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1. (Str. ¢. 42, sekcia 4.7.3 Priprava fosfatového tlmivého roztoku) Zasobny fosfatovy
tlmivy roztok (TR) bol pripraveny navazenim 3 480 mg KoHPO4 a 2 720 mg KH>PO4
a ich naslednym rozpustenym v odmernej banke o objeme 100 ml; pH roztoku sa
pohybovalo v rozmedzi 6-6,5.

2. (Str. ¢. 45, sekcia 4.9 Podmienky pouzite) UHPLC-MS/MS metody) 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
energia, MS/MS — tandemovad hmotnostna spektrometria. Tato metéda bola
optimalizovana v ramci diplomovej prace Mgr. Hromadka [63]

STD tr [min] CV [V] SRM 1 quantifier CE [eV] SRM 2 qualifier 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
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9,1 20 270,90 > 253,12 15 270,90 > 197,06 20
5,1 40 367,00 > 96, 81 30 X X

3,0 25 269,07 > 251, 09 15 269,07 > 211,10 15
2,9 15 269,07 > 211,17 15 269,07>251,09 10
3,5 10 285,08 > 132,96 20 285,08 > 284,97 15
9,1 15 287,18 > 109,09 20 287,18 > 97,01 20
10,5 20 273,20 > 255,22 10 273,20 > 147,07 20
14,1 25 273,20 > 255,15 10 273,20 > 147,07 20
13,5 20 271,10 > 161,04 15 289,02 > 271,20 10
14,2 20 271,10 > 147,07 20 271,10 > 253,12 15
10,8 25 257,18 > 161,19 15 257,18 > 147,00 20
7.8 15 256,99 > 161,11 15 256,99 > 147,00 20
4,0 25 393,05 > 372,98 10 393,05 > 354,92 10
3,9 25 393,05 > 354,99 10 393,05 > 279,10 15
6,8 5 254,8 > 158.7 20 254.8 > 132,9 20

3. (Str. &. 46, sekcia 4.10.2 Optimalizacia SLE metddy) Optimalizacia metody prebehla

pomocou poloautomatizovaného manifoldu OttoSPEcialist.

(Str. €. 50, sekcia 4.11 Overenie valida¢nych parametrov) Matricové efekty boli
stanovené vypoctom z pomeru ploch piku analytu a vntitorného Standardu z merania
vzoriek obohatenych po extrakcii a Standardnych roztokov — od hodnét vzoriek
obohatenych po extrakcii boli od¢itané hodnoty stanovené vypoctom z pomeru ploch
piku analytu a vnutorného standardu slepej vzorky plazmy (Rovnica €. 2).

(Str. ¢. 50, sekcia 4.11 Overenie validacnych parametrov) Presnost’ bola stanovena
vypoctom z pomeru ploch piku analytu a vntitorného Standardu z priemeru Siestich
opakovani extrakcie na danej koncentracnej hladine (Rovnica €. 3).

(Str. €. 50, sekcia 4.11 Overenie validaénych parametrov) Preciznost’ bola stanovena
ako relativna smerodajna odchylka z pomeru ploch piku analytu a vnlitorného
Standardu zo Siestich opakovani extrakcie (Rovnice €. 4).

(Str. €. 68, sekcia 5.5.2 Vytaznost’ a matricové efekty) Matricové efekty boli
hodnotené z plazmy obohatenej post-extrakénym pridavkom a korigované na vnutorny
Standard vypoctom z pomeru ploch piku analytu a vnatorného Standardu.

(Str. ¢. 72, sekcia 5.5.3 Presnost’ a preciznost’) Parameter presnosti bol stanoveny
vypoctom z pomeru ploch piku analytu a vntitorného Standardu z priemeru Siestich
opakovani extrakcie na testovanych koncentra¢nych 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 z pomeru ploch piku analytu a vnitorného Standardu zo Siestich
opakovani extrakcie na rovnakych koncentra¢nych hladinéch.

(Str. €. 51, sekcia 5.1 Analyzovanie vplyvu enzymatickej hydrolyzy na vytaznost’
proteinovej precipitacie) Pri metode EH-PP bolo vSak mozné pozorovat’ nizku
presnost’ vysledkov, ¢o znamend Ze stanované hodnoty nevyhovovali limitu + 20 %
pre najnizsi koncentra¢ny bod a + 15 % pre ostatné koncentracné body, ¢ize limitom



stanovenym vo valida¢nej smernici, ktorou sa tato praca riadila [64], ¢o bolo
pravdepodobne sposobené chybou pri priprave vzorky.

(Str. €. 66, sekcia 5.5.1 Kalibra¢né rozmedzie) Tabul’ka €. 18: Porovnanie kalibracnych
rozmedzi a determina¢nych koeficientov (R?) naprie¢ manifoldmi. Priemerna
vytaznost’ bola stanovana ako hodnota aritmetického priemeru daného analytu na
stanovovanych koncentraénych hladinach. C. — &islo analytu priradené podl'a Tabulky

v

¢. 1

(Str. €. 68, sekcia 5.5.2 Vytaznost’ a matricové efekty) V pripade Tabulky ¢. 20
nedoslo k chybe prehodenia vysledkov, chyba nastala v samotnom texte, ktory tieto
vysledky hodnotil (str. €. 68). Vyrok: ,,Matricovymi efektmi boli najviac zat'azené
nizke koncentracné hladiny, porovnatel'ne v pripade oboch typov manifoldov.* by mal
byt teda spravne formulovany ako: ,,Matricovymi efektmi boli najviac zat'azené nizke
koncentra¢né hladiny v pripade analdogového manifoldu a vysSie koncentracné hladiny
v pripade poloautomatizovaného manifoldu.*



9. (Str. ¢. 16, sekcia 3.1.4 Steroidy analyzované v tejto praci) Tabulka ¢. 1: Zoznam steroidov analyzovanych v tejto praci a ich fyzikdlne
chemické viastnosti. Nizsie uvedené fyzikalne chemické vlastnosti boli ziskané z databdz SciFinder, PubChem a ChemDraw. Dvojice ldatok
majiice rovnakii hmotu sii vyznacené rovnakou farbou. C. — ¢islo analytu, m/z — pomer hmotnosti a naboja, logP — rozdelovaci koeficient

systemu oktanol-voda, pKa — zdaporny dekadicky logaritmus disociacnej konstanty pre kyseliny, N/A — nenajdene, MW — molekulova

hmotnost

C. Trividlny nazor Skratka Systematicky nazov Sumarny vzorec MW  logP pKa

1 pregnenolon P5 5-pregnen-3f-ol-20-on C21H3202 316,24 3,98 15,00
2 17-hydroxypregnenolon 170OHPS5 5-pregnen-3f,17-diol-20-on C21H3203 332,24 2,56 13,02
3 progesteron P4 4-pregnen-3,20-dion C21H3002 314,22 3,78 18,92
4 170-hydroxyprogesterén 1700HP4 4-pregnen-17-0l-3,20-dion C21H3003 330,22 2,36 13,03
5 170,20B-dihydroxyprogesterén 170,200OHP4 4-pregnen-17,203-diol-3-on C21H3203 332,24 2,770 14,79
6 Sa-dihydroprogesterén 5aDHP4 Sa-pregnan-3,20-dion C21H3202 316,24 4,61 N/A

7 epiallopregnanolon EPIALLO-P-ONE Sa-pregnan-3f3-o0l-20-on C21H3402 318,26 4,46 15,12
8 allopregnanolon ALLO-P-ONE Sa-pregnan-3a-ol-20-on C21H3402 318,26 4,46 15,12
9 200-hydroxyprogesteron 200OHP4 4-pregnen-20a-ol-3-on C21H3202 316,24 3,62 14,69
10 11B-hydroxyprogesterén 11pOHP4 4-pregnen-11p-ol-3,20-dion C21H3003 330,22 2,62 14,52
11  tetrahydrodesoxykortikosteron THDOC 5B-pregnan-3a,21-diol-20-on C21H3403 334,25 3,10 12,98
1 Allotetrahydrodesoxykortikosterd 1 1 tnGC 5e-pregnan-30.21-diol-20-on CarH30;3 33425 3,10 12,98

n
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11-deoxykortikosteron
kortikosteron
11-dehydrokortikosteron
Sa-dihydrokortikosteron
5B-dihydrokortikosteron
kortizol
11-deoxykortizol
kortizon

aldosteron

testosteron
5a-dihydrotestosteron

dehydroepiandrosteron
DHEA sulfat, sodna sol’

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

epiandrosterén

11DOC
B
11DHC
50DHC
5BDHC
F
11DOCSOL
E
ALDO
T
5aDHT
DHEA

DHEA-S

700HDHEA
7BOHDHEA
70XODHEA
A4

EPI-AN

4-pregnen-21-ol-3,20-dion
4-pregnen-11p, 21-diol-3,20-dion
4-pregnen-21-ol-3,11,20-trion
Sa-pregnan-11f, 21-diol-3,20-dion
5B-pregnan-11f, 21-diol-3,20-dion
4-pregnen-11p,17,21-triol-3,20-dion
4-pregnen-17,21-diol-3,20-dion
4-pregnen-17,21-diol-3,11,20-trion
4-pregnen-11p,21-diol-3,18,20-trion
4-androsten-17f-ol-3-on
Sa-androstan-17f3-ol-3-on
5-androsten-3f-ol-17-on

5-androsten-3f-ol-17-on sulfat,
sodna sol’

5-androsten-3f,7a-diol-17-on
5-androsten-3f,7B-diol-17-on
S-androsten-3f3,0l-7,17-dion
4-androsten-3,17-dion

Sa-androstan-3f3-o0l-17-on

C21H3003
C21H3004
C21H2504
C21H3204
C21H3204
C21H300s
C21H3004
C21H2805
C21H230s
Ci9H2302
Ci9H3002
Ci9H2302

Ci9H2sNaOsS
Ci9H2303
Ci9H2303
Ci9H2603
Ci9H2602
Ci9H3002

330,22
346,21
344,20
348,23
348,23
362,21
346,21
360,19
360,19
288,21
290,44
288,21

390,15

304,42
304,42
302,19
286,19
290,22

2,42
1,26
1,58
2,09
2,09
0,50
1,66
0,82
0,06
3,31
3,85
3,71

2,80

2,69
2,69
2,55
3,50
3,93

12,98
12,98
12,95
12,98
12,98
12,47
12,64
12,37
12,98
15,06
15,08
15,02

N/A

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

15,14
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dexametazon

betametazon

B-estradiol

DEXA

BETA

B-ESTRADIOL

9a-fluoro-11p,17a,21-trihydroxy-
16a-methylpregnan-1,4-dien-3,20-
dion

9a-fluoro-11p,17a,21-trihydroxy-
16B-methylpregna-1,4-dien-3,20-
dion

17B-estradiol

C22H290FOs

C22H29FOs

CisHs502

393,21 2,03

393,21 2,03

253,03 3,91

12,13

12,13

10,46



