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Uvod

Steroidy patii do velké skupiny nesaponifikovatelnych lipidi, které hraji dulezitou roli v lidském
téle. Mezi nejdulezitéjsi steroidy patii cholesterol, vSechny steroidni hormony a vitamin D. Jejich
funkce v organismu je riznoroda. Jde pievazné o pomérné malo polarni chemické slouceniny,
strukturné blizké, ¢asto izomerni struktury, které se v organismu vyskytuji v nizkych koncentracich,
a proto jsou jejich hladiny ¢asto pomérné obtizné méfitelné béznymi analytickymi metodami.

Pro analyzu steroidd se zacina stale vice pouzivat jejich separace metodou vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (MS) jako detektorem. U HPLC
se latky rozdéluji podle jejich afinity ke stacionarni fazi. Pro tuto metodu je velice dilezity vybér
typu kolony, mobilni faze a nastaveni gradientu. Po separaci se jednotlivé latky dostavaji do
hmotnostniho spektrometru a dochazi k detekci latek. Dilezitym faktorem je znalost fyzikalné-
chemickych vlastnosti métfenych latek. U hmotnostniho spektrometru vybirame spravny typ
ionizace a analyzatoru.

Cilem této bakalaiské prace byla optimalizace a popis podminek HPLC pro separace mnou
zkoumaného souboru lidskych steroidnich latek na vhodné zvolené reverzni stacionarni fazi.



I. TEORETICKA CAST

1. Steroidy

Do velice rozsifené¢ skupiny steroid(i patii ptirozené latky rostlinného ¢i Zivoc¢iSného piivodu.
Dokazou je vyrdbét i primitivni organismy, jako naptiklad kvasinky, plisn€¢ ¢i bakterie. Jsou
nezbytnou soucasti bunécnych membran, reguluji zivotni procesy a emulguji traveni. Nekteré
steroidy mohou byt toxické, ale i nenahraditelnd 1é¢iva. Chemicky patii do skupiny isoprenoidd,
jejichz zakladni skelet tvofi nasyceny tetracyklicky uhlovodik steran. Molekula steranu je tvofena
plochym cyklopentanoperhydrofenantrenovym systémem a oznacuje se velkymi tiskacimi pismeny
A, B,C,D.

Obr. 1 Strukturni vzorec steranu’.

Steroidy se lisi jak druhem, tak i po¢tem a pozici substituentt a konfiguraci jejich vazeb i poctem

a pozici dvojnych vazeb. U ptirodnich steroidi existuje jediny zptisob spojeni kruhti, pouze kruhy A
a B maji dvoji moznosti. Jelikoz je skelet planarni, 1ze rozliit dva typy substituentii: a - steroidy
(A/B trans) a B - steroidy (A/B cis)?.

Hlavni skupiny steroidi jsou:

1.1 Steroly

Steroly jsou steroidni alkoholy s 3B - hydroxylovou skupinou a 17f - alifatickym postrannim
fetézcem. Vyskytuji se v butikach jako volné alkoholy nebo estery mastnych kyselin. Jsou dilezitou
soucasti membran. Délime je na zoosteroly, fytosteroly, mykosteroly.

1.1.1 Zoosteroly

Jsou to steroly Zivocisného ptivodu, nejvyznamnéjsi ze zoosterolil je cholesterol.



1.1.1.1 Cholesterol

Cholesterol je nenasyceny alkohol odvozeny od cholestanu (10,13-dimethyl-17-isooktylsteranu).

Je rozsifen u eukaryot, naptiklad u rostlin, kvasinek a hub. Nevyskytuje se u prokaryot. Cholesterol
tvofi hlavni ¢ast plazmatickych Zivocisnych membran, 30 az 40 % plazmatickych membran lipida.
Cholesterol se muze esterifikovat na cholesterol s dlouhym fetézcem mastnych kyselin za vzniku
cholesterylesterti. Hladina cholesterolu je udrzovana poklesem biosyntézy pii piijmu z potravy.
Vylucuje se po preméné na zlucové kyseliny v jatrech. Ukladad se ve sténach krevnich cév,

7lu¢ovych kamenech a vyvolava aterosklerozu®4.

CH; CHa

CHs

HO

Obr. 2 Strukturni vzorec cholesterolu®.

1.1.2 Fytosteroly

Jsou to rostlinné steroly neboli triterpeny, které se vyskytuji v prirodé¢ a maji uzkou strukturni
podobnost s cholesterolem, ale maji na rozdil od cholesterolu rizné konfigurace postrannich fetézcu.
Jsou dulezité pro vyrobu 1é¢iv (terapeutické steroidy), ve vyzivé (piisada do potravin) a v kosmetice
(krémy). Ziskavaji se z rostlinnych oleji nebo z primyslovych odpadi. Hlavni role je ve stabilizaci

fosfolipidové dvojvrstvy v bunééné membrané. Nejhojnéjsi fytosteroly jsou stigmasterol, sitosterol
a campesterol®.

1.1.2.1 Stigmasterol

Siroce rozsiteny fytosterol, ktery se vyuziva jako vychozi surovina pii syntéze steroidnich hormont.

HO

Obr. 3 Strukturni vzorec stigmasterolu’.



1.1.3 Mykosteroly

Mykosteroly jsou steroly nizsich hub. Nejrozsifenéjsi mykosterol je ergosterol.

1.1.3.1 Ergosterol

Je soucésti membran bunék a mycelii niz§ich hub. Ozaifenim ultrafialovym zafenim se preménuje na
vitamin D2,

HO

Obr. 4 Strukturni vzorec ergosterolu.

1.2 Zlugové kyseliny

Zlucové kyseliny jsou steroidni karboxylové kyseliny. Tvoii se z cholesterolu, ktery se preméiiuje
na trihydroxykoprostanoat a dale na cholyl-CoA. Ve své molekule maji polarni i nepolarni ¢ast,
a proto jsou amfipatické a velice povrchové aktivni. Jsou hlavni soucasti Zluce. Syntetizuji se
v jatrech, skladuji a koncentruji ve zlu¢niku a nésledné se uvoliuji do duodena a tenkého stieva,
kde zlucové kyseliny prevadéji lipidy a lipofilni vitaminy do micel. Také aktivuji lipazy, zvétSuji
povrch lipidd, a tim usnadiiuji jejich traveni a vstiebavani. Jsou to bezbarvé krystalické latky, horké

S 24

cholova a deoxycholova?.
OH

H3C,
HO oy’

HO" “"OH

Obr. 5 Strukturni vzorec kyseliny cholové®.

1.3 Steroidni hormony

Do této skupiny patii latky s hormonalni aktivitou. Rozdé€luji se na dvé skupiny: adrenokortikoidni
hormony a gonadalni hormony. Do adrenokortikoidnich hormont patii kortikoidy a kortikosteroidy,
4



do gonadalnich neboli pohlavnich hormonti patii estrogeny (estron, estradiol, estriol), gestageny
(progesteron) a androgeny (testosteron). Jejich struktury maji zachovanou cholesterolovou dvojnou
vazbu a na uhliku 17 maji kyslikové funkce?.

1.3.1 Pohlavni hormony

Ovliviiuji normalni vyvoj a funkci pohlavnich organt, a tak urcuji pohlavi organismu a vytvareji
jejich sekundarni pohlavni znaky.

1.3.1.1 Estrogeny

Jsou zenské pohlavni organy velice dilezité pro vyvoj sekundarnich pohlavnich znakt, vyvoje
vajicka a prabéh pohlavnich cykli. Uzivaji se také pii 1éCeni menstruacnich potizi a s gestageny
jsou inhibitory ovulace.

1.3.1.1.1 Estradiol

Tento estrogen, podminuje vytvafeni zenskych sekundarnich pohlavnich znakt, proliferaci
endometria, ukladani podkozniho tuku a zéstavu ristu dlouhych kosti. Vznika z testosteronu
odstranénim Cig. V organismu se méni na estron a estriolC.

Hc QH

HO

Obr. 6 Strukturni vzorec estradiolu**.

1.3.1.2 Gestageny

Druhé skupina Zenskych pohlavnich hormoni. Ptipravuji délozni sliznici k zahnizdéni oplozeného
vajicka, uplatiiuji se pii korigovani menstrua¢niho cyklu a reguluji reprodukci u zvifat.

1.3.1.2.1 Progesteron

Nejvyznamnéjsi z gestagenti, progesteron, je meziprodukt pii vzniku steroidnich hormoni
Z cholesterolu. Indukuje zmény v endometriu a mlécné zldze a ve zlutém télisku. Vznika
z pregnenolonu oxidaci 3-OH skupiny a pfesmykem dvojné vazby. Reguluje vznik a udrzeni
progesta¢niho stadia (gravidity). Metabolizuje na pregnandiol®*?,



Obr. 7 Strukturni vzorec progesteronu®.

1.3.1.3 Androgeny

Varlata neboli testes produkuji sam¢i pohlavni hormony androgeny. Jsou potfebné pro zrani
spermatu, stimuluji anabolické procesy, napt. vyrobu bilkovin. Také reguluji vyvoj sekundarnich
pohlavnich znakd, jako je rtst voust, chlupti, mohutné vyvinuti kostry a kosterniho svalstva, hrubsi

hlas a zptisob mysleni. U geneticky slabsich jedincti miize zapfi¢init pfedéasnou plesatost u muza*2.

1.3.1.3.1 Testosteron

Nejznaméjsi androgen (muzsky pohlavni hormon). Je zodpovédny za pribéh spermiogeneze,
stimuluje zlazy muzského genitalniho traktu, vznik semindlni plazmy, podporuje syntézu proteint.
Syntetizuje se z cholesterolu pies progesteron nebo z kortikoidu. V krvi se pienasi v komplexu s
B-globulinem%2,

H,C OH

Obr. 8 Strukturni vzorec testosteronu™®.

1.3.2.4 Adrenokortikoidni hormony

Jsou vylu¢ovany kiirou nadledvin po stimulaci peptidovym hormonem ACTH (adrenokortikotropni
hormon). Produkce se zvySuje pfi fyzickém 1 duSevnim stresu.

1.3.2.4.1 Glukokortikoidy

Reguluji metabolismus sacharidi, biosyntézu glykogenu. Brzdi proteosyntézu a podporuji
degradaci bilkovin na aminokyseliny, které se pak vyuzivaji jako prekurzory pro vyrobu glykogenu.

-----

onemocné&ni’.



1.3.2.4.1.1 Kortizol

Nejznamé;jsi glukokortikoid z kiry nadledvin. ZvySuje odbouravani proteinil v perifernich tkanich
a aktivaci glukoneogeneze z uvolnénych aminokyselin v hepatocytech. Urychluje lipolytické
$tépeni tuki v adipocytech. Je to hlavni regulujici hormon pfi stresovych situacich®®.

Obr. 9 Strukturni vzorec kortizolu®.

1.3.2.4.2 Mineralokortikoidy

Kontroluji metabolismus mineralnich latek zadrZzovanim iontd Na®, CI" a HCOsz ledvinami
a vylu¢ovanim ionti K* dochazi ke zvys$ovéani krevniho objemu a krevniho tlaku?.

1.3.2.4.2.1 Aldosteron

Nejznaméjsi mineralokortikoid. V ledviné vyvolava vétsi retenci Na* °,

Obr. 10 Strukturni vzorec aldosteronu®®.

1.4 Kalciferoly (vitamin D)

Vitamin D zahrnuje né€kolik kalciferoli. D2 - ergokalciferol je rostlinného a D3 — cholekalciferol
je zivocisného pivodu. Vitamin D3z vznika v lidské ktzi plusobenim UV zafeni B
z 7-dehydrocholesterolu. Tyto dva vitaminy jsou inaktivované, aktivni forma se produkuje jejich
enzymatickou hydroxylaci provadénou v jatrech a ledvinach. Aktivni forma vitaminu D zvySuje
v krvi koncentraci vapenatych ionti. To zvySuje ukladani Ca?" v kostech, zubech a tukovych
tkanich. Nadmérny ptijem vitaminu D po del§i dobu ma za nasledek intoxikaci organismu. Dochézi
k abnormalni kalcifikaci mékkych kosti a poruse funkce ledvin az k jejich selhani. Nedostatek
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vitaminu D zplsobuje onemocnéni zvané kiivice. Exogennim zdrojem je fada potravin (vajeény
Zloutek, maslo, syry, mléko ¢&i veptova jatra)>417,

1.4.1 Ergokalciferol (vitamin D,)

Tento kalciferol je odvozeny od ergosterolu jako provitaminu.

CHs

HO™

Obr. 11 Strukturni vzorec ergokalciferolu'®.

1.4.2 Cholekalciferol (vitamin D5)

Vznika z 7-dehydrocholesterolu, ktery je ve vysokém mnozstvi v lidské pokozce.

Obr. 12 Strukturni vzorec cholekalciferolu®.



1.5 Vyskyt konjugovanych forem steroidi

Konjugovana forma steroidu vznikd jeho piipojenim ke vhodnému aniontu kyseliny (sulfat,
glukuronid nebo sukcinat). V této formé je steroidni konjugat vice polarni, a tim 1épe rozpustny
vevodé a je snadné&ji transportovan. Konjugované formy steroidii se vyskytuji ve vyssich
koncentracich v t&lnich tekutinach, proto je jejich analyza perspektivni pro klinickou diagnostiku?.

Ptehled steroidnich konjugatii méfenych v této praci:

1. Androsteron sulfat (A-S)

2. Etiocholanolon sulfat (ETIOCHOL-S)

3. Epiandrosteron sulfat (EA-S)

4. Testosteron sulfat (T-S)

5. Dehydroepiandrosteron sulfat (DHEA-S)

6. 16a-hydroxydehydroepiandrosteron 3-sulfat (160-OH-DHEA-3S)
7. 17B-estradiol 3-sulfat (17p-E2-3S)

8. 17B-estradiol 17-sulfat (17p-E2-17S)



2. Vyskyt konjugovanych steroidi v lidském organismu

Steroidy s vyjimkou cholestanii se vyskytuji v organismu typicky v koncentracich nmol.I" a nizsich.
Jednoduché schéma metabolismu steroidil je zndzornéno na obr. 13.

2.1 Vyskyt steroidnich konjugati v Krvi

Cirkulujici hladiny steroidnich sulfati jsou mnohem vyssi nez jejich volné nekonjugované formy,
atim je méfeni méné narocné. Diky sulfonizaci se steroidy stavaji vice polarni a diky vysoké
rozpustnosti ve vodé jsou snadngji uvoltioviny do krve®®. V krvi je nejvice obsazen
dehydroepiandrosteron sulfit (DHEA-S) v koncentracich od 200 ng.ml* do 5500 ng.mlI? a estron
sulfat (E1-S) od 0.13 ng.ml"* u postmenopauznich Zen do 105 ng.ml? u téhotnych Zen v tfetim
trimestru. E1-S ma 10x az 20x vyssi koncentraci v krvi nez nekonjugovany estron (E1) a estradiol
(E2)?2. Hladina estrogenii v krvi je sledovana u Zen po menopauze. Vyskyt vysoké hladiny
estrogenti ma za nasledek zvySené riziko onemocnéni rakoviny prsu a délozni sliznice®. V
t&hotenstvi se sleduji hlavné hladiny testosteronu a estrogenu?’. Dal$imi konjugity jsou napf.
androsteron sulfat (A-S), estradiol glukuronid (E2-G), estradiol sulfat (E2-S), testosteron sulfat (T-S)
v koncentraci 2166 ng.ml™ 24, 55 pg.mI™23 288,4 pg.mI™ 2% 173 pg.mI* %, v tomto poiadi.

2.2 Vyskyt steroidnich konjugéti v moci

Moci se vyluCuji steroidy hlavné v podobé¢ sulfatovych a glukuronovych konjugati ve vyssi
koncentraci nez v krvi. Hlidané jsou pfedev§im hladiny testosteronu (T) o koncentraci 37,8 ng.ml*?
a epitestosteronu (EPIT) 54,4 ng.ml! kviili nezdkonnému podavani testosteronu u sportovci
(doping)?*. Testosteron se vyluéuje mo¢i piedevsim jako glukuronid, ale epitestosteron se vylucuje
také jako sulfat?®. Dalsimi konjugaty vyskytujici se v moci jsou napf. androsteron sulfat (A-S),
androsteron glukuronid (A-G), etiocholanolon glukuronid (ET10-G), dehydroepiandrosteron sulfat
(DHEA-S), o koncentraci 200-300 ng.ml, 500-8000 ng.ml%, 500-8000 ng.mI* 26, 746 ng.ml 124 v

tomto potadi.
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17 p-Hy droxy steroid
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3. Analyza steroidii a jejich konjugati metodami
kapalinové chromatografie

3.1 Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance
Liquid Chromatography )

Tato metoda je v soucasnosti velice vyuzivana, zejména pro analyzy v oblasti biochemie,
potravinafstvi, toxikologii ¢i farmacii. Pomoci HPLC lze analyzovat az 80% organickych latek.

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto casti:

. Zasobniky mobilni faze

. SméSovac¢ mobilni faze

. Cerpadlo

. Davkovaci ventil nebo smycka

. Chromatografick4 kolona a predkolona
. Detektor

o DN B~ W N =

¢erpadlo davkovaci

zarizeni
fizeni slozeni
mobilni faze
, vzorek
smesSovaci A
zafizeni S
zasobniky vyhodnocovaci
detektor --I m \ h \

Obr. 14 Zndzornéni casti kapalinového chromatografu®®.

Jednotlivé Casti jsou spojeny kapilarami z teflonu nebo z nerezové oceli, jejichz primér se pohybuje
V rozmezi pm azZ mm. Zejména spojovaci kapilary mezi davkovacem, kolonou a detektorem museji
byt co nejkrat$i a mit maly vnitini primér. Kapilary musi byt chemicky a mechanicky odolné, musi

mit co nejmensi vnitini objem a maximalni tésnost celého systému, nesmi byt povrchové aktivni®,
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3.1.1 Mobilni faze

Mobilni fazi mtize byt voda, vodny roztok anorganické ¢i organické soli, kyseliny, pufr ¢i smés
vody/vodného roztoku a organickych rozpoustédel®.

vvvvvv

rostouci polarity:
Pentan < hexan < cyklohexan < ethylether < chloroform < dioxan < tetrahydrofuran < ethylacetat <
acetonitril < 2-propanol < ethanol < methanol < ethylenglykol < voda

Pfi stanoveni steroidnich sulfatovych a glukuronidovych konjugiti v plazmé a moci jsou
Vv literatufe pouzivany nejCastéji mobilni faze na vodné a organické bazi (metanol, acetonitril)
s moznym obsahem pufri (octan amonny, mraven¢an amonny) a organickych kyselin (kyselina
octova, kyselina mravenéi) upravujicich pH?%22728 \/ této bakalafské praci byly pouzity mobilni
fize 5 mmol.I" mravenéan amonny v metanolu a 5 mmol.I* mraven¢an amonny ve vodg.

3.1.2 Chromatografické kolony a Stacionarni faze

Na méfeni steroidnich konjugatl se nejCastéji pouzivaji nerezové kolony. Stacionarnich fazi
existuje mnoho druht, lisi se fyzikdln€¢ chemickymi vlastnostmi. Pro stanoveni steroidnich
konjugatl se nejéastéji pouzivaji reverzni faze. U tohoto typu fazi je stacionarni faze nepolarni a
mobilni faze polarni, tvofena vétSinou smési vody a polarnich rozpoustédel misitelnych s vodou.
Nepolarni latky jsou vice zadrZovany stacionarni fazi a poldrni latky se eluuji z kolony jako prvni.
Stacionarni fazi tvofi vétSinou silikagel, jehoz funkéni skupiny jsou chemicky modifikovany
nepolarnimi organickymi skupinami, zejména uhlovodikovymi fetézci (methyl, butyl, oktyl,
oktadecyl) ¢i polarnéjSimi fenylovymi skupinami. Funkéni skupiny urcuji charakter reverznich fazi
a oblast jejich pouziti. Mezi nejpouzivangj$i reverzni faze patii silikagel modifikovany
oktadecylovymi uhlovodikovymi fetézci (RP-C18)%.

Pfi stanoveni steroidnich konjugétii v plazmé a moci jsou v literatufe nejcastéji pouzivany HPLC
kolony C18 lisici se rozméry (50-150mm na délku s praméry 2.1-4.6mm) a velikostmi ¢astic (1.7-
5pm) 20.25:2627:30.31.32 \/ tét0 praci byla pouzita pro méfeni steroidnich konjugatii kolona C18 (150 x
2 mm) plnéna ¢asticemi o priméru 3um.

3.2 Metody detekce steroidii

Konjugované steroidy se detekuji hmotnostnim spektrometrem. Hmotnostni spektrometr se sklada
z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru ionti3,

3.2.1 Iontovy zdroj

V iontovém zdroji se neutralni molekuly vzorkii pfevadi na nabité Castice (ionty). Ve vysokoucinné

kapalinové chromatografii spojené s hmotnostnim spektrometrem se pouzivaji ionizace

za atmosférického tlaku (API-atmospheric pressure ionization). Patfi sem chemicka ionizace

(APCl-atmospheric pressure chemical ionization), fotoionizace (APPI-atmospheric pressure
13



photoionization) a ionizace elektrosprejem (ESl-electrospray ionization). ESI je mékka ionizaéni
technika vyuzivana pro analyzu malych molekul (steroidni latky, aminokyseliny, organické
kyseliny) i velkych molekul, jako jsou proteiny a jiné biomolekuly. Je vhodna zejména pro polarni a
iontové latky, avSak nelze pouzit pii praci s nepoldrnimi mobilnimi fazemi a pro nepolarni
slouceniny. Rozpusténad latka je vedena kovovou kapilarou S vysokym napétim. Na vystupu z
kapilary se kapalina rozprasi na kapicky, které nesou na svém povrchu velké mnozstvi ndboja. Pii
kontaktu se zmlzujicim plynem se kapicky nasledkem vypatovani rozpoustédla a tudiz zvysSeni
hustoty povrchového naboje rozpadnou az na ionty. Poté se ionty transportuji do hmotnostniho
analyzatoru. Pfi vstupu z atmosférického tlaku do vakua dochazi k ochlazeni ionti a nezadouci
tvorbé klastri. APCI je druha nejcastéji pouzivana mékka ioniza¢ni technika ve spojeni s HPLC/MS.
Probihd v plynné fazi, a proto neni vhodna pro ionizaci biomolekul. Vyuziva se pro latky nepolarni
az stfedné polarni. Tato technika je vhodnd i pro pouziti s nepolarnimi mobilnimi fazemi. Analyt je
po pruchodu kapilarou zmlzen do vyhtaté oblasti, kde je vybojova jehla. Vybojova jehla mé na
svém povrchu vysoké napéti (3-4 kV). Nejprve jsou vybojem ionizovany molekuly mobilni faze a
poté molekuly analytu. Vznikl¢é ionty jsou pak elektrodami usmérnény do hmotnostniho analyzatoru.
APPI patii také do mékkych ionizacnich technik. Tato technika je stejnd s APCI, s tim rozdilem, ze
se pro ionizaci molekul pouziva misto jehly UV lampa. Je vhodna pro latky nepolarni az stfedné
polarni. V této metod¢ je velice dulezity vliv dopantii. Dopanty jsou latky, které zvysuji tvorbu
iontl. Princip spociva v tom, Ze nejprve se ionizuji dopanty. Ty pak reaguji s molekulami analytu,
kde dojde k vyméné naboje ¢i k pienosu protonu. Jako dopanty se pouzivaji aceton, toluen ¢i
benzen®.

3.2.2 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzatory déli ionty podle jejich poméru m/z, kde m je hmotnost iontu a z je pocet
elementarnich ndboju, které ion nese. VétSina iontd malych molekul nese jeden elementdrni
naboj,a proto jsou ionty déleny podle hmotnosti. Prvnim typem analyzatoru, ktery se pouziva
pro analyzu steroidnich konjugat je kvadrupolovy. Sklada se ze ctyf nebo vice ty¢i kruhového
nebo hyperbolického prifezu, které jsou symetricky uspofadany, a vzdy protilehlé dvojice jsou
napojeny na spolecném potencialu. Ionty se pohybuji v elektrickém poli o délce 20 az 30 cm. Pole
ma dvé slozky: statickou a radiofrekvencni. Ionty v iontovém zdroji jsou urychleny malym
potencialem a vstupuji do osy kvadrupolu, kde osciluji mezi elektrodami opacné polarity. Pti urcité
hodnot¢ radiofrekvence dosdhnou ionty o urcité hmotnosti stability, ale ionty s odliSnou hmotnosti
osciluji s rostouci amplitudou a jsou zachyceny na ty¢ich kvadrup6lu??. Druhym typem analyzatoru
je iontova past. Rozd€luje se na 3D iontovou past (IT-ion trap) a linearni iontovou past (LIT-linear
ion trap). IT je tvofena prstencovou elektrodou a dvéma koncovymi elektrodami, na které je
vloZeno napéti. lonty jsou napétovym pulzem piivedeny do pasti. Vhodnymi pomé&ry napéti jsou
ionty zadrzeny uvnitf pasti. Podle jejich poméru m/z jsou vypuzovany na detektor. LIT je kvadrupol
na jehoz koncich jsou elektrody s potencidlem, pomoci néhoZ se uvniti: uchovavaji ionty=°.
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Obr. 15 Hmotnostni spektrum produktivniho iontu sulfdatového metabolitu S9 s kolizni energii 60 eV
v negativnim spektru®®.

Pfi stanoveni steroidnich konjugétii v moci a plazmé je v literatufe nejcastéji pouzivana a ionizaci
elektrosprejem (ESI) spojena s riiznymi typy hmotnostnich detektort - trojity kvadrup6l?®2836,
priletovy analyzator doby letu (TOF)%, iontova past?®?8%_ Steroidni hormony v séru byly méfeny
hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupélem a ionizaci elektrosprejem®.V literatute Ize
nalézt pro stanoveni steroidfi také jiné typy ionizaci- APCI?8%a APPI®' .V této praci byl pro detekci
steroidnich konjugatt pouzit hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem a ionizaci ESI.

3.3 Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(LC/MS)

Spojeni LC/MS je klicové pro analyzu slozitych realnych vzorki, jako jsou biologické tkané€ c¢i
tekutiny. Vzorky jsou komplexni s vysokym poctem komponent, a proto je volba detektoru na
prvnim misté. Hmotnostni spektrometr je jedinym detektorem, ktery mize potvrdit identitu vzorku
na zéklad¢ molekulové hmotnosti a strukturné specifickych castic. Hlavnimi vyhodami LC/MS jsou:

1. moznost odhaleni koeluce pika diky MS detekci
veEtsi jistota identifikace latek diky strukturni informaci hmotnostniho spektra a reten¢nimu

N

Casu

analyza slozitych smési

mensi spotieba vzorku

zlepSeni kvality spektralnich dat odstranénim interferenci diky separaci

minimalizace potlaceni signalu odstranénim interferenci diky separaci

lepsi spolehlivost kvantitativni analyzy diky izotopicky zna¢enym vnitinim standardiim?®.
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3.4 Metody vyhodnoceni HPLC chromatogramu

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou latku v chromatografickém systému je elu¢ni ¢as tr nebo
elucni objem Vr. Elucni Cas je doba, ktera uplyne od néstiiku vzorku do dosazeni maxima elucni
ktivky, a eluéni objem je objem mobilni faze, ktery protekl za tuto dobu. Obé¢ tyto veliciny se daji
popsat vztahem:

VR = trRFm

Fm je objem mobilni faze protekly za jednotku ¢asu. Eluéni objem VR je dan souctem dvou
objemovych velic¢in.

VR =V'rR+ VM

V'r je redukovany elu¢ni objem a Vu je mrtvy objem (n¢kdy oznacovan Vo). Mrtvy objem je objem,
ktery zaujimd mobilni faze od mista nastiiku ptes kolonu az po detektor. Zjisti se jako elu¢ni objem
nesorbujici se latky.

Vs L) -
T Ve ~
Ve (ta)
_.,VF”—._| latka 2
| Lictka 1
inert
Y1 (Y ) Y2 (Y2

Obr. 16 Chromatograficky zdznam dvou latek a nesorbujiciho se inertu®.

Kapacitni pomér k je pomér celkového mnozstvi separované latky ve stacionarni fazi k jejimu
celkovému mnozZstvi v mobilni fazi.

k =Kp (Vs/Vm)
kde Kp je distribucni konstanta, Vs je objem stacionarni faze a Vi je mrtvy objem kolony.

Velikost kapacitniho poméru uréuje, jak dlouho bude analyza trvat. Jestlize k bude malé, pak trvani
analyzy bude kratké a naopak. Velikost je ovlivnéna vlastnostmi sorbentu, elucniho cinidla
a analyzovanych latek, a také pomérem objemu stacionarni faze a mobilni faze. Uginnost separace
muze byt vyjaddiena jako pocet teoretickych pater N nebo vyska odpovidajici teoretickému patru
(height equivalent to a theoretical plate - HETP).
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N = (tr/0 )? = 16(tr/W)? = 5,5 (tr/W1/2)?

N = pocet teoretickych pater

tr = retencni Cas

o = rozptyl kolony

w = §itka piku pfi zdkladné

w12 = §itka piku v polovin¢ vysky

N je ptimo imérny dobé, kterou stravi analyt na sloupci a neptfimo umérny $ifce piku tohoto analytu.
N je pomyslna ¢ast sloupce, ve kterém dochazi k ustaleni rovnovahy mezi stacionarni fazi a mobilni
fazi.

H (HETP) = LIN

H = vyskovy ekvivalent teoretického patra
L = délka kolony
N = pocet teoretickych pater

Teoreticky pocet pater charakterizuje kvalitu chromatografické kolony. Velky pocet pater nebo
mald H hodnota, ma za nésledek uzké piky, a proto je povazovan za “dobry*“ sloupec. Hlavni
nevyhodou teoretického poctu pater je nedostatek spojeni mezi Ui€innosti chromatografické kolony,
velikosti Castic, difuze, pratoku a teploty. Pro optimalizaci separace chromatografické kolony se
pouziva van Deemterova rovnice.

H = A+B/u+Cu
A = 2Adp (vifiva difuze)
B = 2yDm (podélna molekulova difuze)

C = wdy?/Dm (odpor proti pienosu hmoty ve stacionarni a mobilni f4zi)

u = lineéarni rychlost toku mobilni faze

H = vySkovy ekvivalent teoretického patra

A = koeficient nerovnomérného plnéni kolony

dp = velikost ¢astic naplné kolony

y = korekéni faktor charakterizujici tvar kanalkt v naplni

Dm = diftzni koeficient analytu v mobilni fazi

o = koeficient zavisly na distribuci velikosti ¢astic, tvaru ¢astic a distribuci port

Rovnice vyjadiuje, jaky ma efekt rychlosti pritoku mobilni faze na separaéni ti¢innost systému>*4°,
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3.4.1 Asymetrie piku

Asymetrie piku je kvalitativni veli¢ina chromatografické separace. Existuji dvé metody vyjadieni
asymetrie. Prvni je faktor chvostovani Tr. Vyjadiuje se jako $itka piku v 5% vysky (Wo,o05)
k dvojnasobku $itky piku vzestupné ¢asti ().

Wo,05
2f

Vzorec pro faktor chvostovani je: Tr=

A dale jako faktor asymetrie A, ktery je vyjadien jako pomér Sifky sestupné ¢asti piku (t)
k vzestupné ¢asti piku (f) v 5% vysky piku.

Vzorec pro faktor asymetrie je: A = %

Idealni symetrie je ziskana pii hodnot¢ A = 1. Je-li hodnota A > 1, znamena to, ze dochazi
k chvostovani piku. Naopak pfi hodnoté A < 1 dochazi k frostovani neboli hrnuti piku®.

3.4.2 Rozliseni

vvvvvv

Rozliseni se vypocita jako rozdil reten¢nich ¢asti dvou sousednich pikd, ktery se vyndsobi indexem
1,18 a soucet Sitky piktl v poloving vysky a tyto dvé veliiny se mezi sebou pod¢li.

: ’ ’ w sw s 1,18(1’7"1—“"2) 41
Matematicky vypocet pro rozliSeni je: Ry o= ———=
yvypocetp D

Kdyz vysledné R = 1, pak se latka dostate¢n¢ separovala. U R = 1,5 se latka témét dokonale
separovala a R > 2 se latka nadbyte¢né separovala®,
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3.4.3 Vyjadieni mnoZzstvi latky

Z chromatogramu se ziskaji kvalitativni a kvantitativni informace. Mezi kvalitativni informace patii
poloha piku neboli retencni Casy a distribu¢ni konstanta. Mezi kvantitativni informace patii plocha
piku, ze které vypocteme mnozstvi a koncentraci latky.

0,607 h

Obr. 17 Popis piku pro vypocet plochy piku®.

Vyska a $itka piku je ovlivnéna pracovnimi podminkami, velikosti kapacitnich poméri latek
a pratokem mobilni faze. Zména pritoku mobilni faze ovlivni vice plochu piku nez vysku, ale
zména kapacitnich pomérti ma vétsi vliv na vySku nez na plochu. Koncentrace latky je dana také
$itkou piku. Cim bude pik irsi, tim mensi bude koncentrace latky pii priichodu maxima eluéni zény
detektorem, a tim bude mensi citlivost a hor$i mez detekce®34°.

3.5 Stanoveni steroidu a jejich konjugatti pomoci HPLC

Steroidni latky se v klinické praxi rutinné stanovuji pomoci imunoafinitnich metod, hojné je také
pouzivana plynovd chromatografie s MS detekci, pfi niZ se musi steroidy prevadét pomoci
derivatizace na tékavé slouceniny. Kapalinovd chromatografie neni pro stanoveni steroidii proti
jinym metodam pfili§ rozsifend. Steroidni latky a jejich konjugaty se separuji riznymi typy kolon
ve spojeni s riznymi ioniza¢nimi technikami.

Tom Fiers métil estron (El) a estradiol (E2) metodou LC-MS/MS s pouzitim elektrospreje (ESI)
bez predeslé derivatizace®. Yasuhiro Shibata pouzil LC-MS/MS na analyzu steroidu
dehydroepiandrosteronu (DHEA), ktery hraje ustfedni roli v biosyntéze steroidnich hormont®’.
Manfred Rauh pomoci LC-MS/MS méfil steroidni latky pro diagnoézu kongenitalni adrendlni
hyperplazie (CAH) a pro poruchy sexuality a funkce pohlavnich zlaz. Zjistil, Ze metoda kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem dokéze méfit
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soucasné vice steroidnich hormona®. Steroidni saponiny z ¢inské rostliny Dioscorea zingibenensis
C.H.Wright, ktera je nejpouzivanéjsi rostlinou v tradi¢ni ¢inské medicing, byla méfena Xinxin
Zhangem metodou HPLC spolu s odpafovacim detektorem rozptylu svétla (HPLC-ELSD) a jako
druhou metodu pouzil HPLC ve spojeni s ionizaci elektrosprejem a hmotnostnim spektrometrem
s kvadrupélovym analyzatorem spojenym s priletovym analyzatorem doby letu (HPLC-ESI-
Q/TOF)*. Qingging Wang analyzoval fadu estrogent aandrogenii v postmenopauznim séru
a plazmé pomoci kapalinové chromatografie - hmotnostni spektrometrie (LC-MS)?. Genye He
mefil metenolon v lidské moc¢i vyuzitim kapalinové chromatografie spojené s kvadrupdlovym
hmotnostnim spektrometrem s prilletovym analyzatorem doby letu (HPLC-Q/TOF)?°. Emmanuel
Strahm izoloval a kvantifikoval androgenové sulfaty v lidské mocéi metodou vysokotUéinné
kapalinové chromatografie - hmotnostni spektrometrie s iontovou pasti (HPLC-LTQ-MS/MS)?%.
Podobné také L. Dehennin méfil androgenové glukuronidy a sulfaty v moci sportovcl po vykonu
pomoci plynové chromatografie - hmotnostni spektrometrie (GC/MS)?*. Sebastien Anizan
analyzoval 4- androstendiol ve form¢ sulfatovych a glukuronidovych metabolitd, zneuzivany u
hospodaiskych zvifat (skotu), metodou kapalinové chromatografie - hmotnostni spektrometrie®.
Larry D. Bowers potvrzoval metodou HPLC-MS nezakonné uzivani testosteronu u sportovca?>.
Alain Y. Dury detekoval 5 steroidnich hormonti (DHEA, E1-S, A-S, Preg-S, Allopreg-S) v lidském
séru pomoci metody LC-MS/MS?. Jana Vitki stanovila bisfenol A (BPA) a estrogeny (E1, E2, E3)
Vv krevni a semenni plazmé metodou LC-MS pro Iékaiské diagndzy napt.: diabetes, kardiovaskularni
onemocnéni a poruchy reprodukce*’. Akira Honda pomoci HPLC-ESI-MS/MS méfil steroly
(cholesterol a jeho zoxidované formy) v biologickych matricich®2. Endogenni steroidni hormony ve
vlasech detekoval Wei Gao metodou LC-MS?®. V posledni fadé Pawel Krzascik zjistil, Ze steroidni
hormon DHEA-S zvySuje antidepresivni G¢inek kokainu pti zkouskach nuceného plavani - mozna
role v serotoninovém pienosu nervovych vzruchi®®,

Z téchto literarnich zdroju je ziejmé, ze se pro méfeni steroidii nejcastéji pouziva spojeni
kapalinové chromatografie a hmotnostniho detektoru s ionizaci elektrosprejem. Stejny systém byl
pouzit i V této praci.
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4. Cile prace

Zpracovat literarni reSersi vlastnosti hlavnich skupin steroidt a forem jejich konjugace.
Sepsat literarni prehled metod analyzy steroidu a jejich konjugatti zejména technikou LC-MS.

Shrnout vyskyt vybranych steroidnich konjugatt v télnich tekutinéch lidského organismu.

A w phpoE

Nalézt vhodné podminky pro analyzu vybraného souboru steroidnich konjugati metodou
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na pfistroji TSQ QUANTUM ULTRA (Thermo
Scientific, Waltham, USA) za G¢elem dosaZeni jejich co nejlepsi separace a detekce.

5. Popsat chromatografické vlastnosti a hmotnostni spektra méfenych konjugat, vyhodnotit
potencial méteni 8 konjugath pro jejich stanoveni.
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Il. PRAKTICKA CAST

5. Material a metody

5.1 Chemikalie

Pro ptipravu mobilnich fazi jsem pouzila mravenc¢an amonny (Sigma Aldrich, CZ), metanol (Fisher
Chemical, Fisher Scientific, UK) a deionizovanou vodu (deionizace na Barnstead NANO Pure
Thermo Scientific, USA). Byla studovana separace nasledujicich osmi steroidnich konjugati-
sulfat: androsteron sulfat (A-S), etiocholanolon sulfat (ETIOCHOL-S), epiandrosteron sulfat (EA-
S), testosteron sulfat (T-S), dehydroepiandrosteron sulfat (DHEA-S),
16a-hydroxydehydroepiandrosteron 3-sulfat (16a-OH-DHEA-3S), 17p-estradiol 3-sulfat (17p-E2-
3S) a 17p-estradiol 17-sulfat (173-E2-17S) (vSechny Steraloids, Newport, USA).

5.2 Postup ptipravy standard

Pro méfeni jsem si pfipravila modelovou smés konjugatii rozpusténych v metanolu o koncentraci
1 nmol.ml™ - sloZeni je uvedeno v tabulce 1. Na kolony bylo ddvkovano 5 pl této modelové smési.

Tab. | Systematické a trividalni nazvy steroidnich konjugatit v modelové smési.

Systematické nazvy Trividlni nazvy
Sa-androsten-3a-ol-17-sulfat androsteron sulfat
Sa-androstan-3p-ol-17-sulfat epiandrosteron sulfat
5B-androstan-3a-0l-17-sulfat etiocholanolon sulfat
4-androsten-17f-ol-3-sulfat, sodna stl testosteron sulfat

5-androsten-3p, 16a-diol-17-sulfat 16a- hydroxydehydroepiandrosteron 3-sulfat
5-androsten-3p-ol-17-sulfat, sodna sil dehydroepiandrosteron sulfat
1,3,5(10)—estratrien-3,17p-diol 3-sulfat, sodna sl | 17p-estradiol 3-sulfat
1,3,5(10)—estratrien-3,17-diol 17B-sulfat, sodna sul |17p- estradiol 17- sulfat
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5.3 Ptistrojové vybaveni a material pro HPLC separaci

vvvvvv

parametry, které ovliviiuji separaci, patii typ kolony, doba separace, gradient a priitok mobilnich
fazi. K separaci steroidnich konjugati jsem pouzila nasledujicich HPLC kolony: Luna 5pu C5 -
100A, 150 x 1.00 mm, Synergi 4p Fusion - RP 80A, 150 x 1.00 mm a Gemini C18 3pu 110A, 150 x
2 mm (vSechny Phenomenex, Torrance, USA), ke kterym jsem na zdkladé¢ literatury a zkuSenosti
kolegti v laboratoii zvolila odpovidajici mobilni faze: 5 mmol.I mravenéan amonny v metanolu (v
tabulce oznacena pismenem B) a 5 mmol.I"! mravendan amonny ve vodé (oznaéena pismenem C).
Kolony byly vloZeny do termostatu o teploté 35°C. Nastaveni sekvence jsem vytvofila v programu
Thermo Xcalibur Sequence Setup (Thermo Scientific, USA).

5.4 Hmotnostni spektrometrie

Mezi zékladni pfistrojové vybaveni, které jsem pouzila ke své praci, patii hmotnostni spektrometr

s trojitym kvadrupdlem TSQ QUANTUM ULTRA (Thermo Scientific, Waltham, USA),
automaticky davkovac¢ vzorkii CTC ANALYTICS (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzeland),
pumpa Rheos Allegro (Flux Instruments, Basel, Switzerland) a termostat na kolony DeltaChrom™
Temperature Control Unit.

Obr. 18 HPLC-MS.
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6. Vysledky a diskuse

V této praci jsem se snazila najit vhodnou metodu pro separaci steroidnich sulfatii. Kvalita separace
byla posuzovana na zakladé vypoctu rozliseni jednotlivych chromatografickych pikti. K detekci
steroidii byla pouzita detekce hmotnostnim spektrometrem v negativhim modu, nebot sulfaty
steroiddl se v pozitivnim modu velmi Spatné ionizuji. V negativnim spektru poskytuji vybrané
sulfaty velmi intenzivni ion odpovidajici molekule, ze které se odstépil vodikovy atom [M-H]".
Piiklad negativniho spektra 17p-estradiol-17-sulfatu je uveden na obrazku 19. K detekci bylo
pouzivano SRM piechodii zvolenych sulfatl, tedy byl sniman rozpad hlavniho iontu konjugat na

specifické fragmenty za pfispéni dané kolizni energie (tabulka II.)

Z\Studentky PB\KK\SDX G,S\E2-17S_01
Estradiol-17S, 200nM/ml, 5 ul inj

E2-17S_01#91-94 RT: 0.80-0.83 AV:4 NL: 3.08E6

F: - ¢ ESIQIMS [100.000-800.000]
100
95
90

13073 164.98 215.97
Tt T T

26913 31320
i T

3372015 11:20°58 AM

Estradiol-17S, 200nM/ml, 5 ul inj

[M-H]

351.10

35212

353.14

367.05 419‘»03 435.95
-
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725.02
481.10 50525 539.18 568.15 612.16 677.78 69653 | 741.26 787.15
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Obr. 19 Ukdzka negativniho spektra 17[-estradiol-17-sulfatu.

Tab. Il Prehled SRM prechodii.

SRM piechody Analyt
Hlavni ion Fragment | Kolizni energie
[eV]
369,1 80,0 74 A-S, EA-S, ETIOCHOL-S
97,0 43
367,10 80,0 70 DHEA-S, T-S
97,0 40
383,10 80,0 74 16a-OH-DHEA-3S
97,0 40
351,10 183,1 5735 17p-E2-3S
271,2
351,10 80,0 65 17B-E2-17S
97,0 42
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Nejprve jsem porovnavala déleni konjugati na 3 typech kolon s reverzni fazi. Prvni kolonu jsem
pouzila Lunu 5u C5 - 100A , 150 x 1.00 mm. Priitok mobilnich fizi byl 50 pl.min?. Gradient
mobilnich fazi je zobrazen v tabulce I11. a chromatogram na obr. 20.

Tab. Il Nastaveni gradientu na koloné Luna.

Time | &% | B% | c% | D% | plimin |'u'F'|:|s| DigOuts

o p{ 000 00 550 450/ 0.0 500 ™

1 5,00/ 0.0 80,0 zo.o| 0.0 s0.0

2 g00/ 0.0 950 S0/ 0.0 500

3 §10| 0.0 550 450 0.0 500

4 13,00/ 0.0 550/ 450/ 0.0 500

5 1000 0.0 00 0.0 500

L:\Studentky_PB\..\LUNa\SDX_016 03/12/15 11:03:40 SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012

RT: 0.00-8.00 SM: 7B

100+ EA-S, 5.80 592 NL: 7.33E4

“ Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] 5.1 ms2 369.150
g ETIOCHOL-S 459 490 ‘/V\//\/\“V \ [79.999-80.001,
50: 439/ 96.999-97.001] MS
] A S 3.92 400 SDX_016
1 ass 378/ 7
1007 054 085 130 181199 26129 3 308~ ~ “\._651 676 7.54 7.80
398 NL: 8.67E4
100 392 —\ 4.06 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] 3.69 3531/ W\ aal ms2 367.170
] 347 0N [79.999-80.001,
50] 204 251 255 322 T v "'\ T-S, DHEA-S 96.999-97.001] MS
1 N 304 Pt . SDX 016
] / \ / Noav T \\ 478
] 046 077 126 156 / “~__504 568 611 633 684 7.40 7.56
0 3.02 NL: 1.36E5
1007 210 / Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] /\ 257 / \\ ms2 383.160
] Y [79.999-80.001,
50] \ /S \ 16Q-OH-DH EA-3S 96.999-97.001] MS
] N\ \ SDX_016
0: 046 064 117 136 1.60 / \\\‘3;97 390 457 490 522 578 596 641 657 707  7.58 7.90
3.04 308 NL: 4.84E4
100 316 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
- . ms2 351.180
1 A 220 259 [183.099-183.101,
1 - o 271.199-271.201] MS
/ e 17B-E2-3S
0: 005 046 085 120 161 357 367 431 467 506 549 598 648 684 7.15 7.44 7.64
100+ 2p0,6 2.10 NL: 4.41E4
, s 3 12 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
- "‘ \ ms2 351.170
1 [\ 2 51 [79.999-80.001,
50] [\ AL / 17B-E2-17S 999957001 WS
] [ U y
] 187 ) \
{ 036052 118 159 \_ 3.71 386 4.43 466 506 525 576 601 643 693 7.11 7.64 7.89
e e e o o e T T e e e B e e
0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0

Time (min)

Obr. 20 Chromatogram separovanych latek na koloné Luna.
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Jako druhou kolonu jsem pouzila Synergi 4p Fusion - RP 80A, 150 x 1.00 mm. Pratok mobilnich

fazi byl 50 ul.min. Pouzity gradient je zobrazen v tabulce V. a chromatogram na obr.

Tab. IV Nastaveni gradientu na koloné Synergi Fusion.

21.

Time | A% | B | c% | Do | pimin |'-.-'F'|:|s | DigOuts
o p 0.00f 0.0 55.0/( 45.0 0.0 50.0 o
1 5.00 0.0 0.0 20,0 0.0 50.0
2 .00 0.0 95.0 5.0 0.0 S0.0
3 g.10 0.0 55.0 45,0 0.0 S0.0
4 13.00 0.0 55.00 45,0 0.0 50.0
5 1000 0.0 0.0 0.0 50.0
L:\Studentky_PB\...\Fusion\SDX_018 0311315 111055 SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012
RT: 0.00-8.00 SM: 7B
5.63 5 69 NL: 7.64E4
1007 EA-S, 4 5. 53 572 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] \ ms2 369.150
. _ a1 [79.999-80.001,
ETIOCHOL-S M o \ pit
. - a3 37 N
] A-S 2.89 73;2‘5; N x—s—is 641 707
o _ T R e T N e
0 NL: 8.26E4
lOOi ;92 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] 2367.170
] 353 3 57 S \ T DHEA F;;.ggg—so.om
50 L9 220 224 g9 298 338/ e S, S 96.999-97.001] S
] VAN N =
] \\ 205 )/ o S 467
] ) SN - h 533 541
0 N N S — —
2.73 NL: 1.52E5
100+ 156 2.65 /N<**2"77 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
1 A 244 \ ms2 383.160
1 44 [79.999-80.001,
0] / \\ 232/ \ 16a-OH-DHEA-3S 96.999-97.001] MS
N \ SDX 018
1 | N \
] / . ~._ 344
o J o3 .
NL: 3.97E4
100 3.10 _8.22 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
B ms2 351.180
] 263 298 334 17B -E2-3S [183.099-183.101,
501 /\xn/ 271.199-271.201] MS
] 171 191 2.06 ) SDX_018
1 =N r~
] 138 &51 3.96 535 547 557
0 310 == B = NL: 4.02E4
100 298 /| Base Peak F: - ¢ ESI SRM
B ms2 351.170
] 271 \ [79.999-80.001,
50 1.89 261/x // \ 17B'E2'17S 96.999-97.001] MS
1 148 152 7 2.12 / "V \ SDX_018
] PUMAVERVER
] y _
+ / N\~ < -
[0 o o e e e  HLE L e e e s o o s s i B B 8L e e B e B e s e e e
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0 45 5.0 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Time (min)

Obr. 21 Chromatogram separovanych latek na koloné Synergi Fusion.
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Tieti zkousenou kolonou byla Gemini C18 3p 110A, 150 x 2 mm. Pritok mobilnich fazi byl
300 ul.min, nastaveni gradientu je uvedeno v tabulce V. a chromatogram na obr. 22.

Tab. V Nastaveni gradientu A na koloné Gemini.

Time | a% | B | % | D% | plimin | YPos | Digouts
] " D.DDE 0.0 55,0 45,0 0.0 3000 o
1 5.00 0.0 a0.0) 20,0 0.0 3000
2 10,00 0.0 95.0 5.0 0.0 3000
I} 10,10 0.0 55.0 45.0 0.0 3000
4 15.00 0.0 55,0 45,0 0.0 3000
5 100.0 0.0 0.0 0.0 3000
L:\Studentky_PB\..\Gemine\SDX_019 03/13/15 13:15:55 SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012 _300
RT:l(;:J)?- 1001 SM: 58 ET|O(§!—3|O|4_1-18 -
ase Peak F: - ¢
] 3.98 Emsz 3’;9.15‘; FolSRM
% EA-S K A-S e
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g /
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: T-S \ DHEA-S o
50-] 2.96 96.999-97.001] MS
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] 167 181 /\\\ \\
1 /TN /S U\
o / ~ ) .
100 2/2\2’2"30 S;sjgzssp - CESISRM
] ms2 383.160
505 / \\ 160-OH-DHEA-3S [972'999999--9870.6%0111' MS
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] / |\
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50-] / \ 17B_E2_3S g&lg?ézn,zou MS
] |
1 /
0 247 NL: 8.03E4
100 A Base Peak F: - ¢ ESI SRM
1 /” \ ms2 351.170
50 | 17B-E2-17S 56.599.97.001] MS
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] [ -
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Ot T T ST IAasnans: B B MM At ke frrprey Ihnasnans: aaiens: T
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Obr. 22 Chromatogram separovanych latek na koloné Gemini pri gradientu A.

Tab. VI Vypocet rozliseni A.

A B trl tr2 wh1l wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 3,98 4,11 0,21 0,22 0,356744
T-S DHEA-S 2,98 3,25 0,14 0,14  1,137857
Tab. VII Vypocet symetrie A.
A t f A2
EA-S 0,21 0,23  0,913043
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Kolony Luna a Synergy Fusion nejsou pro separaci steroidnich konjugatti vhodné. Piky jsou
rozmyté, nesymetrické a vzajemné splyvaji. Na kolon¢ Gemini poskytovaly steroidni sulfaty velmi
jasné a ostré piky, nékteré se vSak CasteCné prekryvaly, proto jsem se dale vénovala optimalizaci
podminek pro vylep3eni separace na této kolong. Upravou gradientu, pritoku mobilnich fazi a dasu
separace jsem se snazila docilit rozdéleni zejména dvou Kritickych part v chromatogramu, ktery
tvofi ETIOCHOL-S s A-S a T-S s DHEA-S. Miru rozdéleni kritickych part jsem urcovala na
zakladé vypoctu rozliSeni téchto pikd. Podle vyslednych chromatogramii a vypoc¢tl rozliSeni jsem
dale upravovala podminky, az jsem nalezla optimalni separaci. Chromatogramy A-1 jsou

k nahlédnuti v pfiloze.

V chromatogramu A se dvojice ETIOCHOL-S s A-S rozd¢lila v retencnich ¢asech 3,98 a 4,11 min.
Dvojice T-S s DHEA-S se rozdélily v reten¢nich ¢asech 2,98 a 3,25 min. Piky byly rozmyté, nebyly
ve tvaru gaussovského rozdéleni - dolozila jsem vypocty asymetrie EA-S ve vSech gradientech.
Protoze jsem hledala optimalni nastaveni separace, kde v zavérecném chromatogramu budou piky
symetrické, neptekryvajici se s ostatnimi piky a rozliSeni bude alesponi 1,5, musela jsem zménit
podminky nastaveni gradientu. Zkusila jsem zménit snizit pratok mobilnich fazi a zpomalit
vymyvani analytli metanolickou fazi.

Tab. VIII Nastaveni gradientu B.

Time |.ﬁ.°.-"o B% | C% | D%

plfrmim |'u'F‘|:|s | DigCuks
] EI.EIEIE 0.0 55.0/( 45.0 0.0 200.0 o
5.00, 0.0 80.0) 20.0 0.0 z00.0

1700, 00| 950 50 0.0 200.0

17,10 0.0| 55.0) 45.0 0.0 2a0.0

22,000 00| 550 45.0 0.0 200.0

1000 0.0 0.0 0.0 200.0
I S

Ly S P ST Bl

Tab. IX Vypocet rozliseni B.

A B trl tr2 wh1 wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 6,04 6,26 0,19 0,18 0,701622
T-S DHEA-S 4,4 4,89 0,2 0,22 1,376667

Tab. X Vypocet symetrie B.

B t f A
EA-S 0,17 0,18 0,944444

Pti gradientu B se analyty eluovaly z kolony v del$im reten¢nim ¢ase nezu A. A-S a ETIOCHOL-S
se Castecné rozdélily, s retenénimi Casy 6,04 a 6,26 min. Kritické piky T-S s DHEA-S se rozdé€lily
v reten¢nich ¢asech 4,40 a 4,89 min, ale stale se vyrazné piekryvaly. Zménou pritoku a gradientu
jsem se pokusila dostat podobnou separaci v krat§im Case s uzsimi piky.
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Tab. XI Nastaveni gradientu C.

B% | C% | D%

plfrmim |'u'F'|:|s | DigCiuts

Time |.ﬁ.%
p 000F 0.0 30.0] 700 0.0 300.0 ™
6.00| 0.0 8.0 z0.0| 0.0 3000
10,00 0.0 95.0| 50| 0.0 300.0
15.00 0.0 95.0| 50 0.0 300.0
15.10| 0.0 300 70000 0.0 300.0
20,00 0.0 30.0) 700 0.0] 3000
1000 0.0 00 0.0 3000

[ S B O S R

Tab. XII Vypocet rozliseni C.

A B trl tr2 whl wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 6,61 6,71 0,16 0,18  0,347059
T-S DHEA-S 5,79 6,06 0,07 0,11 1,77

Tab. X1 Vypocet symetrie C.

C t f A
EA-S 0,22 0,2 1,1

V chromatogramu C se vSak analyty vymyvaly z kolony v del§im reten¢nim ¢ase, nez v ptredchozim
chromatogramu. Dvojice ETIOCHOL-S s A-S se jesté lehce piekryvaji, ale mohla jsem spocitat
rozliSeni s reten¢nimi Casy 6,61 a 6,71min. T-S s DHEA-S se rozd¢lily v retenénich ¢asech 5,79 a
6,06 min. Piky v gradientu C byly tzké, EA-S mél podle vypoctu symetrie idealni tvar. Abych
dosahla lepsi separace, zkusila jsem zménit poc¢ate¢ni pomér mobilnich fazi.

Tab. XIV Nastaveni gradientu D.

Time | &% | B%: | C% | D% | plfmin | ¥Pos DigCuks

p: 000 0.0 40.0) 60.0 0.0 300.0 o
600 0.0 s1.0| 20,0 0.0 3000
10,00 00| 950 50 0.0 300.0
15,000 00| 950 50 0.0 3000
15,10 0.0| 40.0| &0.0 0.0 300.0
0,00 0.0 40,0 &0.0) 0.0 300.0
1000 0.0 0.0 0.0 3000

[ S P B ST R
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Tab. XV Vypocet rozliseni D.

A B trl tr2 whil wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 6,01 6,13 0,18 0,2 0,372632
T-S DHEA-S 4,97 5,32 0,11 0,15 1,588462

Tab. XVI Vypocet symetrie D.

D t f A
EA-S 0,26 0,31 0,83871

V chromatogramu D byly kritické piky ETIOCHOL-S s A-S rozdéleny v retenénich ¢asech 6,01
a 6,13 min. - doslo k lepsi separaci tohoto kritického paru, ale stale se ETIOCHOL-S zcela
neoddélil. Dvojice kritickych pikti T-S s DHEA-S se rozdélila v reten¢nich ¢asech 4,97 a 5,32 min.
Tvar EA-S mél o néco mensi symetrii oproti chromatogramu C. Upravou poéate¢niho poméru
mobilnich fazi a zpomalenim vymyvani analyti metanolickou fazi jsem se pokusila dosahnout jesté
lepsich vysledku.

Tab. XVII Nastaveni gradientu E.

Time | A% | B% | C% | D% | plfmin | WPos Digouks | Dig

B O0.00f 0.0 550 45.0 0.0 300.0 o
g.00 0.0 80.0| 200 0.0 300.0
9,00 0.0 95.0f 50 0.0 3000
10,00 00| 950 50 0.0 300.0
10,10 0.0| 35.0| 450, 0.0 300.0
15,00 0.0| 35.0) 45,0, 0.0 300.0
1000 0.0 0.0 0.0 3000

[y S T B S B

Tab. XVII Vypocet rozliseni E.

A B trl tr2 whil wh?2 R
ETIOCHOL-S A-S 4,54 4,74 0,16 0,13 0,813793
T-S DHEA-S 3,19 3,54 0,16 0,2 1,147222

Tab. XIX Vypocet symetrie E.

E t f A
EA-S 0,24 0,38 0,631579

V chromatogramu E se ETIOCHOL-S s A-S rozd¢lily v reten¢nich ¢asech 4,54 a 4,74 min. Dvojice
T-S s DHEA-S se rozdélily retenéni ¢asy 3,19 a 3,54 min. Upravou gradientu jsem se pokusila
zrychlit eluci analytt a zuzit jejich piky, jelikoz byly stale lehce rozmyté.
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Tab. XX Nastaveni gradientu F.

B | C% | D%

Time |.ﬁ.% pilfmin |'-.-'F‘|:|s| Digiiuts
p 000 0.0 €00 40,0 0.0 300.0 ™
5.00 0.0 80,0 20.0) 0.0 300.0
10,00 0.0| 950 5.0 0.0 3000
10,10 0.0| 60,0 40.0) 0.0 300.0
15.00 0.0| 0.0 40.0) 0.0/ 300.0

100,00 0.0 0.0 0.0 3000

[y I S S SN B

Tab. XXI Vypocet rozliseni F.

A B trl tr2 whl wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 3,47 3,58 0,14 0,12  0,499231
T-S DHEA-S 2,52 2,78 0,18 0,15  0,929697

Tab. XXII Vypocet symetrie F.

F t f2 A
EA-S 0,18 0,24 0,75

V chromatogramu F se prvni dvojice kritickych pikt rozdélila v retencnich ¢asech 3,47 a 3,58 min.,
ale navzajem se do zna¢né miry piekryvaji. Druha dvojice se eluovala z kolony v 2,52 a 2,78 min.
Analyza se zrychlila, av§ak na ukor separace - rozliSeni u obou kritickych part je vyrazné horsi.
Tvar pikli byl uzsi nez v predchozim chromatogramu, ale stale mél hodnotu symetrie < 1. ZlepSeni
separace jsem se pokusila docilit pomalejSim pfidavanim metanolické faze.

Tab. XXII Nastaveni gradientu G.

Time |.ﬁ.% B | % | D% | phmin |'-.-'F‘|:|s| Diguts
0 000 00 6000 40,0 0.0 300.0 ™
1 | so0 om0 800 200 0.0 300.0
2z | 900 00 950 50 0.0 3000
3 | 1000 00| 950 50 00| 3000
4 | 10,10 00 60.0) 40,0 0.0 300.0
5 | 1500 00 60.0) 40,0 0.0 300.0
6 p 100.0 0.0 0.0 0.0] 300.0
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Tab. XXIV Vypocet rozliseni G.

A B trl tr2 whil wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 3,71 3,87 0,15 0,17 0,59
T-S DHEA-S 2,57 2,89 0,2 0,19 0,968205

Tab. XXV Vypocet symetrie G.

G t f A
EA-S 0,18 0,25 0,72

V chromatogramu G doslo ke zlepSeni rozliSeni u obou kritickych pari oproti gradientu F,
nedosahovalo vsak ani trovné gradientu E. Re§enim bylo je§té pomalejsi pridavani metanolické

faze v gradientu.

Tab. XXVI Nastaveni gradientu H.

Time | A% | B% | C% | D% | plfmin |YPos | Diguts

p: 000; 00 550 450( 0.0 3000
g0l 00 750 2500 0.0 3000
200, 0.0 950 50 0.0 3000

10,00 00| 950 50 0.0 300.0

10,10 00| 55.0| 45.0, 0.0 300.0

15,00 00| 550 450, 0.0 300.0

1000 0.0 0.0 0.0 3000

[ 0 By S P B SN B (e

Tab. XXVII Vypocet rozliseni H.

A B trl tr2 whil wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 4,78 5,01 0,14 0,12 1,043846
T-S DHEA-S 3,27 3,7 0,17 0,21 1,335263

Tab. XXVII Vypocet symetrie H.

H t f A
EA-S 0,28 0,22 1,272727

V chromatogramu H se ETIOCHOL-S s A-S méné¢ piekryvaly, rozdélily se v Casech 4,78 a 5,01min.
T-S s DHEA-S se rozdélily v ¢asech 3,27 a 3,70 min. Doslo k vyraznému zlepSeni rozliSeni. U
tvaru EA-S doslo k chvostovani, jelikoZ vysledna symetrie byla > 1. V nasledujicim kroku jsem se
upravou Casového nastaveni v gradientu mobilnich fazi pokusila jesté 1épe oddélit prvni kritickou

dvojici analytu.



Tab. XXIX Nastaveni gradientu CH.

Time | A% [ B% [ C% | D% | piimin

WPos

Digouks

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
100.0

95.0
5.0
95.0
95.0
95.0
55.0

0.0

45.0
25.0
5.0
2.0
45.0
45.0
0.0

B 000
10.00
11.00
12,00
12.10
17.00

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

300.0
300.0
300.0
300.0
300.0
300.0
300.0

[ Sy S PV O U B

Tab. XXX Vypocet rozliseni CH.

@

A B trl tr2

whil

wh2 R

ETIOCHOL-S A-S
T-S DHEA-S

5,07

3,38 3,85

5,32

0,14
0,18

0,13  1,092593
0,21  1,422051

Tab. XXXI Vypocet symetrie CH.

CH t f A
EA-S 0,22 0,24  0,916667

Pti gradientu CH doslo ke zlepSeni separace, kritické piky se navzijem témét nepiekryval a zlepsilo
se jejich rozliseni. ETIOCHOL-S s A-S se eluovaly z kolony v reten¢nich ¢asech 5,07 min. a 5,32
min., T-S s DHEA-S v ¢asech 3,38 a 3,85. EA-S m¢l idealni symetrii.

Pti posledni zméné jsem se Upravou gradientu mobilnich fazi pokusila od sebe oddélit kritické piky

tak, aby se co nejméné piekryvaly.

Tab. XXXII Nastaveni gradientu I.

Time | A% | B% | C% | D% | plfmin [WPos | DigDuts  [DigIn
0 p| 0.00 0.0 5000 S0.0: 0.0 3000 ®
1 200, 0.0 75.0) 250 0.0 300.0
z 9,00, 0.0 950 S50 0.0 300.0
3 10,00/ 0.0 950, 5.0/ 0.0 300.0
4 10.10, 0.0 55.0) 45.0| 0.0 300.0
5 15.00, 0.0 55.0) 45.0| 0.0 300.0
6 100.0 0.0 0.0 0.0 300.0
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Tab. XXX Vypocet rozliseni I.

A B trl tr2 whil wh2 R
ETIOCHOL-S A-S 5,96 6,2 0,1 0,11 1,348571
T-S DHEA-S 4,3 4,79 0,16 0,12 2,065

Tab. XXXIV Vypocet symetrie |.

| t f A
EA-S 0,24 0,29 0,82

Pti gradientu I se kritické piky navzdjem nejméné prekryvaly. Prvni dvojice se rozdélila v Casech
5,96 a 6,2 min. Druha dvojice se rozd¢lila v ¢asech 4,3 a 4,79 min. Piky byly viditelné, EA-S mél
skoro pravidelnou symetrii. Rozliseni u prvniho kritického paru se blizi 1.5, u druhého je vétsi nez
1.5, piky jsou tedy zcela rozdé€lené. Podle vypocta rozliSeni kritickych part vyplyva, ze k nejlepsi
separaci dvojice ETIOCHOL-S s A-S dochazelo pii nastaveni gradientu I, kdy bylo dosazeno
rozliSeni 1,34. Stejné tak u kritického péaru T-S, DHEA-S doslo k nejlepSimu rozdé¢leni pikid pfi
gradientu I, kdy bylo dosazeno rozliSeni 2.06. Pro optimalni rozliSeni a piijatelnou dobu analyzy by
mobilni faze mély mit zvySeny podil méné polarni slozky a snizeny podil vody, jak je vidét
u gradientu I. Mobilni faze byly v poméru B:C 50:50 a v 8. minuté se zménily na pomér 75:25
ve prospéch metanolové faze. Retencni Casy nejlépe separovanych kritickych pikit ETIOCHOL-S
s A-S se pohybovaly kolem 6 minuty, u T-S s DHEA-S kolem 3,5 minuty. Kritérium pro optimalni
separaci je maximdlni rozliSeni dvou sousednich kritickych pikd a maximdlni rozliSeni pfi
minimalni dobé analyzy. Obou téchto kritérii jsem ve své praci dosahla. Chromatogram nejlepsi
dosazené separace steroidnich sulfatl je ukazan na obrazku 23.

L:\Studentky_PB\..\SDX_030 031815 115017 SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012 _300_H
RT: 0.00-10.00 SM: 5B ETlOCI—LQ L-S
6. NL: 1.13E5
100 5.22 5.96 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] : ms2 369.150
] \ /\ A-S [79.999-80.001,
] - - 96.999-97.001] MS
50 EA-S | / U o o
\
E J\ )V
4.81 NL: 1.43E5
lOOi \ Base Peak F: - ¢ ESI SRM
1 T-S / DHEA-S ms2 367.170
] [79.999-80.001,
0] 4.26 | 96.999-97.001] MS
] \ SDX_030
} 228 232 240 /\\
] I\
0 i \ L/ \
320 NL: 2.70E5
100i i Base Peak F: - c ESI SRM
] / ms2 383.160
] [79.999-80.001,
50 / 160-OH-DHEA-3S 96.999-97.001] MS
] \ SDX_030
] 201 ) \
0 367 NL: 1.37E5
100i \ Base Peak F: - ¢ ESI SRM
B ms2 351.180
] \ [183.099-183.101,
] 271.199-271.201] MS
50 / \\ 17B'E2'3S SDX_030
o AN
3.49 NL: 9.02E4
100 n Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] A ms2 351.170
] | [79.999-80.001,
. [ _ _ 96.999-97.001] MS
507 | \ l?B E2 l?S SDX_030
] [
] J \
0 T 3 | T T e e« o]
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Obr. 23 Chromatogram nejlépe separovanych ldtek Etiochol-S s A-S pri nastaveni gradientu 1.
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1.74aver

Cilem prace bylo popsat vyskyt a vyznam steroidii a jejich konjugovanych forem v télnich
tekutinach a navrhnout stanoveni 8 steroidnich konjugati: A-S, ETIOCHOL-S, EA-S, T-S, DHEA-
S, 160-OH-DHEA-3S, 17B-E2-3S, 17p-E2-17S. Tyto latky se vyskytuji v nizkych hladinach a maji
rizné funkéni skupiny, a proto se obtizné separuji. Pro separaci steroidl byla pouzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem jako detektorem, ktery
umoznil spravn¢ identifikovat analyty na zakladé molekulové hmotnosti a struktury.

Hlavnim cilem v praktické casti byla optimalizace podminek pro separaci steroidnich konjugata
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii na pfistroji TSQ QUANTUM ULTRA (Thermo
Scientific, Waltham, USA). Byly zkoumany tyto faktory: Cas separace, pritok a procentualni
zastoupeni mobilnich fazi (gradient). Postupnou upravou gradientu mobilnich fazi na zakladé
porovnani vypoctl rozliSeni a symetrie pikl ze ziskanych chromatogrami byly nalezeny optimalni
podminky pro nejleps$i separaci vybranych konjugati, zejména kritickych péart konjugath
ETIOCHOL-S a A-S, T-S a DHEA-S. Nalezené podminky umoziuji ptesnou a citlivou HPLC-MS
analyzu steroidnich latek.

1. Byla zpracovana literarni reSerSe vlastnosti hlavnich skupin steroidl a forem jejich konjugace.

2. Byl ptipraven literarni piehled metod analyzy steroidl a jejich konjugati zejména technikou
LC-MS.

3. Byl popsan vyskyt osmi vybranych steroidnich konjugati v télnich tekutinach lidského
organismu.

4. Byly nalezeny vhodné podminky pro separaci vybraného souboru steroidnich konjugéti
metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na pfistroji TSQ QUANTUM ULTRA
(Thermo Scientific, Waltham, USA) za i¢elem dosazeni jejich co nejlepsi separace a detekce.

5. Byly popsany zakladni chromatografické vlastnosti a ESI hmotnostni spektra vybranych
métenych konjugatli, byly vyhodnoceny moznosti méfeni vybranych 8 konjugati pro jejich
kvantitativni stanoveni technikou HPLC-MS/MS na analyzatoru MS trojity kvadrupdl.

Z literarni reserSe vyplyva, Ze pro optimalizaci vysokoucinné kapalinové chromatografie je dilezity
vybér kolony, mobilni fiaze 1 nastaveni gradientu. Ve spojeni se spravnym detektorem, nejlépe
s hmotnostnim detektorem, se stava tato moderni technika velice citliva pro steroidni latky a jejich
konjugaty. Vysledky z experimentalni ¢asti mi teoretické poznatky potvrdily.
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11. Prilohy

L:\Studentky_PB\..\Gemine\SDX_019

03/13/15 1315'R5

RT: 0.00-10.01 SM: 5B

ETIOGHOL-S

SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012 _300

NL: 1.29E5
100t 411 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] /\ 3.98 ms2 369.150
] J [79.999-80.001,
. EAS || [ As S o e
] [
] \
] ]\ )
0 325 / \ NL: 1.83E5
100+ /\ Base Peak F: - c ESI SRM
] T-S DHEA-S [n;?fg?é%?'sggm
50 296 Zngfg—l%mou Ms
] 167 181 /\
] N Vo
0 222 230 - B NL: 2.66E5
lOOt /;,; - Base Peak F: - ¢ ESI SRM
B ms2 383.160
o] |'| 160-OH-DHEA-3S et
o NL: 1.07E5
100+ Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] ms2 351.180
50: 17B_E2_3 S 27;;'1%9%217832100111' Ms
o-] NL: 8.03E4
100+ Base Peak F: - ¢ ESI SRM
’ | T
] ‘ 999-
50 | 17B-E2-17S 36.995.97.001] s
] 112
0 e preepierprrr e et Freep e e ; : |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
Time (min)
Obr. P 1 Chromatogram A.
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L\Studentky_PB\..\SDX_025

031715145129

RT: 0.00-10.01 SM: 5G
1004

ETIOCHOL-S

3.03 345

o] EA-S | /’“ A-S

/_/\\_

SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012 _300_D

NL: 1.46E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 369.150
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_025

NL: 1.74E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 367.170
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_025

lOgt 2;5\30
; T-S || DHEA-S
50— 2.5}2 \
] 1\
; e NV
100 2.00

160-OH-DHEA-3S

NL: 2.92E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 383.160
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_025

NL: 1.10E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 351.180
[183.099-183.101,
271.199-271.201] MS
SDX_025

/
] /

e 2ot

| 17p-E2:3
] v

100 205 21 ]

114 /o

o] | 17p-E2-17S

NL: 7.97E4

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 351.170
[79.999-80.001
96.999-97.001] MS
SDX_025

Obr. P 6 Chromatogram F.

T T T
3 4 5
Time (min)

44

10



L\Studentky_PB\..\SDX_026

03/17115 15:07:45

RT: 0.00-10.01 SM: 7G

SDX-GS, 1nm/m|,12.11.2012 _300_E

ETIOCHOL-S

NL: 9.28E4

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 369.150
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_026

1002 3/./18 a7
oo EA-S | / A-S
1 [\ ]
100 289

[

T-S

o
=)
11
N
v
J

\
\

\ DHEA-S

NL: 1.51E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 367.170
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_026

NL: 2.34E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 383.160
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_026

] /
] S\
o o b NL: 1.12E5
100 / Base Peak F: - ¢ ESI SRM
1 // ms2 351.180
b [183.099-183.101,
50 / 17B'E2'38 271.199-271.201] MS
] \ SDX_026
] /1
] / \
0 716 NL: 7.49E4
100 206 A Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] il ms2 351.170
, [ [79.999-80.001
7 [ - - 96.999-97.001] MS
|| 17p-E2-3S
] 112 / \\
0 S-S AN SE—— — —— - — ——— :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 10
Time (min)
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45



L\Studentky_PB\..\SDX_029

03/18/15 11:15:39 SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012 _300_G

RT: 0.00-10.01 SM: 5B

ETIOCHOL-S

100 NL: 9.29E4
] 427 0 Base Peak F: - ¢ ES| SRM
] / 505 5.00] ms2 369,150
, [79.999-80.001,
50 EA-S \ | [ A-S 96.999-97.001] MS
] / \ \/ SDX_029
] 381 / \ )
0 385 T NL: 1.26E5
100 / Base Peak F: - ¢ ESI| SRM
] ms2 367.170
] T-S /\ DHEA-S o
b 96.999-97.001] MS
507 3-3\4 / SDX_029
] 180 490 \ )
] \ / )
o AN J A\
100 244il’ 247 g;fgiff F: - C ESISRM
] \ ms2 383.160
, [79.999-80.001,
50 16a-OH-DHEA-3S 96.999-97.001] MS
] \ SDX_029
0 = NL: 9.92E4
100 Base Peak F: - ¢ ESI SRM
] ms2 351,180
, [183.099-183.101,
50 271.199-271.201] MS
] SDX_029
0 NL: 6.94E4
100+ Base Peak F: - ¢ ESI SRM
B ms2 351.170
, [79.999-80.001
50 96.999-97.001] MS
] SDX_029
] 1.14
O Ransnass s T T e haasins e
0 1 5 6 7 8 10
Time (min)
L:\Studentky_PB\..\SDX_030 03/18/15 11:50:17 SDX-GS, 1nm/ml,12.11.2012 _300_H
RT: 0.00-10.00 SM: 5B -
ETIOCHOL-S N

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 369.150
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_030

NL: 1.43E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 367.170
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_030

NL: 2.70E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 383.160
[79.999-80.001,
96.999-97.001] MS
SDX_030

NL: 1.37E5

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 351.180
[183.099-183.101,
271.199-271.201] MS
SDX_030

NL: 9.02E4

Base Peak F: - ¢ ESI SRM
ms2 351.170
[79.999-80.001
96.999-97.001] MS
SDX_030

s T \\ e
OE 481 / :
TS [|DHeAS

o; 228 ’j’ig{yo _ //\\\;//I \
100; /\

50 / 100-OF-DHEA-3S

z o)

|

i ) \

50% 17B_E2-17S

0 1 i 2 3 M e nmeé(min) é 7‘ | ‘

Obr. P 10 Chromatogram I.
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