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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 spolahlivé stanovenie koncentracii endogénnych steroidov je nevyhnutnou
sucastou vyskumu mnohych biologickych otdzok. Cielom tejto prace bolo preto vyvinut
metodu pripravy vzorky, ktord bude nasledne pouzitd pre analyzu vzoriek mysSej plazmy s
cielom sledovat vplyv akutneho a chronického stresu na plazmatické koncentracie
vybranych steroidnych hormonov. 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 metody pripravy vzorky pre analyzu 38
steroidnych hormoénov, ktoré boli nasledne profilované/kvantifikované za pouzitia ultra-
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie v spojeni s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (UHPLC-MS/MS). V ramci diplomovej prace boli porovndvané dve
metody pripravy vzorky: proteinova precipitacia (PP) a extrakcia z kvapaliny do
kvapaliny s vyuzitim inertného nosic¢a (SLE). V rdmci optimalizacie PP metody bola
testovana metoda samotnd, 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 metdd boli dosiahnuté pri samotnej PP a to
>50% s RSD <15% u vécsiny analytov. Tato metéda vsak bola zat'azend vyznamnymi
matricovymi efektmi, preto bola metoda PP d’alej porovndvana so SLE metédou.

V ramci vyvoja SLE metddy bolo optimalizovanych niekol’ko parametrov vratane
objemu nanaSanej vzorky, zloZenia a objemu extrakéného c¢inidla a poctu krokov
extrakcie. Optimalizované zlozenie nandSanej vzorky pozostdvalo zo 40 pl plazmy
nariedenej 40 pl 50% isopropanolu a 320 pl vody. Ako extrakéné €inidlo bola vybrana
kombinacia metyl-terc-butyléteru a etylacetdtu v pomere 80:20. Takto optimalizovana
metdda 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 metoda bola validovand podl'a medzinarodnych smernic ICH
MI10/EMA. Metoda sa tak osvedCila ako vhodna pre rychlu a presnu kvantifikdciu
plazmatickych steroidov a mdze byt’ vyuzita pre analyzu ich stresovo zavislych zmien.
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