 0-80 %, pri metode PP 4-84 % (Obrazok €. 8).

920 %
.
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Obrazok ¢. 8: Vytaznost testovanych steroidov pri pouziti cinidla MeOH ako
precipitacného cinidla v metéde PP (modré body) a EH-PP (oranzové body). Cisla
analytov su priradené podla Tabulky ¢. 1. MeOH — metanol, PP — proteinova
precipitdacia, EH-PP — proteinova precipitdcia v spojeni s enzymatickou hydrolyzou

Pri pouziti ¢inidla EtOH sa hodnoty vytaznosti pri metéde EH-PP pohybovali
v rozmedzi 0-85 %, pri metéde PP v rozmedzi 5-135 % (Obrazok €. 9). Pri metode EH-
PP bolo vSak mozné pozorovat’ nizku presnost’ vysledkov, kedy hodnoty nevyhovovali
limitu stanovenom vo valida¢nej smernici [64], Co bolo pravdepodobne spdsobené
chybou pri priprave vzorky. Nizke hodnoty vytaznosti (5 %) vykazoval analyt SaDHP4
(6). Dévodom mohla byt jeho Struktira — konkrétne pritomnost” hydroxylovej skupiny
v polohe C3 a alkylového retazca v polohe C20 kvoli ¢omu bol tento steroid mene;j
rozpustny v organickych rozpustadlach ako st MeOH a EtOH. Analyt DHEA-S (25)
vykazoval nulova vytaznost’ pri metdde EH-PP pri pouziti oboch ¢inidiel. Dévodom
mohlo byt nevhodné pH, o viedlo k prevahe ionizovanej formy steroidu, ktora nebola
extrahovatel'na do testovanych precipitacnych ¢inidiel.
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Obrazok ¢. 9: Vytaznost testovanych steroidov pri pouziti cinidla EtOH ako
precipitacného cinidla v metéde PP (modré body) a EH-PP (oranzové body). Cisla
analytov su priradené podla Tabulky ¢. 1. EtOH — etanol, PP — proteinova precipitacia,
EH-PP — proteinova precipitacia v spojeni s enzymatickou hydrolyzou

V pripade pouZitia ¢inidla ACN boli vysSie hodnoty vyt'aznosti pozorované pri metode
PP ato vrozmedzi 0-75 %. Pri metode EH-PP sa hodnoty vytaznosti pohybovali
v rozmedzi 0-40 %. Na Obrazku €. 10 je opdt’ mozné pozorovat nizke hodnoty vytaznosti
analytu SaDHP4 (6), dosahujuce maximalne 6 %, a nulova vytaznost analytu DHEA-S
(25). V pripade analytu 5aDHP4 (6) mohla byt opat’ ddvodom pritomnost” hydroxylove;j
skupiny v polohe C3, ktorda mohla potencialne reagovat’ s ACN a vytvarat’ komplexy, ¢o
nasledne viedlo k nizkej vytaznosti analytu pocas analytického procesu.
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Obrazok ¢. 10: Vytaznost testovanych steroidov pri pouziti cinidla ACN ako
precipitacného cinidla v metéde PP (modré body) a EH-PP (oranzové body). Cisla
analytov su priradené podla Tabulky ¢. 1. ACN - acetonitril, PP — proteinova
precipitacia, EH-PP — proteinova precipitdcia v spojeni s enzymatickou hydrolyzou
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evwe

bolo testované z dovodu planovaného testovania SLE metody, ktora je zaloZend na
principe extrakcie analytov do nemiesitelného rozpustadla. Kedze TCA je vodné
rozpustadlo, jej pritomnost’ by tak umoznila moznost’ testovania réoznych organickych
rozpustadiel pocas optimalizacie SLE.

Hodnoty vyt'aznosti pre metodu PP sa pohybovali v rozmedzi 0-18 % a pre metdodu
EH-PP v rozmedzi 0-15 %. VacSina analytov vSak ani pri jednej metdde nepresahovala
hodnotu vyt'aznosti 10 %. Dévodom mohol byt fakt, ze TCA je silna kyselina, co mohlo
viest k degradécii analytov. S tymto cinidlom sa preto v d’alSich experimentoch
nepokracovalo.

Obrazok ¢. 11 zobrazuje suhrn hodnot vytaznosti pri pouziti jednotlivych Cinidiel
a metod. Hoci najvysSie hodnoty vytaznosti boli pozorované pri pouziti ¢inidla EtOH pri
metéde EH-PP, z dovodu nizkej presnosti vysledkov nebola tato metéda vybrand ako
findlna metodda.

Z dovodu vysokej vytaznosti a jednotného profilu merania sa ako optimalne Cinidlo
javil ACN a metoda PP.
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® PP (McOH) 8 EH-PP (McOH) & PP (EtOH) ® EH-PP (EtOH) # PP (ACN) @ EH-PP (ACN) = PP (TCA) ®EH-PP (TCA)

Obrazok ¢. 11: Vytaznost testovanych steroidov pri pouziti cinidiel MeOH, EtOH, ACN
a TCA ako precipitacnych cinidiel v metéde PP a EH-PP. Cisla analytov si priradené
podla Tabulky ¢. 1. MeOH — metanol, EtOH — etanol, ACN — acetonitril, TCA — kyselina
trichloroctova, PP — proteinova precipitacia, EH-PP — proteinova precipitdcia v spojeni
s enzymatickou hydrolyzou
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5.2 Porovnanie metéod PP, EH-PP a TR-PP

V nasledujiicom experimente boli testované dve predchadzajiice metody (PP a EH-PP)
a metoda s vyuzitim fosfatového timivého roztoku (TR-PP), ktorého priprava je uvedena
v kapitole 4.7.3. Tlmivy roztok bol pridany, aby bolo zachované pH behom extrakcie
a nedochadzalo tak k zmendm ioniza¢nych stavov analytov, predovsetkym analytu
DHEA-S (25). Tento analyt sa v plazme bezne vyskytuje v ionizovanej forme, pre jeho
uspesnu kvantifikdciu je vSak nutné neionizovand forma — pH roztoku je tak pre analyzu
tohto analytu kritickym faktorom.

Obrazok ¢. 12 zobrazuje hodnoty vytaznosti pri pouziti jednotlivych metdd pri pouziti
¢inidla ACN. Najvyssia vytaznost bola pozorovand pri pouziti metédy PP, hodnoty
vytaznosti sa pohybovali v rozmedzi 0-185 %. Hodnoty klesali pod 50 % iba v pripade
analytov SaDHP4 (6) a DHEA-S (25), kedy boli nulové pri vSetkych troch metédach.
V pripade analytu SaDHP4 (6) mohla byt pric¢inou pritomnost’ hydroxylovej skupiny
v polohe C3, ktord mohla potencialne reagovat’ s ACN a vytvarat’ komplexy, o nasledne
viedlo k jeho nizkej vytaznosti po€as analytického procesu.

Dovod nizkej vytaznosti (53 %) pri metode PP v pripade analytu ALLO-P-ONE (8)
mohol byt’ rovnaky ako v pripade analytu Sa-DHP4 (6). Nutné je ale podotknut’, ze analyt
EPIALLO-P-ONE (7) — epimer analytu ALLO-P-ONE (8) — tento problém nevykazuje
(Obrazok ¢. 12). Dovodom nizkej vytaznosti mohol byt teda aj faktor matricovych
efektov na ktory nebol v tejto chvili brany ohl'ad a ktory mohol vysledky potencidlne
skreslovat’.
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Obrazok ¢. 12: Vytaznost testovanych steroidov pri pouziti cinidla ACN ako
precipitacného cinidla v metode PP (modré body), TR-PP (oranzové body) a EH-PP
(zelené body). Cisla analytov s priradené podla Tabulky ¢. 1. ACN — acetonitril, PP —
proteinova precipitacia, EH-PP — proteinova precipitacia v spojeni s enzymatickou
hydrolyzou, TR-PP — proteinova precipitdcia s vyuzitim fosfatového tlmivého roztoku
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Obrazok €.13 sthrnne zndzornuje vyuzitie ¢inidiel MeOH, EtOH a ACN pri vSetkych
troch metddach. Z grafu vyplyva, Ze najnizsie hodnoty vytaznosti boli dosahované pri
metodach EH-PP pri pouZiti ¢inidla MeOH a PP pri pouZiti ¢inidla EtOH, kedy vytaznost’
nepresahovala 20 %. Vytaznost’ do 60 % bola pozorovana pri metédach PP a TR-PP pri
pouziti ¢inidla MeOH. Metody EH-PP a TR-PP pri pouziti ¢inidla ACN a EH-PP
a TR-PP pri pouziti ¢inidla EtOH vykazovali hodnoty vytaznosti dosahujice 155 %, ale
pomerne nejednotné profily merani, ¢o bolo pravdepodobne spdsobené matricovymi
efektami.

Najvyssie hodnoty vyt'aznosti boli pozorované pri pouziti ¢inidla ACN pri metdde PP.
Toto c¢inidlo a metéda boli preto vybrané ako findlne. Ked'Ze vSak nebolo mozné
extrahovat’ analyty 5a-DHP4 (6) a DHEA-S (25) bola v d’alSom kroku optimalizovana
metoda SLE.

200 %
L ]
180 % . &
[ ]
- . . . "
& L ] | ]
160 (.)/0 - [ ] L J i - L J . [] -
¥ - ¢ o ®
140 % [—w * - ®
@ L4 ¢ P - -
o e * ®
. 120 % ® o g L - o o a_g : = : LY = L}
g ? ¢ o . ¢e®p o,0 * ® ‘s e
& 100 o, = ® 3 L » © _._:_.—L
80 % , — e Z ry
60 % - o3 : 'y .
. 8 : - i
spg®*" ©, 0 ."-l.-.. oe C I | ."
. ° o . . e e
40 % & - . .—.T..—
seve Bge,p00,00 vop e
20 % * :—'—’—0— —’_0_6_’_._._.
3 * ® * . [ * 8
., . Py E ad & . s s$s0 o .
0% P02 8 05 ———t—t ' ——t— 9—|—!—6—Q—|—f—|—|
1234567891011 ]2131415161718]9202122232425262728293031323334353637
TESTOVANE ANALYTY
® PP (MeOH) ® TR-PP (MeOH) &EH-PP (MeOMH) * PP (EtOH) 4 TR-PP (EtOH)
®EH-PP (EtOH) = PP (ACN) ®TR-PF (ACN) » EH-PP (ACN)

Obrazok ¢. 13: Vytaznost testovanych steroidov pri pouziti cinidiel ACN, MeOH a EtOH
ako precipitacnych cinidiel v metéde PP, TR-PP a EH-PP. Cisla analytov sii priradené
podla Tabulky ¢. 1. MeOH —metanol, EtOH — etanol, ACN — acetonitril, PP — proteinova
precipitacia, EH-PP — proteinova precipitacia v spojeni s enzymatickou hydrolyzou, TR-
PP — proteinova precipitacia s vyuzitim fosfatového timivého roztoku

55



5.3 Optimalizacia SLE metody

5.3.1 Vyber extrakéného €inidla

Pri optimalizacii metddy SLE boli postupne testované extrakéné cinidla uvedené
v kapitole 4.10.3. Vytaznosti pri pouziti jednotlivych ¢inidiel st zobrazené na Obrazku
¢. 14. NajnizSie hodnoty vytaznosti boli pozorované pri pouziti Cinidla DCM/EtAc
(80:20, v/v) ato vrozmedzi 60-105 %. Pri pouziti ostatnych ¢inidiel boli pozorované
porovnatel'né vysledky, pohybujice sa v rozmedzi 65-140 %. Vytaznosti analytu DHEA-
S (25) sa pohybovali vrozmedzi 0-9 % pri pouziti vSetkych testovanych cinidiel.
Spomedzi testovanych rozptstadiel boli najvacsie vykyvy vytaznosti naprie¢ analytmi
pozorované pri pouziti ¢inidla DCM, pri¢om dovodom mohol byt poladrny charakter
Cinidla. Z tohto dovodu, ataktiez pretoze sa jednalo o najtoxickejSie spomedzi
testovanych ¢inidiel, bolo DCM z nasledujucich experimentov vyradené.

Najviac konzistentny profil merania bol pozorovany pri pouZiti ¢inidla MTBE/EtAc
(80:20, v/v) a tato kombinécia bola preto d’alej optimalizovana.
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Obrdzok ¢. 14: Porovnanie vytaznosti pri metode SLE pre cinidla MTBE (Cervené body),
DCM (oranzoveé body), DCM/EtAc (80:20, v/v) (zelené body), MTBE/EtAc (80:20, v/v)
(modré body) a EtAc (fialové body). Cisla analytov sii priradené podla Tabulky ¢. 1. SLE
— extrakcia z kvapaliny do kvapaliny s vyuzitim inertného nosica, MTBE — metyl-terc-
butyléter, DCM — dichlormetan, EtAc — etylacetat
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V ramci optimalizacie zmesi ¢inidiel MTBE/EtAc boli porovndvané percentudlne
zastipenia jednotlivych zloziek (v/v): (80:20), (70:30) a (50:50). Boli analyzované
parametre vytaznosti (Obrazok €. 15) a matricovych efektov (Tabulka €. 16).
pri pomere (50:50, v/v). Matricové efekty sa u vacsiny analytov pohybovali v zapornych
hodnotach, dochddzalo teda k potlaeniu ionizacie. Naopak, najviac jednotny profil
merania, najvyssie hodnoty vytaznosti pohybujice sa v rozmedzi 90-140 % a najmensi
vplyv matricovych efektov — nespiiiajici limit validaénej smernice [64] iba v pripade
analytov 5a-DHP4 (6), ALLO-P-ONE (8), Allo-THDOC (12) a DHEA-S (25) — bol
pozorovany pri pouziti pomeru (80:20, v/v).

Na zaklade vysledkov je tak mozné konstatovat’, ze zvySujica sa etylacetatova zlozka
mala negativny vplyv na extrakciu analytov, respektive na matricové efekty. Vplyvom
polarity etylacetditu dochadzalo okrem extrakcie analytov taktiez k ¢iastocnej elucii
polarnych zloziek matrice a nasledne k ovplyvneniu ionizécie.

Ako vysledny pomer bol preto vybrany pomer MTBE/EtAc (80:20, v/v).
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Obrazok ¢. 15: Vytaznost pri pouziti rozmnych percentudalnych zastupeni zmesi
MTBE/EtAc: — 80:20, v/v (modré body), 70:30, v/v (oranzové body), 50:50, v/v (zelené
body). Cisla analytov si priradené podla Tabulky ¢. 1. MTBE — metyl-terc-butyléter,
EtAc - etylacetat
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Tabulka ¢. 16: Matricové efekty pri pouziti roznych percentudlnych zastupeni zmesi
MTBE/EtAc (v/v). Cervenou farbou sii vyznacené hodnoty presahujiice limity stanovené
validacnou smernicou ICHI0/EMA [64]. C. - ¢isla analytov priradené podla Tabulky ¢.
1. MTBE — metyl-terc-butyléter, EtAc — etylacetdat

C. 80:20 (v/v) 70:30 (v/v) 50:50 (v/v)

2 7% -73% -712%

4 13% -47% -63%

6 -43% -44% -55%

8 -55% -53% -59%

10 8% -68% -68%

12 -27% -22% -48%

14 -12% -2% 7%

16 12% 17% 18%

18 2% -5% 30%

20 4% -3% 20%

22 7% -67% 6%

24 3% -65% -74%

26 -3% -11% 0%

28 -1% -9% -71%

30 0% -30% -49%

32 1% -7% -14%

34 4% -23% -45%

36 6% 19% 2%

38 -1% -27% -8%



V nasledujucom experimente boli testované tri extrakéné profily. Ich schematické
zndzornenie je zobrazené v Experimentalnej Casti v Tabulke ¢. 15. Hodnoty vytaznosti
si zobrazené na Obrazku €. 16.
hodnoty vyt'aZnosti boli pozorované pri extrakénom profile B. Profily A a C vykazovali
porovnatel'né hodnoty vytaznosti pohybujuce sa v rozmedzi 55-100 %. Analyt DHEA-S
(25) vykazoval nulové hodnoty pri vSetkych troch profiloch.

Spolo¢nym znakom profilov A a C bolo pouzitie minimalne 2krat 1 ml ¢inidla MTBE
— objem tohto ¢inidla bol teda vyhodnoteny ako relevantnejsi v porovnani s mnozstvom
pouzitého EtAc.

Ako finalne ¢inidlo bola preto vybranad kombinacia MTBE/EtAc v pomere (80:20,
v/v), extrakcia 3krat 1 ml Cinidla.
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Obrazok ¢. 16: Porovnania vytaznosti extrakcnych profilov uvedenych v Tabulke ¢. 15
pri pouziti SLE metody: extrakcny profil A (modré body), B (oranzové body), C (zelené
body). Cisla analytov si priradené podla Tabulky ¢. 1. SLE — extrakcia z kvapaliny do
kvapaliny s vyuzitim inertného nosica
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Nasledne bol optimalizovany pocet extrakénych krokov. Vytaznosti jednotlivych
extrakénych krokov zobrazuje Obrazok €. 17. NajvysSie vytaznosti boli pozorované v 1.
extrakénom kroku, kedy sa hodnoty pohybovali v rozmedzi 50-85 %. V 2. extrakénom
kroku hodnoty vytaznosti prudko klesli a dosahovali maximalne 6 % a v 3. extrakénom
kroku boli nulové u vSetkych analytov. Analyt DHEA-S (25) vykazoval nulové hodnoty
vytaznosti vo vSetkych extrakénych krokoch.

Z nameranych udajov vyplyva, Ze pouZitie 2x 1 ml ¢inidla bolo dostato¢né pre
extrakciu analytov. Extrakéné cCinidlo vybrané pre SLE metédu bolo na zéklade
vysledkov experimentov nasledovné: zmes MTBE/EtAc v pomere zloziek (80:20, v/v).
Extrakcia tymto ¢inidlom prebehla 2x, zakazdym 1 ml ¢inidla.
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3. extra¢ny krok 2. extraény krok 1. extracny krok @ referencia

Obrazok ¢. 17: Porovnania profilov vytaznosti pri pouziti cinidla MTBE/EtAc (80:20,
V) v troch extrakcénych krokoch. Cisla analytov sii priradené podla Tabulky ¢. 1. MTBE
— metyl-terc-butyléter, EtAc — etylacetat

5.3.2 Optimalizacia zloZenia nanasanej vzorky

Optimalizicia zloZenia nandSanej vzorky za pouzitia findlneho cCinidla zahfiala
nasledujuce kroky: testovanie faktoru riedenia nanasanej vzorky, vplyv koncentracie IPA
na narusenie védzby analyzovanych latok na transportné proteiny a optimalizaciu zmeny
pH pomocou vody okyslenej HCI.

Pri optimalizacii faktoru riedenia nanaSanej vzorky sa porovnavali Styri objemy:
150 ul, 200 pl, 300 pl a 400 pl. Tieto objemy boli zvolené na zdklade odporucenia
vyrobcu SLE dosticiek, kedy by sa mal nanasany objem vzorky pohybovat’ medzi 150
a 400 pl.
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Na Obrazku ¢. 18 je mozné pozorovat, Ze najvysSie hodnoty vytaZznosti boli
dosiahnuté pri zriedeni plazmy na 400 pl, kedy sa hodnoty pohybovali v rozmedzi 70-
110 %. Pri nizSich zriedeniach boli hodnoty vytaznosti porovnate'né a pohybovali sa
v rozmedzi 65-95 %. Analyt DHEA-S (25) dosahoval nulové hodnoty pri vSetkych
Styroch zriedeniach. MoZznym vysvetlenim poklesu hodndt vytaznosti pri nizSich
zriedeniach bola vysoka viskozita, ktora neumoznovala dobré pokrytie povrchu
kremeliny, ¢im sa zniZovala extrahovatel'nost’ analytov.
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Obrazok ¢. 18: Vytaznost testovanych steroidov pri optimalizacii faktoru riedenia
nandasanej vzorky — 150 ul (cervené body), 200 ul (oranzové body), 300 ul (zelené body),
400 ul (modré body). Cisla analytov sii priradené podla Tabulky ¢. 1.

V dalSom kroku bol testovany vplyv koncentracie IPA na naruSenie vézby
analyzovanych latok na transportné proteiny, napr. transkortin. Pouzitie IPA bolo
odporucené vyrobcom, kedy bol odporu¢eny maximalny pridavok 5 % organickej zlozky
k nandSanej vzorke, pricom tito koncentracia mala zabranit' strhdvaniu matrice do
vysledného extraktu. IPA sa ku vzorke pridaval v takom mnozstve, aby nedochadzalo
k precipitacii proteinov pred nanesenim na SLE dosticku.

Boli testované nasledujuce mnozstva a pomery pridavku IPA: 360 ul H>O/IPA (50:50,
v/v), 200 pl IPA, 40 pl HoO/TPA (50:50, v/v), pricom najvysSie hodnoty vytaznosti boli
pozorované pri pouzity zmesi 40 pl HoO/IPA (50:50, v/v) a to v rozmedzi hodn6t 80-210
% (Obrazok €. 19). NajvyraznejSie zvySenie hodndt vytaznosti bolo pozorované pri
analytoch Sa-DHP4 (6) a ALLO-P-ONE (8), o poukazuje na vyrazné naruSenie viazby
na transportné proteiny. Dévodom mohla byt’ d’alej aj chemicka Struktara analytov, ktora
mohla viest’ kich zvySenej rozpustnosti — ich spoloénym znakom je pritomnost’
hydroxylovej skupiny v polohe C3 a ALLO-P-ONE (8) ma navySe aj aminoskupinu
v polohe C20. IPA tvori s hydroxylovymi skupinami vodikové vézby a s aminoskupinou
16noveé vizby. Mohlo tak dojst’ k zvySenej rozpustnosti a extrahovatel'nosti analytov.
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Najnizsie hodnoty vytazZnosti boli naopak pozorované pri zmesi 360 pl H,O/IPA
(50:50, v/v). V tomto pripade vykazovali analyty 5a-DHP4 (6) a ALLO-P-ONE (8)
nulové vytaznosti, ¢o mohol byt dosledok vplyvu zvySenej koncentracie IPA, kedy
mohlo dochadzat’ naopak k zniZeniu rozpustnosti tychto analytov a zniZeniu narusenia
vézby na transportné proteiny. Analyt DHEA-S sulfat (25) vykazoval nulovl vytaZznost
vo vsetkych troch pripadoch.
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Obrazok ¢. 19: Vytaznost analyzovanych steroidov pri optimalizacii vplyvu IPA na
narusenie vizby na transportné proteiny: 360 ul H>O/IPA (50:50, v/v) (modré body), 200
ul IPA (oranzové body), 40 ul H>O/IPA (50:50, v/v) (zelené body). Cisla analytov s
priradené podla Tabulky ¢. 1. IPA - isopropanol

V snahe analyzovat’ analyt DHEA-S (25) boli vykonané dva experimenty (s
pripravkom IPA a bez pridavku IPA) s pridavkom vody okyslenej HCI, pripravenej
spodsobom uvedenym v kapitole 4.7.2.

Tento analyt sa za normalnych okolnosti vyskytuje v plazme v ionizovanej forme, pre
jeho tspesnu extrakciu pomocou SLE metddy vSak musi byt v neionizovanej forme.
Sledoval sa teda vplyv zniZenia pH roztoku na hodnoty vytaznosti tohto analytu. Boli
porovnavané dva parametre: vytaznost' (Obrazok ¢. 20) a matricové efekty (Obrazok ¢.
21).

Vyssie hodnoty vyt'aznosti boli pozorované v pripade experimentu bez pridavku I[PA
a pohybovali sa vrozmedzi 55-100 %. V pripade experimentu s pridavkom IPA sa
pohybovali v rozmedzi 45-70 %. Tento pokles vytaznosti mohol byt spésobeny faktom,
ze TPA mohla v pritomnosti HCI viest' k chemickym modifikaciam steroidov a tym
ovplyvnit ich kvantifikaciu.

Analyt DHEA-S (25) vykazoval nulovl vytaznost’ v oboch pripadov, z coho vyplyva,
7ze znizenie pH analyzovaného roztoku nemalo na extrakciu tohto analytu vplyv.
Dévodom mohlo byt nedostatocné znizenie pH. VicSie zniZzenie pH by potencidlne
mohlo viest’ k vyssej vytaznosti analytu DHEA-S (25), zaroven by vSak mohlo viest’ aj
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k degradacii ostatnych analytov, o bolo vtomto pripade neziaduce. Parameter
matricovych efektov sa vyrazne nelisil bez ohl'adu na pridavok IPA.

Pre findlnu metodu bol na zaklade vysledkov vybrany pridavok 40 pl zmesi HoO/IPA
(50:50, v/v).
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Obrazok ¢. 20: Vytaznost analyzovanych steroidov pri optimalizdcii zmeny pH pomocou
vody okyslenej HCI s pridavkom IPA (modré body) a bez pridavku IPA (oranZové body).
Cisla analytov s priradené podla Tabulky ¢. 1. IPA — isopropanol
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Obrazok ¢. 21 : Matricové efekty analyzovanych steroidov pri optimalizacii zmeny pH
pomocou vody okyslenej HCI s pridavkom IPA (modré body) a bez pridavku IPA
(oranzové body). Cisla analytov sii priradené podla Tabulky ¢. 1. IPA - isopropanol
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5.4 Porovnanie optimalizovanych metod

Vramci diplomove] prace boli testované nasledujuce metody: PP, PP-SLE,
EH-PP, EH-PP-SLE, EH-SLE a SLE.

Metdéda EH-SLE nie je v porovnani zahrnutd, kedZze sa zmenil zamer biologickej
Stdie pre ktort bola metdoda pouzZivand. Analyt B-estradiol (38) nie je v porovnani
zahrnuty, ked’Zze v priebehu optimalizacie PP metody eSte nebol sti¢ast'ou biologicke;j
Studie — zamer jeho neskorSieho testovania bolo jeho potencidlne budice pouzitie.
Metddy PP-SLE a EH-PP-SLE nie s v porovnani zahrnuté, ked’ze pri nich dochadzalo
k elucii matrice do vzorky vyplyvajuce z faktu, ze sa na SLE dosticku nenanasal vodny
roztok, ale organicky supernatant — vo svojej podstate sa teda uz nejednalo o SLE metodu.
Porovnanie metod PP a PP-EH prebehlo v radmci experimentu, ktory je diskutovany
v kapitole 5.1. Pri vyuziti metody PP nebolo mozné v dovodu nulovej vytaznosti
analyzovat’ analyty 170-OHP4 (4) a E (9) (z dévodu pravdepodobnej chyby merania) a
preto nie st v porovnani zahrnuté.

Za zéklade experimentov boli ako findlne metddy vybrané: PP a SLE metdda. Ako
finalne precipitacné cCinidlo bol pre PP na zaklade predchadzajicich experimentov
vybrany ACN. Finalne podmienky SLE metddy st zhrnuté v kapitole 4.10.6. Tato
kapitola sa teda sustredi na porovnanie hodndt vytaznosti a matricovych efektov PP
a SLE.

Obrazok ¢. 22 znazornuje porovnanie hodnot vytaznosti metdod PP a SLE. Hoci bolo
mozné pri metdde PP pozorovat vyssie hodnoty vytaznosti v rozmedzi 0-140 %, vykyvy
medzi jednotlivymi analytmi boli vyraznejsie a profil merania menej konzistentny nez
v pripade metédy SLE, kedy vyrazny vykyv vykazovali iba analyty Sa-DPH4 (6), ALLO-
P-ONE (8) a DHEA-S sulfat (25). Metddou PP bolo mozné analyzovat’ kriticky analyt
DHEA-S (25) bolo vSak mozné pozorovat’ nizku presnost’ vysledkov, kedy hodnoty
nevyhovovali limitu stanovenom vo validacnej smernici [64] a neboli tak spol'ahlivé.

Vplyv matricovych efektov bol porovnateI'ny pri oboch metédach, vyssi vplyv matrice
pri niektorych analytov vSak vykazovala SLE metdda (Tabulka ¢. 17). Tento fakt bol
vyhodnoteny ako menej relevantny v porovnani s parametrom vytaznosti.

KedZe bolo SLE metédou mozné analyzovat’ vSetky analyty v stanovovanom sete,
okrem analytu DHEA-S (25), bola tato metdoda vybrana ako findlna metdda pripravy
vzorky.
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Obrazok ¢. 22: Porovnanie vytaznosti analyzovanych steroidov pri  pouZiti
optimalizovanych metéd PP (modré body) a SLE (oranzové body). Cisla analytov s
priradené podla Tabulky ¢. 1. PP — proteinova precipitacia, SLE — extrakcia z kvapaliny
do kvapaliny s vyuZitim inertného nosica

Tabulka ¢. 17: Matricové efekty analyzovanych steroidov pri pouziti optimalizovanych
metéd PP a SLE. Cervenou farbou sii vyznacené hodnoty presahujiice limity stanovené
validacnou smernicou [64]. C. — ¢islo analytu priradené podla Tabulky ¢. 1, PP —
proteinova precipitacia, SLE — extrakcia z kvapaliny do kvapaliny s vyuzitim inertného

nosica

C. PP SLE C. PP SLE
1 -25% -26% 21 -30% 2%
2 -6% -1% 22 -1% 4%
3 -3% -23% 23 -1% -16%
5 -1% 13% 24 -18% -6%
6 -91% -60% 25 -415% -100%
7 -32% 26% 26 20% -8%
8 -52% -63% 27 23% -1%
10 -4% -3% 28 -17% -111%
11 7% -19% 29 0% -1%
12 3% -20% 30 0% -22%
13 -6% -5% 31 0% -32%
14 2% -16% 32 2% -16%
15 -8% -6% 33 -1% -18%
16 -10% 8% 34 1% -13%
17 7% 7% 35 -9% -10%
18 24% 10% 36 25% 3%
19 7% 2% 37 -16% -3%
20 -18% 4%
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5.5 Validacia optimalizovanej SLE metody

5.5.1 Kalibra¢né rozmedzie

Linearita kalibracného rozmedzia bola hodnotend na zaklade matricovej kalibracnej
krivky. Té bola pripravend v rozmedzi 0,05-100 ng/ml obohatenim l'udskej plazmy
roztokom vytvorenym zmieSanim Standardov a vnutornych znafenych Standardov.
Vzhl'adom k endogénnej povahe analytov bolo stcastou vyhodnotenia matricovej
kalibra¢nej krivky od¢itanie pozadia — teda ploch pikov prislusnych analytov v nulovej
vzorke. Po tomto odpocte boli plochy v obohatenej vzorke vztiahnuté na plochu
vnutorného Standardu a logaritmicky transformované a podrobené regresnej analyze.

Kalibra¢ny model s logaritmickou transformaciou dat preukazal linearitu kalibra¢ného
rozmedzia v oblasti 0,5-75 ng/ml s hodnotami determina&ného koeficientu R>>0.991 pre
vacsinu analytov s vynimkou CL (18), AN (31) a B-estradiol (38). Kalibra¢né rozmedzie
a determinacné koeficienty boli porovnatel'né medzi analdégovym
aj poloautomatizovanym manifoldom (Tabulka ¢&. 18). Nizsie hodnoty R? boli pri
analytoch CL (18), AN (31) a B-estradiol (38) spdsobené ich vysokou endogénnou
koncentraciou v nulovej vzorke. Kalibra¢né rozmedzie nebolo mozné urcit’ pri analyte
DHEA-S (25) v dosledku jeho neextrahovatelnosti.

Tabulka & 18: Porovnanie kalibracnych rozmedzi a determinacnych koeficientov (R?)
naprie¢ manifoldmi. C. — ¢islo analytu priradené podla Tabulky ¢. 1.

Analégovy manifold Poloautomatizovany manifold

kalibracné . , kalibracné . ,

C. R? rozmedzie pl:lfn:erm: R? rozmedzie pl"lfn:erna,

(ng/ml) vytaznost (ng/ml) vytaznost
1 0,9972 0,5-75,0 57% 0,9936 0,5-25,0 58%
2 0,9960 0,5-75,0 45% 0,9902 0,5-75,0 62%
3 0,9914 0,5-75,0 45% 0,9941 0,5-75,0 50%
4 0,9987 0,5-75,0 51% 0,9916 0,5-75,0 56%
5 0,9973 0,5-75,0 59% 0,9911 0,5-75,0 67%
6 0,9944 1,0-75,0 62% 0,9907 0,5-25,0 54%
7 0,9963 0,5-75,0 55% 0,9944 0,5-75,0 63%
8 0,9958 7,0-75,0 76% 0,9904 7,0-75,0 46%
9 0,9962 0,5-75,0 38% 0,9913 7,0-75,0 64%
10 0,9936 0,5-75,0 54% 0,9966 0,5-75,0 56%
11 0,9959 0,5-75,0 43% 0,9957 7,0-75,0 72%
12 0,9923 7,0-75,0 26% 0,9948 3,0-75,0 61%
13 0,9942 0,5-75,0 59% 0,9959 7,0-75,0 70%
14 0,9987 0,5-75,0 59% 0,9920 0,5-75,0 68%
15 0,9986 0,5-75,0 54% 0,9909 0,5-75,0 58%
16 0,9953 1,0-75,0 60% 0,9960 0,5-25,0 76%
17 0,9978 0,5-75,0 61% 0,9939 0,5-75,0 68%
18 0,9515 0,5-75,0 17% 0,9808 0,5-75,0 10%
19 0,9979 0,5-75,0 56% 0,9918 0,5-75,0 64%
20 0,9978 0,5-75,0 25% 0,9944 0,5-75,0 22%

66



21
22
23
24
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

0,9957
0,9962
0,9966
0,9963
0,9963
0,9961
0,9979
0,9980
0,9968
0,9873
0,9954
0,9952
0,9921
0,9966
0,9982
0,9975
0,9766

1,0-75,0
0,5-75,0
1,0-75,0
0,5-75,0
1,0-75,0
0,5-75,0
1,0-75,0
0,5-75,0
3,0-75,0
75,0
0,5-75,0
1,0-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0

54%
47%
54%
38%
63%
62%
59%
51%
51%
78%
51%
35%
57%
57%
56%
53%
67%

67

0,9946
0,9956
0,9967
0,9902
0,9924
0,9922
0,9953
0,9959
0,9964
0,9912
0,9944
0,9950
0,9920
0,9961
0,9955
0,9941
0,9939

0,5-25,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-25,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-25,0
0,5-75,0
0,5-75,0
0,5-25,0
0,5-25,0
0,5-25,0

71%
49%
63%
43%
75%
48%
69%
61%
64%
40%
68%
57%
69%
75%
68%
71%
68%



5.5.2 Vytaznost’ a matricové efekty

Vytaznost’ metody bola hodnotend na Siestich koncentracnych hladinach: 0,5 ng/ml,
I ng/ml, 3 ng/ml, 7 ng/ml, 25 ng/ml a 75 ng/ml. Pre vyhodnotenie vyt'aznosti bola plazma
obohatena pridavkom Standardov pred extrakciou. Matricové efekty boli hodnotené z
plazmy obohatenej post-extrakénym pridavkom a korigované na vnutorny Standard.
Vzorky boli pripravené v Siestich a Styroch replikatoch na danej koncentra¢nej hladine.
Ako prijatel'né boli hodnotené matricové efekty £20% na najnizSom koncentraénom bode
a +15% na ostatnych koncentracnych bodoch.

Valida¢né parametre vytaznost a matricové efekty neboli hodnotené pri analyte
DHEA-S (25) v dosledku jeho neextrahovatelnosti. Priemerné hodnoty vytaznosti
naprie¢ koncentratnymi hladinami sa pohybovali v rozmedzi 35-78% v pripade
analogového manifoldu a 40-76% v pripade poloautomatizovaného manifoldu. Pri
analyte AlloTHDOC (12), CL (18) a E (20) sa priemerné vytaznosti pohybovali pod 25%
za pouzitia analégového manifoldu au analytov CL (18) a E (20) aj v pripade
poloautomatizovaného manifoldu. Obrazky €. 23, 24 a 25 ilustruju porovnanie vytaznosti
na jednotlivych koncentraénych hladindch naprie¢ manifoldmi. Z obrazkov je oc¢ividny
pokles vytaZznosti v pripade analégového manifoldu zavisly na znizujicej sa
koncentracnej hladine. Na analégovom manifolde nebola koncentra¢na hladina 25 ng/ml
hodnotena z dévodu chyby pri priprave vzorky.

Matricovymi efektmi boli najviac zat'azené nizke koncentra¢né hladiny, porovnatel'ne
v pripade oboch typov manifoldov. Matricovymi efektmi boli najviac zat'azené analyty
5aDHP4 (6), ALLO-P-ONE (8), 20acOHP4 (9), THDOC (11), AlloTHDOC (12), F (18),
E (20), DHEA (24) a AN (31) a to dosledku ich vysokej pritomnosti v nulovych vzorkéch.
Tabulky ¢. 19 a 20 znazoriiuju matricové efekty pre jednotlivé steroidy na testovanych
koncentracnych hladinach naprie¢ manifoldmi.

Obrazok ¢. 23: Porovnanie vytaznosti analyzovanych steroidov nameranych na
analogovom (Cervend ciara) a poloautomatizovanom (modrd Cciara) manifolde na
koncentracnych hladinach 75 ng/ml a 25 ng/ml. Cisla analytov sii priradené podla
Tabulky ¢.1
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Obrazok ¢. 24: Porovmnanie vytaznosti analyzovanych steroidov nameranych na
analogovom (Cervena ciara) a poloautomatizovanom (modra ciara) manifolde na
koncentracnych hladinach 7 ng/ml a 3 ng/ml. Cisla analytov sii priradené podla Tabulky
.1

163 %

Obrazok ¢. 25: Porovnanie vytaznosti analyzovanych steroidov nameranych na
analogovom (Cervend ciara) a poloautomatizovanom (modra Cciara) manifolde na
koncentracnych hladindach 1 ng/ml a 0,5 ng/ml. Cisla analytov sii priradené podla
Tabulky ¢.1
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Tabulka ¢ 19: Matricové efekty analyzovanych steroidov namerané na analégovom manifolde. Cervenou farbou sii zobrazené hodnoty nespliiajiice
limit stanoveny validacnou smernicou [64]. C.- ¢isla analytov priradené podla Tabulky ¢. 1.

C. 75ng/ml 7ng/ml 3 ng/ml 1 ng/ml 0,5 ng/ml C. 75ng/ml  7ng/ml 3 ng/ml 1 ng/ml 0,5 ng/ml
1 -7% -5% 13% 3% 17% 20 -9% -57% -82% -310% -500%
2 -10% -21% -14% -68% -104% 21 -8% -10% 8% -4% -6%

3 -9% -23% -27% -88% 132% 22 -8% -13% 2% -39% -73%

4 -6% -9% 2% -26% -49% 23 -8% -12% -6% -28% -39%

5 -7% -3% 13% 0% 3% 24 -10% -48% -83% -194% -283%
7 -8% -4% 19% -2% -1% 26 -7% -7% 7% -15% 1%

8 -11% -11% 1870%  7209% 7708% 27 -14% -9% 9% 0% 10%

9 -10% -36% -65% -212% 458% 28 -6% -8% 5% -5% -34%
10 -8% -13% -8% -42% -58% 29 -6% -11% 2% -36% -60%

11 -5% -1% 102%  23% 270% 30 -9% -13% -3% -712% -90%
12 -10% -47% 0% -359% -1234% 31 -7% 2564% 6968% 17665%  29623%
13 -5% -6% 15% -1% -66% 32 -10% -3% 23% 24% -69%
14 -4% -8% 10% -6% -9% 33 0% -10% 25% -18% 76%

15 4% -8% 12% -6% -9% 34 -10% -7% 8% -10% -7%

16 -7% -12% 1% -25% -40% 35 -3% -4% 13% -4% -9%

17 7% -12% 6% -12% -26% 36 -94% -2% 13% 4% 11%

18 -42% -299%  -558%  -1769% -3582% 37 -1% -5% 14% -14% -14%
19 0% -6% 18% -4% 8% 38 -7% -7% 12% -1% 3%
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Tabulka ¢ 20: Hodnoty matricovych efektov analyzovanych steroidov namerané na poloautomatizovanom manifolde. Cervenou farbou sii

zobrazené hodnoty nesplnajiice limit stanoveny validacnou smernicou [64]. C.- ¢isla analytov priradené podla Tabulky ¢. 1.

C. 75ng/ml 25ng/ml 7ng/ml 3ng/ml 1ng/ml 05ngml C. 75ng/ml 25ng/ml 7ng/ml 3ng/ml 1ng/ml 0,5ng/ml
1 -107% -7% 0% -63% -2% 1% 20 -1671%  -665% -183%  -76% -28% -6%
2 1312% 6% 28% 23% -1% 4% 21 -99% -49% -7% 11% 2% 2%

3 -186% -102% -22% -2% -4% 2% 22 -236% -112% -19% 1% 1% 0%

4 -148% -78% 5% 9% 6% 3% 23 5% -45% 1% 9% -1% 0%
5 -45% -33% 21% 11% 8% 3% 24 -239% -146% -46% 5% -9% -9%
7 -37% -32% 38% 42% -17% -7% 26 -60% -47% -7% 7% -5% -7%
8 -136% -66% -19% -8% 11% -4% 27 -70% -43% -5% 10% 2% -7%
9 -123% -46% 4% 9% 15% 2% 28 -55% -46% -11% 4% -10% -12%
10 -89% -72% -18% -5% -1% -1% 29 -45% -30% -7% 13% -2% -9%
11 0% -6% 16% 25% 24% 0% 30 -70% -60% -6% -3% -14% -5%
12 0% 0% 18% 14% 33% -2% 31 n/a n/a -48% -40% -38% -18%
13 -29% -16% 2% 14% -1% 1% 32 76% -19% 8% 10% 0% 3%
14 -71% -41% 5% 11% 7% 5% 33 42% 150% -1% 5% -1% 1%
15 -108% -41% 7% 14% 15% 2% 34 54% -27% -10% -3% 4% 1%
16 -31% -23% 18% 23% 28% 11% 35 38% -30% 1% -5% 5% 1%
17 -51% -20% 13% 22% 28% 8% 36 -34% -43% -2% 5% 11% 0%
18 -6187%  -2506%  -679%  -309%  -77% -31% 37 -35% -30% 1% 7% 17% 9%
19 -79% -49% 0% 14% 33% 10% 38 -97% -92% 56% 0% 0% 0%
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5.5.3 Presnost’ a preciznost’

Parameter presnosti bol stanoveny vypoctom z priemeru Siestich opakovani extrakcie
na testovanych koncentracnych hladinach 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 3 ng/ml, 7 ng/ml, 25 ng/ml
a 75 ng/ml. Preciznost’ bola stanovena ako relativna smerodajnd odchylka zo Siestich
opakovani extrakcie na rovnakych koncentra¢nych hladinach. Pre vyhodnotenie presnosti
a preciznosti bola plazma obohatend pridavkom Standardov pred extrakciou a vzorky boli
pripravené v Siestich replikatoch. Ako prijatel'né boli hodnotené hodnoty oboch
stanovovanych parametrov +20% na najniZzZSom koncentraénom bode a +15% na
ostatnych koncentracnych bodoch. Hodnoty presnosti a preciznosti neboli v pripade
analégového manifoldu hodnotené na koncentra¢nej hladine 25 ng/ml z dovodu chyby
pri priprave vzorky.

Tabulky €. 21 a 22 zndzoriiuji hodnoty presnosti pre jednotlivé steroidy na
testovanych koncentratnych hladinach naprie¢ manifoldmi. Tabul'ka ¢. 23 zndzoriiuje
hodnoty preciznosti pre jednotlivé steroidy na testovanych koncentraénych hladinach
naprie¢ manifoldmi.

Pre oba hodnotené parametre bolo mozné pozorovat’ trend zniZujlicej sa presnosti
a preciznosti so znizujucou sa koncentra¢nou hladinou v pripade analégového manifoldu,
v pripade poloautomatizovaného manifoldu bol trend opacny. Analyty CL (18)
a p-estradiol (38) nespliiali stanovené limity pre parameter presnosti na Ziadnej testovane;
koncentra¢nej hladine naprie¢ manifoldmi a to ddsledku ich vysokej pritomnosti v
nulovych vzorkéch.
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Tabulka ¢. 21: Hodnoty presnosti analyzovanych steroidov namerané na analégovom manifolde. Cervenou farbou si zobrazené hodnoty
nespliiajiice limit stanoveny validacnou smernicou [64]. C.- ¢isla analytov priradené podla Tabulky ¢. 1.

C. 75ng/ml 7ng/ml  3ng/ml  1ng/ml 0,5ng/ml C. 75ng/ml 7ng/ml  3ng/ml 1ng/ml 0,5 ng/ml
1 90% 79% 81% 90% 97% 20 100% 153% 298% 715% 1319%
2 87% 103% 143% 199% 290% 21 91% 98% 114% 161% 175%

3 91% 117% 172% 335% 571% 22 92% -1% 135% 228% 368%

4 98% 75% 80% 105% 143% 23 87% 89% 104% 140% 196%

5 86% 88% 92% 96% 99% 24 93% 150% 237% 485% 847%

7 88% 91% 95% 96% 100% 26 92% 90% 93% 100% 114%

8 90% 60% 1921% 11201% 0% 27 287% 311% 327% 361% -305%
9 95% 128% 198% 390% 687% 28 92% 110% 115% 165% 231%
10 90% 97% 110% 146% 208% 29 90% 99% 115% 174% 248%
11 91% 78% 83% 97% 107% 30 86% 87% 93% 60% 127%
12 99% 112% 136% 178% 178% 31 84% 4488% 6815% 28869%  54757%
13 92% 84% 85% 87% 89% 32 86% 97% 106% 158% 22%

14 89% 92% 97% 112% 130% 33 0% 91% 92% 97% 12%

15 97% 87% 90% 111% 126% 34 87% 83% 86% 68% 76%

16 22% 29% 32% 32% 33% 35 92% 87% 92% 98% 97%

17 29% 28% 31% 33% 35% 36 94% 89% 91% 103% 112%
18 127% 1292% 3021% 9015% 17951% 37 90% 91% 98% 118% 147%
19 95% 88% 91% 113% 129% 38 49% 285% 532% 1222% 2197%
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Tabulka ¢. 22: Hodnoty presnosti analyzovanych steroidov namerané na poloautomatizovanom manifolde. Cervenou farbou sii zobrazené hodnoty
nespliiajiice limit stanoveny validacnou smernicou [64]. C.- ¢isla analytov priradené podla Tabulky ¢. 1.

C. 75ng/ml 25ng/ml 7ng/ml 3ng/ml Ing/ml 0,5ng/ml C. 75ng/ml  25ng/ml 7ng/ml 3ng/ml 1ng/ml 0,5ng/ml
1 175% 174% 163% 13 94% 97% 20 3474%  1895%  T715%  377%  157%  130%
2 43% 250% 180%  118%  100%  120% 21 239% 126% 137%  112%  93% 109%
3 363% 252% 173%  133%  97% 113% 22 440% 300% 200%  142%  100%  115%
4 587% 409% 262%  180%  108%  97% 23 69% 116% 126%  108%  92% 108%
5 91% 126% 147%  123%  93% 104% 24 611% 332% 230%  146%  99% 113%
7 97% 136% 142%  153%  133%  135% 26 233% 161% 163%  133%  98% 105%
8 143% 106% 121%  102%  92% 117% 27 133% 150% 146%  121%  91% 107%
9 332% 261% 202%  146%  102%  102% 28 115% 148% 168%  138%  102%  108%
10 256% 204% 159%  127%  98% 106% 29 178% 148% 143%  106%  89% 104%
11 46% 72% 107%  99% 86% 115% 30 97% 112% 141%  124%  100%  110%
12 4% 114% 124%  108%  95% 126% 31 0% 0% 104%  99% 85% 97%
13 67% 101% 133%  114%  93% 111% 32 75% 97% 110%  107%  87% 107%
14 145% 157% 157%  120%  93% 109% 33 100% 111% 114%  111%  89% 103%
15 182% 178% 166%  131%  98% 110% 34 78% 102% 136%  111%  98% 104%
16 152% 115% 135%  110%  87% 125% 35 64% 92% 112%  97% 89% 129%
17 98% 120% 135%  108%  86% 113% 36 314% 115% 192%  157%  126%  147%
18 13746% 6915%  2327% 1045% 301%  134% 37 206% 143% 156%  123%  98% 115%
19 181% 173% 146%  107%  80% 103% 38 274% 187% 250%  199%  167%  189%
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Tabulka ¢. 23: Hodnoty preciznosti analyzovanych steroidov namerané na analogovom
a poloautomatizovanom manifolde. Cervenou farbou sii zobrazené hodnoty nesplnajiice
limit stanoveny validacnou smernicou [64]. C.- ¢isla analytov priradené podla Tabulky
¢ 1

Analégovy manifold Poloautomatizovany manifold

. 75 7 3 1 0,5 & 75 25 7 3 1 0,5

ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
1 6% 5% 7% 8% 6% 1 19% 15% 8% 14% 3% 6%
2 7% 9% 13% 7% 15% 2 29% 22% 12% 15% 13% 4%
3 5% 4% 6% 3% 6% 3 7% 10% 7% 7% 5% 7%
4 6% 5% 7% 3% 6% 4 7% 8% 7% 5% 4% 1%
5 6% 4% 7% 4% 4% 5 11% 10% 11% 7% 5% 3%
6 9% 8% 9% 15% 23% 6 20% 11% 12% 24% 10% 14%
7 6% 6% 7% 8% 11% 7 52% 45% 19% 15% 7% 9%
8 7% 12% 118% 35% 60% 8 16% 9% 8% 7% 5% 5%
9 6% 4% 6% 4% 7% 9 13% 10% 9% 8% 5% 8%
10 6% 4% 6% 14% 9% 10 40% 19% 10% 9% 5% 6%
11 5% 6% 8% 12% 17% 11 42% 45% 25% 10% 7% 6%
12 5% 5% 12% 37% 31% 12 28% 17% 13% 8% 6% 3%
13 5% 5% 7% 4% 6% 13 14% 10% 8% 6% 6% 3%
14 5% 6% 7% 4% 6% 14 11% 8% 9% 6% 8% 6%
15 7% 5% 7% 6% 9% 15 44% 12% 9% 6% 6% 4%
16 4% 7% 13% 19% 32% 16 19% 17% 11% 6% 7% 6%
17 4% 6% 7% 10% 19% 17 2% 3% 3% 2% 3% 1%
18 1% 0% 1% 0% 1% 18 12% 10% 6% 5% 6% 5%
19 5% 5% 8% 5% 7% 19 19% 15% 8% 14% 3% 6%
20 7% 6% 10% 6% 9% 20 4% 10% 7% 4% 5% 4%
21 6% 9% 4% 18% 43% 21 103% 15% 9% 7% 8% 8%
22 5% 0% 12% 3% 6% 22 5% 9% 8% 6% 5% 1%
23 5% 5% 6% 9% 1340% 23 35% 24% 12% 13% 5% 2%
24 5% 5% 9% 5% 5% 24 12% 16% 28% 18% 12% 5%
26 0% 0% 0% 0% 0% 26 90% 18% 9% 7% 7% 3%
27 7% 6% 8% 10% 21% 27 16% 12% 8% 7% 8% 7%
28 8% 6% 9% 9% 12% 28 17% 16% 8% 4% 9% 5%
29 9% 9% 6% 6% 23% 29 18% 17% 13% 8% 7% 4%
30 6% 4% 6% 4% 5% 30 65% 18% 7% 7% 5% 7%
31 5% 6% 7% 31% 56% 31 0% 0% 7% 12% 7% 7%
32 5% 42% 53% 26% 40% 32 24% 17% 21% 12% 6% 3%
33 5% 6% 10% 7% 20% 33 43% 13% 18% 13% 9% 4%
34 0% 6% 11% 20% 30% 34 19% 17% 15% 12% 5% 2%
35 6% 6% 9% 4% 8% 35 45% 16% 11% 13% 8% 2%
36 5% 6% 7% 8% 13% 36 19% 7% 8% 6% 8% 6%
37 6% 7% 7% 8% 10% 37 23% 12% 11% 6% 7% 3%
38 5% 6% 6% 5% 6% 38 48% 17% 28% 15% 36% 31%
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5.5.4 Porovnanie analogového manifoldu a poloautomatizovaného manifoldu

Z porovnania valida¢nych parametrov v predchadzajucej kapitole je mozné zhodnotit,
ze pricom analdogovy manifold vykazoval nizs§i vplyv matricovych efektov a vyssiu
presnost’ a preciznost’ vysledkov so zvySujucou sa koncentracnou hladinou, pri
poloautomatizovanom manifolde bol trend opacny. Moznym vysvetlenim tohto javu
a suibezne toho, Ze poloautomatizovany manifold vykazoval na najvyssej koncentracnej
hladine 75 ng/ml nizSiu vytaznost nez analégovy manifold je nasledovné:
poloautomatizovany manifold aplikuje tlak na SLE dosticku rovnomernejsie
a spolahlivejSie nez je tomu v pripade analégového manifoldu, kde je vacsi priestor pre
vznik 'udského pochybenia a nepresného nastavenia manifoldu. To vSak moéze viest’ ku
komplikacidm pri vysokej koncentracii analytov. ZvysSeny prietok extrakéného ¢inidla
SLE syst¢émom moze viest' ku skrateniu doby kontaktu analytu a dosticky v dosledku
c¢oho je extrakcia analytov nekompletna. Moze taktiez dojst’ k ovplyvneniu vizby
analytov na zlozky matrice — analyty zostavaju viazané na matricu namiesto toho, aby sa
extrahovali do dosticky, ¢im sa znizuje vytaznost. Tlak ma taktiez vplyv na matricové
efekty, kedy moze dojst’ ku spolu-extrakcii matrice s analytmi, ¢im sa znizuje selektivita.

Vysledky naznacuju, Ze aplikdcia tlakn na SLE systém pomocou
poloautomatizovaného manifoldu nebola vhodne optimalizovana. Parametre, ktorych
optimalizacia by mohla potencidlne viest ku zvySenej vytaznosti, vacSej presnosti
a preciznosti hodndt a mensiemu vplyvu matricovych efektov st tlak a pocet extrakénych
cyklov.

Oba manifoldy su vSak vyuziteI'né pre dani metodu. Vyhodou poloautomatizovaného
manifoldu oproti analégovému je eliminacia 'udskej chyby, moznost’ analyzy vzoriek
o niz$ej koncentracii a niz$ia pracovna zataz, nevyhodou je vSak vysSia cena.

76



6.Zaver

V ramci diplomovej prace bola optimalizovana a validovana metdda pripravy vzorky
plazmy =za tcelom naslednej analyzy 38 steroidnych horménov pomocou
UHPLC-MS/MS. Boli tak splnené vsetky vytycené ciele prace.

Boli porovnané dve metddy pripravy vzorky: PP a SLE. Ako prva bola optimalizovana
metdda PP, kedy bol spomedzi Styroch porovnavanych precipita¢nych ¢inidiel vybrany
ACN. Analyzoval sa vplyv enzymatickej hydrolyzy a pridania fosfatového tlmivého
roztoku v spojeni s PP na extrahovatelnost’ analytov, ako findlna metdda bola ale vybrana
PP bez modifikacie.

Touto metddou vSak nebolo mozné analyzovat’ cely set stanovovanych analytov, preto
sa praca d’alej sustredila na optimalizaciu SLE metody, ktord bola po porovnani s PP
vybrand ako findlna metoda.

Ako extrakéné Cinidlo pre metdédu SLE bola vybrand zmes MTBE/EtAc v pomere
(80:20, v/v). Extrakcia tymto ¢inidlom prebehla 2krat, vzdy 1 ml €inidla. Optimalizované
mnozstvo vzorky nanaSanej na SLE dosticku bolo 400 ul a pozostavalo zo 40 pl plazmy,
40 ul HoO/TPA (50:50, v/v) a 320 pl vody. SLE metddou bolo mozné analyzovat cely
set analytov okrem analytu DHEA-S (25).

Findlna SLE metéda bola na zaver validovana na dvoch manifoldoch podla
medzinarodnej validacnej smernice ICHI0/EMA — poloautomatizovanom manifolde
OttoSPEcialist a anal6govom manifolde Positive Pressure-96 Processor. Manifoldy boli
nasledne porovnané v hl'adiska vytaznosti a matricovych efektov.

717



7. Referencie

[1] Wudy, S. A., Schuler, G., Sanchez-Guijo, A., & Hartmann, M. F. (2018). The art of
measuring steroids: Principles and practice of current hormonal steroid analysis. 7The
Journal of steroid biochemistry and molecular biology, 179, 88-103.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2017.09.003

[2] Quanson, J. L., Stander, M. A., Pretorius, E., Jenkinson, C., Taylor, A. E., & Storbeck,
K. H. (2016). High-throughput analysis of 19 endogenous androgenic steroids by
ultra-performance convergence chromatography tandem mass spectrometry. Journal
of chromatography. B, Analytical technologies in the biomedical and life
sciences, 1031, 131-138. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.07.024

[3] Arthur, K. E., Wolff, J. C., & Carrier, D. J. (2004). Analysis of betamethasone,
dexamethasone and related compounds by liquid chromatography/electrospray mass
spectrometry. Rapid communications in mass spectrometry : RCM, 18(6), 678—684.
https://doi.org/10.1002/rcm.1386

[4] Karatt, T. K., Sayed, R., Nalakath, J., Perwad, Z., Albert, P. H., & Abdul Khader, K.
K. (2018). Separation and identification of the epimeric doping agents -
Dexamethasone and betamethasone in equine urine and plasma: A reversed phase
chiral chromatographic approach. Steroids, 140, 77-82.
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2018.10.003

[5] Andrew R. (2001). Clinical measurement of steroid metabolism. Best practice &
research. Clinical endocrinology & metabolism, 15(1), 1-16.
https://doi.org/10.1053/beem.2001.0116

[6] Greaves, R. F., Jevalikar, G., Hewitt, J. K., & Zacharin, M. R. (2014). A guide to
understanding the steroid pathway: new insights and diagnostic implications. Clinical
biochemistry, 47(15), 5-15. https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2014.07.017

[7] Quanson, J. L., Stander, M. A., Pretorius, E., Jenkinson, C., Taylor, A. E., & Storbeck,
K. H. (2016). High-throughput analysis of 19 endogenous androgenic steroids by
ultra-performance convergence chromatography tandem mass spectrometry. Journal
of chromatography. B, Analytical technologies in the biomedical and life
sciences, 1031, 131-138. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.07.024

[8] Kolatorova, L., Vitku, J., Suchopar, J., Hill, M., & Parizek, A. (2022). Progesterone:
A Steroid with Wide Range of Effects in Physiology as Well as Human
Medicine. International  journal — of  molecular  sciences, 23(14),  7989.
https://doi.org/10.3390/1jms23147989

[9] Schumacher, M., Robel, P., & Baulieu, E. E. (2009). Neurosteroids. Encyclopedia of
Neuroscience, 1015-1020. https://doi.org/10.1016/b978-008045046-9.01190-6

[10] Schiffer, L., Barnard, L., Baranowski, E. S., Gilligan, L. C., Taylor, A. E., Arlt,
W., Shackleton, C. H. L., & Storbeck, K. H. (2019). Human steroid biosynthesis,
metabolism and excretion are differentially reflected by serum and urine steroid

metabolomes: A comprehensive review. The Journal of steroid biochemistry and
molecular biology, 194, 105439. https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2019.105439

78


https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2017.09.003
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.07.024
https://doi.org/10.1002/rcm.1386
https://doi.org/10.1016/j.steroids.2018.10.003
https://doi.org/10.1053/beem.2001.0116
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2014.07.017
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.07.024
https://doi.org/10.3390/ijms23147989
https://doi.org/10.1016/b978-008045046-9.01190-6
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2019.105439

[11] Poulos, T. L. (1995). Cytochrome P450. Current Opinion in Structural Biology,
5(6), 767-774. https://doi.org/10.1016/0959-440x(95)80009-3

[12]  Chatuphonprasert, W., Jarukamjorn, K., & Ellinger, 1. (2018). Physiology and
Pathophysiology of Steroid Biosynthesis, Transport and Metabolism in the Human
Placenta. Frontiers in pharmacology, 9, 1027.
https://doi.org/10.3389/fphar.2018.01027

[13] Kanu A. B. (2021). Recent developments in sample preparation techniques
combined with high-performance liquid chromatography: A critical review. Journal
of chromatography. A, 1654, 462444. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462444

[14] Hyotyldinen T. (2009). Critical evaluation of sample pretreatment
techniques. Analytical ~ and  bioanalytical chemistry, 394(3), 743-758.
https://doi.org/10.1007/s00216-009-2772-2

[15] French D. (2017). Advances in Clinical Mass Spectrometry. Advances in clinical
chemistry, 79, 153—198. https://doi.org/10.1016/bs.acc.2016.09.003

[16] Fraissinet, F., Pereira, T., Violin, A., Feugray, G., Bach-Ngohou, K., & Brunel,
V. (2022). A novel fully-automated method to measure steroids in serum by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of mass spectrometry and
advances in the clinical lab, 27, 24-32. https://doi.org/10.1016/j.jmsacl.2022.12.004

[17] Kong, R. (2005). 17 LC/MS application in high-throughput adme screen.
Separation Science and Technology, 413—446. https://doi.org/10.1016/s0149-
6395(05)80061-3

[18] Stone, J. (2017). Sample preparation techniques for mass spectrometry in the
clinical laboratory. Mass Spectrometry for the Clinical Laboratory, 37-62.
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-800871-3.00003-1

[19] Kyle, P. (2017). Toxicology: GCMS. Mass Spectrometry for the Clinical
Laboratory, 131-163. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-800871-3.00007-9

[20] Prasada Rao, T., & Biju, V. (2005). SPECTROPHOTOMETRY | Organic
Compounds. Encyclopedia of Analytical Science, 358-366.
https://doi.org/10.1016/b0-12-369397-7/00721-4

[21] L. (2021, June 20). 2.3: LIQUID-LIQUID EXTRACTION. Retrieved April 20,
2024, from
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_ Chemistry/Book%3A How to be
_a Successful Organic_Chemist (Sandtorv)/02%3A COMMON_ ORGANIC CH
EMISTRY LABORATORY_ TECHNIQUES/2.03%3A_LIQUID-

LIQUID EXTRACTION

[22] Otles, S., & Kartal, C. (2016). Solid-Phase Extraction (SPE): Principles and
Applications in Food Samples. Acta scientiarum polonorum. Technologia
alimentaria, 15(1), 5-15. https://doi.org/10.17306/J.AFS.2016.1.1

[23] Novakova, L., & Dousa, M. (2021). In Moderni HPLC separace v teorii a praxi
II. (2nd ed.). Ceskéa chromatograficka kola.

[24] Kegili, R., Biiyiiktiryaki, S., Dolak, B., & Hussain, C. M. (2020). The use of
magnetic nanoparticles in sample preparation devices and tools. Handbook of
Nanomaterials in Analytical Chemistry, 75-95. https://doi.org/10.1016/b978-0-12-
816699-4.00005-0

79


https://doi.org/10.1016/0959-440x(95)80009-3
https://doi.org/10.3389/fphar.2018.01027
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462444
https://doi.org/10.1007/s00216-009-2772-2
https://doi.org/10.1016/bs.acc.2016.09.003
https://doi.org/10.1016/j.jmsacl.2022.12.004
https://doi.org/10.1016/s0149-6395(05)80061-3
https://doi.org/10.1016/s0149-6395(05)80061-3
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-800871-3.00003-1
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-800871-3.00007-9
https://doi.org/10.1016/b0-12-369397-7/00721-4
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/Book%3A_How_to_be_a_Successful_Organic_Chemist_(Sandtorv)/02%3A_COMMON_ORGANIC_CHEMISTRY_LABORATORY_TECHNIQUES/2.03%3A_LIQUID-LIQUID_EXTRACTION
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/Book%3A_How_to_be_a_Successful_Organic_Chemist_(Sandtorv)/02%3A_COMMON_ORGANIC_CHEMISTRY_LABORATORY_TECHNIQUES/2.03%3A_LIQUID-LIQUID_EXTRACTION
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/Book%3A_How_to_be_a_Successful_Organic_Chemist_(Sandtorv)/02%3A_COMMON_ORGANIC_CHEMISTRY_LABORATORY_TECHNIQUES/2.03%3A_LIQUID-LIQUID_EXTRACTION
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/Book%3A_How_to_be_a_Successful_Organic_Chemist_(Sandtorv)/02%3A_COMMON_ORGANIC_CHEMISTRY_LABORATORY_TECHNIQUES/2.03%3A_LIQUID-LIQUID_EXTRACTION
https://doi.org/10.17306/J.AFS.2016.1.1
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-816699-4.00005-0
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-816699-4.00005-0

[25] Sargazi, M., Hossein Hashemi, S., & Kaykhaii, M. (2021). Modern Sample
Preparation Techniques: A Brief Introduction. Sample Preparation Techniques for
Chemical Analysis. https://doi.org/10.5772/intechopen.100715

[26] Bylda, C., Thiele, R., Kobold, U., & Volmer, D. A. (2014). Recent advances in
sample preparation techniques to overcome difficulties encountered during
quantitative analysis of small molecules from biofluids using LC-MS/MS. The
Analyst, 139(10), 2265. https://doi.org/10.1039/c4an00094c

[27] Qi, F. F, Tao, L. M., Dai, Y. M., Zhang, B. M., Wang, X., & Yu, Y. (2021).
Optimization and application of high-throughput supported liquid extraction for
simultaneous determination of carotenoids and fat-soluble vitamins in serum. Journal
of chromatography. B, Analytical technologies in the biomedical and life
sciences, 1173, 122672. Advance online publication.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122672

[28] Moon, J. Y., Lee, H. S., Kim, J. H., Lee, J. H., & Choi, M. H. (2018). Supported
liquid extraction coupled to gas chromatography-selective mass spectrometric scan
modes for serum steroid profiling. Analytica chimica acta, 1037, 281-292.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2018.02.059

[29] Priego-Capote, F. (2021). Solid-liquid extraction techniques. Analytical Sample
Preparation With Nano- and Other High-Performance Materials, 111-130.
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-822139-6.00002-x

[30] Jiang, H., Cao, H., Zhang, Y., & Fast, D. M. (2012). Systematic evaluation of
supported liquid extraction in reducing matrix effect and improving extraction
efficiency in LC-MS/MS based bioanalysis for 10 model pharmaceutical
compounds. Journal of chromatography. B, Analytical technologies in the biomedical
and life sciences, 891-892, 71-80. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.02.031

[31] Aurorabiodev, A. (n.d.). Liquid-Liquid vs Supported-Liquid vs Solid-Phase
Extraction. Retrieved April 20, 2024, from
https://www.aurorabiomed.com/comparing-liquid-liquid-extraction-supported-
liquid-extraction-and-solid-phase-extraction/

[32] Deng, F., Guo, C., Zeng, W., Zhong, Y., Luo, X., Pan, X., Zhang, L., & Tan, L.
(2023). Supported liquid extraction and ultra-high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry for the determination of urinary
polycyclic aromatic hydrocarbon metabolites and their application for human
biomonitoring. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis, 224, 115201.
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2022.115201

[33] Waters Otto SPEcialist Positive Pressure Manifold Improves Reproducibility and
Reliability of Solid-Phase Extraction. (2021, January 28). Retrieved April 20, 2024,
from https://www.technologynetworks.com/analysis/product-news/waters-otto-
specialist-positive-pressure-manifold-improves-reproducibility-and-reliability-of-
solid-344992

[34] Novakova, L., Dousa, M., & Cesla, P. (2021). Moderni HPLC separace v teorii a
praxi I. (2nd ed.). Ceské chromatograficka $kola.

[35] HPLC Basics | Thermo Fisher Scientific - IE. (n.d.). Retrieved April 20, 2024,
from

80


https://doi.org/10.5772/intechopen.100715
https://doi.org/10.1039/c4an00094c
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2021.122672
https://doi.org/10.1016/j.aca.2018.02.059
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-822139-6.00002-x
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.02.031
https://www.aurorabiomed.com/comparing-liquid-liquid-extraction-supported-liquid-extraction-and-solid-phase-extraction/
https://www.aurorabiomed.com/comparing-liquid-liquid-extraction-supported-liquid-extraction-and-solid-phase-extraction/
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2022.115201
https://www.technologynetworks.com/analysis/product-news/waters-otto-specialist-positive-pressure-manifold-improves-reproducibility-and-reliability-of-solid-344992
https://www.technologynetworks.com/analysis/product-news/waters-otto-specialist-positive-pressure-manifold-improves-reproducibility-and-reliability-of-solid-344992
https://www.technologynetworks.com/analysis/product-news/waters-otto-specialist-positive-pressure-manifold-improves-reproducibility-and-reliability-of-solid-344992

https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/chromatography/chromatograp
hy-learning-center/liquid-chromatography-information/hplc-basics.html

[36] Chen, L., Dean, B., & Liang, X. (2021). A technical overview of supercritical fluid
chromatography-mass spectrometry (SFC-MS) and its recent applications in
pharmaceutical research and development. Drug Discovery Today: Technologies, 40,
69-75. https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2021.10.002

[37] Plachka, K., Pilafova, V., Horacek, O., Gazarkova, T., Vickova, H. K., Kucera,
R., & Novakova, L. (2023). Columns in analytical-scale supercritical fluid
chromatography: From traditional to unconventional chemistries. Journal of
separation science, 46(18), €2300431. https://doi.org/10.1002/jss¢.20230043 1

[38] Storbeck, K. H., Gilligan, L., Jenkinson, C., Baranowski, E. S., Quanson, J. L.,
Arlt, W., & Taylor, A. E. (2018). The utility of ultra-high performance supercritical
fluid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPSFC-MS/MS) for clinically
relevant steroid analysis. Journal of chromatography. B, Analytical technologies in
the biomedical and life sciences, 10835, 36-41.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2018.03.033

[39] Yuan, T. (2022). A review on analysis of steroid profile in different biological
matrices. Microchemical Journal, 172, 106897.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.106897

[40] Stauffer, E., Dolan, J. A., & Newman, R. (2008). Gas Chromatography and Gas
Chromatography—Mass  Spectrometry. Fire Debris  Analysis, 235-293.
https://doi.org/10.1016/b978-012663971-1.50012-9

[41] Forgécs, E., & Cserhati, T. (2003). Gas chromatography. Food Authenticity and
Traceability, 197-217. https://doi.org/10.1533/9781855737181.1.197

[42] Pratima, N. A. (2018). Liquid Chromatography-Mass Spectrometry and Its
Applications: A Brief Review. Archives of Organic and Inorganic Chemical Sciences,
1(1). https://doi.org/10.32474/a0ics.2018.01.000103

[43] Gross, J. H. (2017). Basic Principle of Mass Spectrometry. In Mass Spectrometry:
A textbook (3rd ed., p. 8). Springer. Retrieved from
http://books.google.ie/books?id=PdMnDwAAQBAJ&printsec=frontcover&dq=978-
3-319-54397-0&hl=&cd=1&source=gbs_api

[44] Pitt J. J. (2009). Principles and applications of liquid chromatography-mass
spectrometry in clinical biochemistry. The Clinical biochemist. Reviews, 30(1), 19—
34

[45] Amoresano, A., & Pucci, P. (2022). Mass spectrometry in metabolomics.
Metabolomics Perspectives, 109-147. https://doi.org/10.1016/b978-0-323-85062-
9.00004-0

[46] Mass Analyzer Technology Overview | Thermo Fisher Scientific - IE. (n.d.).
Retrieved April 20, 2024, from
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-
spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-
analyzer-technology
overview.html#:~:text=The%?20triple%20quadrupole?620%28QQQ%29%20mass%
20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%?20collision%20cell. &text=The%20triple

81


https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/chromatography/chromatography-learning-center/liquid-chromatography-information/hplc-basics.html
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/chromatography/chromatography-learning-center/liquid-chromatography-information/hplc-basics.html
https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2021.10.002
https://doi.org/10.1002/jssc.202300431
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2018.03.033
https://doi.org/10.1016/j.microc.2021.106897
https://doi.org/10.1016/b978-012663971-1.50012-9
https://doi.org/10.1533/9781855737181.1.197
https://doi.org/10.32474/aoics.2018.01.000103
http://books.google.ie/books?id=PdMnDwAAQBAJ&printsec=frontcover&dq=978-3-319-54397-0&hl=&cd=1&source=gbs_api
http://books.google.ie/books?id=PdMnDwAAQBAJ&printsec=frontcover&dq=978-3-319-54397-0&hl=&cd=1&source=gbs_api
https://doi.org/10.1016/b978-0-323-85062-9.00004-0
https://doi.org/10.1016/b978-0-323-85062-9.00004-0
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology%20overview.html#:~:text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%20collision%20cell.&text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29,as%20a%20collision%20cell.&text=quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology%20overview.html#:~:text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%20collision%20cell.&text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29,as%20a%20collision%20cell.&text=quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology%20overview.html#:~:text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%20collision%20cell.&text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29,as%20a%20collision%20cell.&text=quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology%20overview.html#:~:text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%20collision%20cell.&text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29,as%20a%20collision%20cell.&text=quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology%20overview.html#:~:text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%20collision%20cell.&text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29,as%20a%20collision%20cell.&text=quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a

%20quadrupole%20%28QQQ%29,a5%20a%20collision%20cell. &text=quadrupole
%20%280Q0Q0Q%29%20mass%?20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a

[47] Anderson, J., Berthod, A., Pino, V., & Stalcup, A. M. (2016). Basic HPLC Theory
and Definitions: Retention, Thermodynamics, Selectivity, Zone Spreading, Kinetics
and Resolution. In Analytical Separation Science, 5 Volume Set (p. 1). John Wiley &
Sons.

[48] Hankele, A. K., Rehm, K., Berard, J., Schuler, G., Bigler, L., & Ulbrich, S. E.
(2020). Progestogen profiling in plasma during the estrous cycle in cattle using an
LC-MS based approach. Theriogenology, 142, 376-383.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2019.10.005

[49] Travers, S., Martinerie, L., Bouvattier, C., Boileau, P., Lombés, M., & Pussard, E.
(2017). Multiplexed steroid profiling of gluco- and mineralocorticoids pathways
using a liquid chromatography tandem mass spectrometry method. The Journal of
steroid  biochemistry — and  molecular  biology, 165(Pt B), 202-211.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2016.06.005

[50] Matysik, S., & Liebisch, G. (2017). Quantification of steroid hormones in human
serum by liquid chromatography-high resolution tandem mass spectrometry. Journal
of chromatography. A, 1526, 112—118. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2017.10.042

[51] Yuan, T. F., Le, J., Wang, S. T., & Li, Y. (2020). An LC/MS/MS method for
analyzing the steroid metabolome with high accuracy and from small serum
samples. Journal of lipid research, 61(4), 580-586.
https://doi.org/10.1194/jlr.D119000591

[52] Wang, R., Hartmann, M. F., & Wudy, S. A. (2021). Targeted LC-MS/MS analysis
of steroid glucuronides in human urine. The Journal of steroid biochemistry and
molecular biology, 205, 105774. https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2020.105774

[53] Won, E. J,, Yi, A., & Ko, Y. J. (2023). Analytical Performance Evaluation for
Estradiol using Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry. Clinical
Biochemistry, 113, 59—63. https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2023.01.003

[54] Luque-Coérdoba, D., & Priego-Capote, F. (2021). Fully automated method for
quantitative determination of steroids in serum: An approach to evaluate
steroidogenesis. Talanta, 224, 121923. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.121923

[55] Lee, C., Kim, J. H., Moon, S. J., Shim, J., Kim, H. 1., & Choi, M. H. (2020).
Selective LC-MRM/SIM-MS based profiling of adrenal steroids reveals metabolic
signatures of 17a-hydroxylase deficiency. The Journal of steroid biochemistry and
molecular biology, 198, 105615. https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2020.105615

[56] Olesti, E., Garcia, A., Rahban, R., Rossier, M. F., Boccard, J., Nef, S., Gonzalez-
Ruiz, V., & Rudaz, S. (2020). Steroid profile analysis by LC-HRMS in human
seminal fluid. Journal of chromatography. B, Analytical technologies in the
biomedical and life sciences, 1136, 121929.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2019.121929

[57] Haikkinen, M. R., Heinosalo, T., Saarinen, N., Linnanen, T., Voutilainen, R.,
Lakka, T., Jaaskeldinen, J., Poutanen, M., & Auriola, S. (2018). Analysis by LC—
MS/MS of endogenous steroids from human serum, plasma, endometrium and

82


https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology%20overview.html#:~:text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%20collision%20cell.&text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29,as%20a%20collision%20cell.&text=quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a
https://www.thermofisher.com/sk/en/home/industrial/mass-spectrometry/mass-spectrometry-learning-center/mass-spectrometry-technology-overview/mass-analyzer-technology%20overview.html#:~:text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a%20collision%20cell.&text=The%20triple%20quadrupole%20%28QQQ%29,as%20a%20collision%20cell.&text=quadrupole%20%28QQQ%29%20mass%20spectrometer,Q2%20acts%20as%20a
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2019.10.005
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2016.06.005
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2017.10.042
https://doi.org/10.1194/jlr.D119000591
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2020.105774
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2023.01.003
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.121923
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2020.105615
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2019.121929

endometriotic tissue. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 152, 165—
172. https://doi.org/10.1016/.jpba.2018.01.034

[58] Gomez-Gomez, A., Miranda, J., Feixas, G., Arranz Betegon, A., Crispi, F.,
Gratacos, E., & Pozo, O. J. (2020). Determination of the steroid profile in alternative
matrices by liquid chromatography tandem mass spectrometry. The Journal of steroid
biochemistry and molecular biology, 197, 105520.
https://doi.org/10.1016/5.jsbmb.2019.105520

[59] Rehm, K., Hankele, A. K., Ulbrich, S. E., & Bigler, L. (2024). Quantification of
glucocorticoid and progestogen metabolites in bovine plasma, skimmed milk and
saliva by UHPLC-HR-MS with polarity switching. Analytica chimica acta, 1287,
342118. https://doi.org/10.1016/j.aca.2023.342118

[60] Bredendiek, F., & Parr, M. K. (2023). SFC-MS/MS for orthogonal separation of
hydroxylated 17a-methyltestosterone isomers. Drug testing and analysis,
10.1002/dta.3620. Advance online publication. https://doi.org/10.1002/dta.3620

[61] Supported Liquid Extraction (SLE) Guide and FAQ’s. (2014). Retrieved April 21,
2024, from https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CMD/manuals/TG-21068-
SP-Supported-Liquid-Extraction-SLE-User-FAQ-TG21068-EN.pdf

[62] Waters Positive Pressure-96 Processor: operator’s guide. (2014). Retrieved April
21, 2024, from
https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/715002662en.pdf

[63] HROMADKO, Jiii. Vyvoj UHPLC-MS/MS metody a postupu piipravy vzorki
pro stanoveni steroidnich latek v potkani plasmé. Rigor6zni prace, vedouci Kocova
VI1¢kova, Hana. Hradec Kralové: Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Katedra analytické chemie, 2021.

[64] European medicines agency. (2022). ICH Guideline M10 on Bioanalytical
Method Validation and Study Sample Analysis. Retrieved July 7, 2024,
from https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-
m10-bioanalytical-method-validation-step-5_en.pdf

[65] Novakova, L., Plachka, K., Khalikova, M., & Svec, F. (2018). 2. Supercritical
fluid chromatography in bioanalysis. In De Gruyter eBooks (pp. 33—
76). https://doi.org/10.1515/9783110618983-002

[66] Gazarkova, T., Kocova Vickova, H., Plachka, K., Vagnerova, K., Dubecova, D.,
Klusonova, K., Pacha, J., Svec F. & Novékova, L. (2024). Comprehensive Targeted
Profiling of Multiple Steroid Classes in Rodent Plasma Using Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry. Analytica Chimica Acta (v recenznom riadeni)

83


https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.01.034
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2019.105520
https://doi.org/10.1016/j.aca.2023.342118
https://doi.org/10.1002/dta.3620
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CMD/manuals/TG-21068-SP-Supported-Liquid-Extraction-SLE-User-FAQ-TG21068-EN.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CMD/manuals/TG-21068-SP-Supported-Liquid-Extraction-SLE-User-FAQ-TG21068-EN.pdf
https://www.waters.com/webassets/cms/support/docs/715002662en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m10-bioanalytical-method-validation-step-5_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m10-bioanalytical-method-validation-step-5_en.pdf
https://doi.org/10.1515/9783110618983-002

