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Uvod

Steroidy jsou organické slouceniny, které hraji v lidském téle mnoho riznych roli. Mezi
nejznamg;jsi zastupce patii naptiklad cholesterol, provitamin D a estrogen. Hladiny téchto latek
mohou pozitivné nebo negativné ovliviiovat zdravotni stav ¢lovéka. Diky nizkym hladindm

a riznorodosti navazanych funkénich skupin jsou steroidy pomérné $patné méfitelné.

Spojenim vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem ziskdme
dostatecné citlivou metodu k méfeni téchto latek. Ve vysokoucinné kapalinové chromatografii
se steroidni latky rozd€luji podle jejich afinity ke stacionarni fazi. Zasadni vliv na rozdéleni
latek ma vybér kolony. Kolony se mohou lisit délkou, Sitkou, druhem navéazanych funkénich

skupin na sorbentu a velikosti ¢astic.

Po separaci na kolon¢ dochazi k eluci jednotlivych steroidi do hmotnostniho spektrometru.
Podle typu studovaného vzorku a sledovanych analyti vybirame druh ionizace a analyzatoru.
Dulezitym faktorem je znalost zakladnich fyzikalné chemickych vlastnosti méfené latky. V mé
praci jsem detekovala konkrétné estradiol-17-sulfat, androsteronsulfat a pregnenolon-sulfat.
Pro tyto latky jsem zvolila mékkou ioniza¢ni techniku elektrosprej, jako hmotnostni analyzator

byl pouzit trojity kvadrupol.

Cilem prace byla optimalizace podminek elektrospreje, pro dosazeni nejvyssi selektivity

a odezvy hmotnostniho detektoru pro mnou sledované latky.



|. TEORETICKA CAST

1. Steroidy

Steroidy jsou organické slouéeniny, jejichz struktura se sklada ze t¥i Sestiuhlikatych kruhi
a  jednoho  pétiuhlikatétho  kruhu. Tato  struktura  se  oznaCuje  jako
cyklopentanoperhydrofenanthren  (steran). Dohromady obsahuje 17 uhlikii (znaceni
jednotlivych uhlikii miZzeme vidét na Obr. 1) a jednotlivé kruhy se znaci pismeny A, B, C a D.

Obr. 1 Znadeni jednotlivych uhlik® a kruhii steranu®.

Z chemického hlediska jsou steroidy spoleéné s terpeny fazeny do skupiny isoprenoidii.
Steroidy se mohou lisit riznymi funkénimi skupinami a umisténim dvojnych vazeb. Diky
charakteristickym funk¢énim skupinam se déli do n€kolika skupin.
Déleni:
1. Steroly (steroidni alkoholy): Zoosteroly
Fytosteroly
Mykosteroly
2. Zlugové kyseliny
3. Steroidni hormony — hormony klry nadledvin, pohlavni hormony

4. Steroidni glykosidy



1.1. Steroly

Steroly jsou steroidy, které maji v poloze 3 hydroxylovou skupinu a v poloze 17 alifaticky
postranni fetézec. Tyto latky se bézné nachazeji v rostlinnych (mykosteroly, fytosteroly)
I zivoc¢isnych (zoosteroly) bunikach. Steroly se mohou vyskytovat volné nebo ve formé esteri

vvvvvv

patii napiiklad cholesterol, ergosterol (provitamin D), stigmasterol aj?.

1.1.1. Cholesterol

Cholesterol je nejrozsitenéjsi sterol v zivych organismech. Je to steroidni alkohol, ktery je
v lidském téle syntetizovan zejména v jatrech. Vyskytuje se v bunéénych membranach
a krevnich lipoproteinech (cca 2 mg-ml™ krve) a to z &asti volny a z &asti esterifikovany vy$§imi
mastnymi kyselinami. Jeho pfitomnost v bunéénych membranach zapficinuje to, ze jsou
rozpadu Vv jatrech z néj vznikaji Zluové kyseliny. PiestoZze v naSem téle hraje cholesterol
dulezitou roli, jeho pfilis velké mnozstvi mize naopak zvysSovat riziko aterosklerdzy (ij.
kornaténi tepen). Tento sterol se vyskytuje ve dvou formach. V prvnim piipad¢é se jedna
0 lipoprotein s nizkou hustotou, ktery obsahuje méné bilkovin nez tuku (tj. LDL forma).
V druhém ptipad¢ se jednd o lipoprotein s vysokou hustotou, ktery obsahuje vice bilkovin nez
tuku (tj. HDL forma). Forma LDL-cholesterolu ma na nase zdravi negativni vliv, zatimco forma
HDL-cholesterolu ma opacny efekt. HDL-cholesterol snizuje nadbytek LDL-cholesterolu
v krvi, diky kterému dochazi k usazovani tukovych platd v tepnach. Nejvétsi mnozstvi

cholesterolu se vyskytuje v tuéném vepiovém a hovézim mase?.

HO

Obr. 2 Strukturni vzorec cholesterolu?®.



1.1.2. Provitamin D (Ergosterol)

vvvvvv

na fluiditu membran. Pfi piisobeni ultrafialového zareni se pfeménuje na aktivni formu vitaminu

D2,

1.2. ZIu¢ové kyseliny

Zludové kyseliny jsou steroidni sloudeniny, které vznikaji zkricenim postranniho fetdzce
a oxidaci cholesterolu. Primarni zlu¢ové kyseliny — kyselina cholova a chenodoexycholova se
syntetizuji v jatrecha nasledné se shromazd'uji a zahust'uji ve zluci. Poté jsou vylu¢ovany do
tenkého stfeva. Jejich hlavni role spociva v emulgaci tukli ve stfevech, metabolismu
cholesterolu a jeho néasledném odstranéni z téla. Denné se v téle tvoii cca 20-30 g zlucovych

kyselin. Mnozstvi, které se vytvoii, vzdy odpovida ztratam ve stolici*.

1.3. Steroidni hormony

Mezi steroidni hormony patii hormony, které vznikaji z cholesterolu tzv. steroidogenezi. Tyto
hormony se déli na hormony produkované kiirou nadledvin (kortikosteroidy) a na pohlavni
hormony. Diky svému lipofilnimu charakteru snadno pronikaji do bunék a prochazi

biomembranami®.

1.3.1. Kortikosteroidy

Kortikosteroidy jsou steroidni hormony, které vznikaji v kife nadledvin. Maji vysoky
protizanétlivy tc¢inek. Déli se na glukokortikoidy a mineralokortikoidy. Jejich mnozstvi je
regulovano adrenonokortikotropnim hormonem (ACTH). Tento hormon se vytvari

v adenohypofyze®.

1.3.1.1. Glukokortikoidy

Glukokortikoidy maji vliv na metabolismus cukrd, tukd a bilkovin. Jejich tvorba je fizena

vvvvvv



Obr. 3 Strukturni vzorec kortizolu®.

Jeho syntéza je regulovana ACTH. Mnozstvi kortizolu podléha zpétnovazebnému mechanismu.
Tedy ¢im vice se nachazi v krvi, tim mén¢ je stimulovana syntéza ACTH. Ma dutlezitou funkci
pii stresovych, fyzicky naro¢nych situacich a infekénich chorobach. Podili se na udrzeni
optimalniho mnozstvi vody a elektrolytu. Diky tomu udrzuje krevni tlak a chrani lidsky
organismus pied nahlymi zménami fyziologické rovnovahy. Ma katabolicky ale i anabolicky
ucinek (v jatrech). Dale ovlivituje metabolismus bilkovin a tukd. Jeho hladina se v pribéhu dne

méni. Celkové t&lo vyprodukuje 10- 20 mg kortizolu za den®.

1.3.1.2. Mineralokortikoidy

Mineralokortikoidy jsou hormony ovliviiujici metabolismus mineralit v organismu, predevsim
hladiny sodiku a drasliku. Za hlavni mineralokortikoid mizeme povazovat aldosteron. Tento
hormon se nijak vyrazné nevaze, proto je jeho vyskyt v plasmé kratkodoby. Ma schopnost
retence Na* v ledvinach. Diky tomu dochazi k pasivnimu vsttebavani vody a poté ke zvysSeni

krevniho tlaku®.

1.3.2. Kalcitriol

Kalcitriol je nazev pro nejaktivngjsi formu vitaminu D (1,25-dihydroxycholekalciferol). Tento

hormon se béZné vytvaii v ledvinach a jeho funkce spociva v regulaci vapniku a fosfore¢nant.

vvvvv

v krevnim obéhu. V 1ékafstvi hraje dileZitou roli pii 16¢b& osteoporozy®.



1.3.3. Pohlavni hormony

Pohlavni hormony jsou hormony zodpovidajici za spravny vyvoj a funkci pohlavnich organii,
sekundarnich pohlavnich znakl a sexualni chovani. Receptory pro pohlavni hormony se
vyskytuji nejcastéji v cytoplazmé. Diky tomu se navazuji na jadernou DNA a tim ovliviuji

transkripci danych genti. DEli se na androgeny, estrogeny a gestageny.

1.3.3.1. Androgeny

Androgeny jsou muzské pohlavni hormony produkované varlaty. Nejvyznamné&j$i androgen je

testosteron, jehoz prekurzorem je cholesterol. Testosteron se vytvati v Leydigovych burikach,

jeho mnozstvi je regulovano luteinizaénim hormonem. VIiv testosteronu se projevuje pfi
spermatogenezi a pii vyvoji sekundarnich znaki. Z obecného pohledu tento hormon zapficinuje
specifické chovani muze v podob¢ agresivity, dominance ¢i zvySeného libida. Jeho hladina se
Vv prubéhu Zivota méni. U muzt se hladina testosteronu pohybuje v rozmezi 6 az 10 mg za den.
V Iékafstvi se testosteron vyuziva pii 1é€bé jeho nedostatku. Podava se v injekéni nebo peroralni
formé. Ovsem u kazdého 1éku mize dochazet i K jeho zneuziti, v tomto piipadé ve sportu. Pti
zvySenych davkach testosteronu dochazi k rychlému nartstu svalové hmoty a tim i k ziskani
sily. Proto je testosteron povazovan za nedovoleny doping. Také je velmi dulezité zminit fakt,
7e testosteron neni pouze muzsky hormon, ale vytvari se i u zen v mnohem mensi koncentraci

(tj. 0,5 mg za den)*©,

1.3.3.2. Zenské pohlavni hormony

Do této skupiny patii estrogeny a gestageny. Stfidanim téchto hormont dochazi k periodickému

cyklu u zen.

1.3.3.2.1. Estrogeny

vvvvvv

vajecnicich a v kafe nadledvin. Estrogeny ovliviiuji rist a vyvoj délohy i pochvy, ale také
ovliviyji vyvoj Zenskych sekundarnich pohlavnich znaki (tj. vyvoj prst, specifické rozloZeni
tukové tkan¢). Hladina estrogenti je ptimo ovliviiovana menstruaénim cyklem, nejvyssi je t€sné
pted ovulaci a dal$i zvySena hladina se objevuje uprostied lutedlni faze diky Zlutému télisku.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny ménici se hladiny estrogent.

-6-



Tab. 1 Ménici se hodnoty estrogenti v téle Zeny'.

Faze Koncentrace v nmol-I*
Folikularni 0,11-0,33
Ovulaéni pik 0,48-1,17
Lutealni 0,26-0,73
Menopauza 0,04-0,15

Mezi hlavni funkce estrogenti patii stimulace délozni sliznice, zadrZzovani vody, Ubytek svalové
hmoty, snizovani cholesterolu (to zapticinuje mensi vyskyt aterosklerézy u zen) a obnova kosti.
V Iékafstvi jsou estrogeny nejvice vyuzivany u hormondlnich antikoncepci a u 1€kt podavanych

pii menopauze. I muzi maji v téle uréité mnoZstvi estrogent, podobné jako Zeny testosteronu®.

1.3.3.2.2. Gestageny

Gestageny jsou zenské pohlavni hormony, které hraji velmi dilezitou roli v téhotenstvi.
Nejvyznamnéjsi je progesteron. Tvoii se ve Zlutém télisku a v placenté. Ovliviiuje vznik
a udrZeni t¢hotenstvi, zabranuje opakovanému oplodnéni béhem téhotenstvi. Také plisobi
na vyvin mléénych zlaz, zuzeni délozniho hrdla a vyssi viskozitu cervikalniho hlenu. Béhem
normalniho cyklu, kdy se Zena nesnaZzi otéhotnét, tedy neoplodni-li se vajicko, nedochazi
k dalsimu vytvareni progesteronu, a nasleduje menstruace. Mnozstvi progesteronu se béhem

téhotenstvi 30-40 x zvetsi.



2. Mo¢

Hlavni funkci ledvin je udrzovani stalého vnitiniho prostfedi (homeostdze). V ledvinach
dochazi k vylu¢ovani vody, latek pro télo Skodlivych a latek, které jsou v téle v nadbytku.
Zékladni jednotkou ledvin je nefron. Ten se sklada z glomerulu, Brownova pouzdra,
proximalniho tubulu, Henleovy kli¢ky, distalniho tubulu a sbérného kanalku. Tepnou je do
ledvin privadéna krev, ktera se filtruje v glomerulech. Odpadni latky piechazeji z krevni plazmy

do primarni moce. V nefronech dochazi k postupné zpétné resorpci vody a latek pro télo

dilezitych. Diky tomu se mo¢ postupné zahu$t'uje a méni se na mo¢ definitivni®91°,

aminokyseliny,
glukoéza, laktat,
Na*, HCO,, H,0

WH+
:)rgxnlmdlnl ——— distalni
ubulus d tubulus
Bowmanovo < )
pouzdro ¥ \\
29 |
ultra- \/f ( sou
fitrace \ Kanfe:
[
Nat, H+, CI- |
l sekrece

Henleova ;
klicka N

resorpce

Obr. 4 Stavba nefronu®.

Definitivni mo¢ je prihlednd lehce naZloutla kapalina. Mnozstvi zavisi na pfijmu tekutin,

strave, veéku ale 1 pohlavi. Denné se v téle vytvori 500 — 2000 ml moci, pH se pohybuje od



4,8 do 7,5 (primémé 5,8), hustota modi je 1,015-1,022 kg-It, osmolalita je v rozmezi mezi 50-

1300 mmol-kg?. V nasledujici tabulce miizeme vidét riizné latky a jejich koncentrace v mo¢i.

Tab. 2 Piiblizné sloZeni definitivni mo¢i za normalnich podminek?®.

Organické latky Mmol-24 hod Anorganické latky  Mmol-24 hod
mocovina 325-390 chloridy 235

kreatinin 10,3 sodik 217.4

amoniak 34 draslik 53,3

kyselina moc¢ova 3,8 fosfor 40,3

kreatin 64 sira 20,8

kyselina hippurova 2,8 vapnik 8,3

puriny 6,3 hor¢ik 51

kyselina $tavelova 0,16

Chemické vySetieni moci
Mezi nejéastéjsi vySetieni moci patii méfeni pH, ptitomnost: bilkovin, krve, cukru a bilirubinu.
Velmi cCasto se tyto testy provadi za pomoci vysetfovacich prouzkd.

Proteinurie je onemocnéni, pii némz je Vv moci obsazeno vice nez 150 mg bilkovin za den.

Proteinurie se objevuje pfi onemocnéni nebo poskozeni ledvin.

Glykosurie je onemocnéni souvisejici s vysokym obsahem cukru v moci. Toto onemocnéni se

projevuje nejéastéji u lidi s cukrovkou (diabetes mellitus).

Ketonurie, neboli zvysené vylucovani ketolatek moci, je nemoc Casto postihujici diabetiky nebo

lidi, ktefi dlouho hladovi.

Hematurie se projevuje ptritomnosti erytrocytt v moci. Pti krvaceni z ledvin nebo mocovych
cest maji erytrocyty klasicky tvar. Ale pfi poruSe glomerulii dochazi ke zméné vzhledu

erytrocytl (moruSovity tvar).

Hemoglobinurie znaci ptitomnost hemoglobinu v mo¢i. Vznik tohoto onemocnéni souvisi

napt. s nevhodnou transfuzi.



Bilirubinurieje onemocnéni, které vznika pii poskozeni jaternich bunék nebo ucpani Zlu¢ovodu.
V moc¢i se za normalnich okolnosti vyskytuje pouze konjugovany bilirubin. Vyskyt
konjugovaného i nekonjugovaného bilirubinu signalizuje bilirubinurii.

V moci zdravého Cloveéka se urobilinogeny obycejné nevyskytuji. Jejich pfitomnost v moci

znadi $patnou funkci jaternich bunék, které nejsou schopny urobilinogeny vychytavat®919,
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3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High

Performance Liquid Chromatography - HPLC)

HPLC je separacni metoda, pfi které se rozdeluji latky vzorku mezi mobilni a stacionarni fazi.
Mobilni faze (kapalina) prochazi pies stacionarni fazi (sorbent). Principem separace
zkoumaného vzorku je rozdilna afinita latek ke stacionarni fazi. Diky HPLC mzeme méfit

I slouceniny, které by byly jinak obtizn¢ nebo vibec neméfitelné.

Ptistroj, na némz dochazi k separaci smesi, se nazyva kapalinovy chromatograf. Kapalinovy
chromatograf se skldda z nékolika ¢asti: zasobnik mobilni faze s vysokotlakym cerpadlem,

davkovac¢ vzorku, kolona, detektor a pocita¢ k vyhodnoceni naméfenych dat.

Zasobnik mobilni faze musi byt uzavieny, aby nedochazelo k uniku par a ke znecisténi z okoli.
V prvnim kroku dochazi k transportu mobilni faze ze zasobniku do davkovace. Vzorek je pti
tom filtrovan od nékterych tuhych c¢astic, které se mohou ve vzorku vyskytovat. Také dochazi
k odplynéni, které by mohlo zpisobit vznik bublinek a tim nepiesnost v méfeni.
U vysokotlakych ¢erpadel je dalezita flexibilita objemu prutoku mobilni faze, velké rozmezi
tlaku a neménny pratok. Poté je vzorek davkovan na kolonu. Nejbéznéji se pouzivaji manualni
smyckové nebo automatické ddvkovacde. Automatické davkovace hraji dulezitou roli pfi
zpracovavani velkého mnozstvi vzorkil. Na koloné se studovana latka zachytdva na stacionarni
fazi a tim je rizné zpozd'ovana a zbytek vzorku odchéazi do detektoru. Existuje mnoho druht
kolon, které se od sebe mohou lisit napt. druhem sorbentu nebo velikosti ¢astic. Kolony jsou
vyrobeny pfevazné z nerezové oceli. Primérna Sitka se pohybuje mezi 1 — 5 mm a délka mezi
30 — 300 mm. Kolony se skladaji ze dvou casti: télo kolony a koncovka kolony. T¢lo je rovna
trubicka, zatim co koncovky tésni, udrzuji vyplil sorbentu a zajiSt'uji rovnomérné naplnéni
mobilni fazi. Vypli tvofi rizné sorbenty, napt. upraveny oxid kifemicity. Jeho uprava spociva
V navazani riznych funk¢nich skupin a tim urceni polarity sorbentu. Na HPLC kolon¢ dojde
k separaci latek, k jejich detekci miizeme vyuzit n€kolik typt detektorti, napt. fluorescenéni
detektor, elektrochemicky detektor, refraktometricky detektor nebo hmotnostni spektrometr.
Hmotnostni spektrometr nejprve pievede neutralni molekuly na ionty, poté jsou ionty rozdéleny
podle poméru m/z (hmotnost/naboj) a detekovany v detektoru. Chromatogram nam pak ukazuje
zavislost signalu na elu¢nim ¢ase. Hmotnostni detektor umoziuje ziskat strukturni informace

0 jednotlivych slouc¢eninach. Velmi ¢asto je mozné identifikovat jednotlivé sloZky neznamé
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smési nebo alespon ¢aste¢né odvodit jejich struktury. Vysledky jsou ovliviiovany jak stalosti

pritoku kapaliny, tak i velikosti objemti mimo kolonul!t213,
r N/
(1)
Davkovaci
ventil Kolona
¢ ™ 'd ‘ B
o
T
e - . oy
Zasobnik  Vysokotlake Detektor
mobilni ¢erpadlo
taze

Obr. 5 Schéma HPLC2,
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4. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, ktera se provadi na pfistroji zvaném
hmotnostni spektrometr. Tento piistroj se sklada ze tfi hlavnich ¢asti. Prvni Casti je iontovy
zdroj, ktery pevadi neutralni molekuly studovaného analytu na nabité ¢astice (ionty)procesem
zvanym ionizace. Druhou ¢ast tvofi hmotnostni analyzator, jehoz ucelem je roz¢lenéni ionth
podle poméru m/z. Tento proces, nékdy i ionizace probiha ve vakuu. Posledni ¢ast se nazyva

detektor. Detektor slouzi k méfeni relativni &etnosti rozdélenych ionti41°,

IONTOVY HMOTNOSTNI
VZOR |—» —> , —»| DETEKTOR
ZDROJ ANALYZATOR
(VAKUUM) VAKUUM

Obr. 6 Struéné schéma hmotnostniho spektrometru?®,

4.1. Tonizacni techniky

Existuje neékolik druhti ionizace, diky riznorodosti chemickych latek je dulezité vybrat spravny

druh pro danou latku.

Zakladni déleni je na tvrdé a meékké ioniza¢ni techniky. Kritériem dé€leni je mnoZstvi energie

dodané molekule pfi ionizaci.

o Tvrdé ioniza¢ni techniky (napfiklad elektronova ionizace - EI) jsou techniky, pfi nichz
molekuly ziskavaji pfemiru vnitini energie, coz vede k fragmentaci molekulovych iontl na
mensi ¢asti.

o Meékké ioniza¢ni techniky (napiiklad chemicka ionizace — CI, elektrosprej)poskytuji
molekuldm mnohem mensi mnozstvi energie nez EI. Diky tomu se ve spektrech nachazi

protonované a deprotonované molekuly a velmi malé¢ mnoZstvi fragmentd.

Proces ionizace analytu lIze provadét jak za atmosférického, tak i za snizeného tlaku. Mezi
nejcastéjsi metody probihajici za atmosférického tlaku patii ESI (ionizace elektrosprejem),
APCI (chemicka ionizace za atmosférického tlaku) a APPI (fotoionizace za atmosférického
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tlaku). Pfi snizeném tlaku probiha naptiklad EI, CI (chemicka ionizace) a MALDI (ionizace
laserem za Casti matrice).

Za nejcastéji pouzivané ionizacni techniky lze povazovat ESI, APCI a APPI pfi vyuziti
s HPLC/MS (vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii),

jedna z nejcastéjsich ioniza¢nich technik je MALDI.

Vlastnosti ovliviiujici ionizaci jsou napf-.:
o Téekavost

o Molekulova hmotnost

o Tepelna stabilita

o Nekovalentni interakce

o Chemické individuum?’

4.1.1. Tonizacni techniky za sniZzeného tlaku

4.1.1.1. Elektronova ionizace (Electron lonization - EI)

Elektronova ionizace je nejstarsi technika, pti které dochazi k rozpadu molekul na fragmenty.
Tento rozpad je zpusoben ziskanim velkého mnozstvi vnitini energie. Elektronova ionizace
probiha pfi teploté 150 — 400°C a tlaku 1073-10°Pa, proto musi byt latky v plynném skupenstvi

dobfre tékavé.

Na nasledujicim obrazku je uvedeno jednoduché schéma EI. Molekuly vzorku se v iontovém
zdroji dostavaji do proudu elektronti mezi anodou a Zhavenou katodou, kde dochazi k jejich
ionizaci. Energii elektronll udava potencialovy rozdil mezi elektrodami. Pfi ionizaci dochazi
k uvolnéni valen¢niho elektronu a ke vzniku radikalkationtu M*. Tento d&j mizeme vyjadrit
jednoduchou rovnici: M + e —» M*™ + 2 €. Poté vytésiiovaci elektroda vytlaci vzniklé ionty ze
zdroje. Ty nasledné zrychlené putuji do analyzatoru. Energie ionizace byva nej€astéji 70 eV

a dosahuje se pfi ni optimalni citlivosti'’.
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Obr.7 Schéma elektronové ionizacel’.

4.1.1.2. Chemicka ionizace (Chemical lonization - Cl)

Chemicka ionizace patii k mékkym technikdm. CI metoda je podobna EI, ovSem lisi se
ptitomnosti tzv. reakéniho plynu. Reakéni plyn se nachdzi v iontovém zdroji ve vétSim
mnozstvi nez méfeny analyt. Tlak reakéniho plynu se vyskytuje v rozmezi 50 — 150 Pa. Proces
ionizace probiha tak, Ze jsou jako prvni ionizovany molekuly reakéniho plynu, diky kterym jsou
a reakénim plynem.

Nejcastéji pouzivané reakcni plyny jsou napi. methan, amoniak a isobutan. CI se hojné vyuziva

pii GC/MS technice.

CI a vznik iontu

- reak¢ni plyn (R), molekula analytu (M)
o 1onizace reak¢niho plynu (EI ionizace):
R+e — R"+2¢

o ionty vznikaji ion-molekularnimi reakcemi:

R™+R — [R+H]" + [R-H] (ion-mol. reakce R)

[R+H]" + M — R+ [M+H]" (pfenos protonu - nejéastsji)
[R-H]" +M — R +[M-H] (abstrakce hydridu)

R*+ M — R+M™ (vyména naboje)

R*+M — [R+M]* (kondenzace)
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P#i CI mohou vznikat i zaporné ionty. Tento vznik je typicky napt. pro halogeny nebo analyty

s kyselym vodikem.

o Reakce, pti nichz vznikaji zaporné ionty (halogen (X)):
M+ [R-H — [M-H] +R (pfenos protonu)
M+ X — [M+X] (adice halogenidu X°)
M+e — M- (zachyt elektronu)
M+ R~ — M +R (vyména naboje)’

4.1.2. Techniky ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric

Pressure lonization - API)

Jsou to techniky probihajici pii atmosférickém tlaku. Patii sem ESI, APCI a APPI. Objeveni
velky vyznam v oborech jako je chemie, farmacie, medicina, biochemie aj. API techniky lze
nazyvat také sprejovacimi technikami, protoze je analyt ,,nasprejovan‘ k mistu, kterym vstupuji
ionizované¢ molekuly do hmotnostniho spektrometru. Jako u piedeslé techniky i tady mohou

byt tvofeny jak kladné tak i ziporné ionty, oviem kladné ionty se vyskytujicastéjil’.

4.1.2.1. lonizace elektrosprejem (Electrospray lonization — ESI)

ESI je nejvyuzivanéjsi technika v souvislosti s HPLC/MS. Je to mé&kka ioniza¢ni technika
vyuzivana zejména pro stiedné polarni az iontové latky. Pfi tvorb& nabitych molekul dochézi
pouze k velmi malé fragmentaci.

ESI probihé tak, Ze méfeny roztok prochdzi kovovou kapildrou s napétim nékolik kV. Po
priichodu je kapalina rozstiiknuta na kapicky, které se smisi se zmlZujicim plynem. Kapicky
analytu, které maji velky naboj, se nasledkem vypatrovani rozpoustédla a zvétSeni povrchového
naboje rozdeli az na ionty. lonty nasledné putuji do hmotnostniho analyzatoru. Tyto ionty se
pfesouvaji z atmosférického prostfedi do prostiedi vakua, coZ mé za nasledek sniZeni teploty
iontl a vznik klastr. Tvorb¢ klastri mizeme pfedchazet dvéma zptsoby. Prvnim zplsobem je
protiproud susiciho plynu (dusiku), v druhém piipadé nam pomaha zahiivani iontového zdroje

na teplotu 250°CY’.
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4.1.2.2. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Chemical lonization - APCI)

APCI je dals$i hojné vyuzivana mékka ionizacni technika pro HPLC/MS nepolarnich az stfedné
polarnich latek. Analyt se pti APCI vyskytuje v plynném skupenstvi.

Mechanismus APCI: Analyt je po pruchodu kapilarou rozstiiknut do pfedem zahtéaté oblasti,
kde se setkava s vybojovou jehlou. Vybojova jehla ma na svém povrchu napéti nékolik kV
a slouzi zde jako zdroj e. Prvni se ionizuji molekuly mobilni faze a poté molekuly analytu.

lonty, které vznikly, dale putuji do hmotnostniho analyzatoru’.

4.1.2.3. Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Photoionization - APPI)

APPI je mékka technika téméf totozna s APCI. Lisi se pouze tim, ze ma misto vybojové jehly
UV lampu (zdroj UV zafeni). Metoda je vhodna pro nepolarni az stfedné polarni latky, stejné
jako u APCI. U této techniky je dulezité zminit vliv tzv. dopantl. Dopanty jsou latky, které
podnécuji vznik vétsiho poctu iontl. D&j spociva v tom, ze prvni jsou ionizovany dopanty, ty
pak nasledn¢ reaguji s molekulami analytu tak, ze dojde k vyméné naboje nebo k pfenosu

protonu. Jako dopant se dnes pouZivé napt. aceton, toluen nebo benzen?’.

Vstup eluatu

Zmlzujici plyn l Zmlzovac (sprej)

Vyhfivana zéna

SUSICI plyn

Kapilara

Obr. 8 Schéma fotoionizace za atmosférického tlaku'’.
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4.1.3. Duélni iontové zdroje

4.1.3.1. Ionizace laserem za ucCasti matrice (Matrix-Assisted Laser
Desoption/lonization - MALDI)

MALDI je mé&kka ioniza¢ni technika urcend zejména pro nepolarni a polarni latky, které maji
velkou molekulovou hmotnost. Velikost téchto molekul se pohybuje v fadu desitek az
stovek Da (napf. polymery, proteiny, lipidy aj.). Za vyhodu mizeme povazovat to, ze k ionizaci
molekul mize dochazet ve vakuu, za snizeného tlaku (nejbéznéjsi) ale i za atmosférického
tlaku. V prvnim kroku je méteny analyt smichany s matrici nanesen na MALDI ter¢ik. Poté je
tato smés ozafena pulsem laseru, diky tomu matrice pohlti energii a svym rozbitim ionizuje
molekuly analytu. Nakonec jsou vzniklé ionty urychleny do analyzatoru.

V dnesni dobé¢ se vyuzivaji pfevazné UV lasery, u kterych se pouZzivaji jako matrice aromatické
karboxylové kyseliny. V ptipadé IC laserii jako matrice poslouzi viechny latky, jenz absorbuji

IC zateni'’.

4.1.3.2. Hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd (Second lon Mass
Spectrometry - SIMS)

SIMS je technika vyuzitelnd zejména pro méteni povrchli materialti. Dochazi zde k odstrelovani
povrchu materidlu proudem zrychlenych ionti, sekundarni ionty emitované z povrchu materialu
se vyuZzivaji k analyze chemického sloZeni materialu. Velkou vyhodou SIMS je velka citlivost

a rozliSeni'’.

4.1.4. Starsi ionizacni techniky

4.1.4.1. Termosprej (Thermospray lonization - TSI)

TSI je Setrna sprejova ioniza¢ni technika, nyni jiz nahrazena elektrosprejem. TSI byla
vyuzivana zejména ve spojitosti s HPLC. Analyt smichany s rozpous§tédlem prochéazi zahtatou
kapilarou do vyhtivaného bloku iontového zdroje. Diky teploté 150-300°C dochazi ke vzniku
malych kapicek analytu a netplnému odpateni rozpoustédla. Kapicky analytu jsou poté neustale
zahfivany, dokud naboj na povrchu neni tak velky, aby se kapicky rozdélily na ionty. Nasledné

pak putuji do hmotnostniho analyzatoru®’.
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4.1.4.2. Tonizace urychlenymi atomy (Fast Atom Bombardment - FAB) /ionty
(Fast lon Bombardment - FIB)

Princip FAB spociva v interakci neutralnich molekul inertnich plyni s molekulami analytu.
Vzorek analytu musi byt smichan s viskézni matrici. U FIB urychlené ionty ,,stfili“ po
molekuléch analytu.

TSI i FIB metody maji velmi komplikovany pribéh, pti kterém dochazi k velkému poctu

rtiznych reakci. Jako matrice se zde vyuziva zejména glycerolu'’.

4.1.4.3. lonizace polem (Field lonization - FI)

FI je vyuzitelna pouze pro latky v plynném skupenstvi. Zakladni ¢asti FI je tenky drat (anoda)
majici na svém konci vysoké napéti. Toto napéti zpuisobuje uvolnéni elektronu z molekuly

a tedy vznik ionti. FI je malo citliva proto se dnes uz nevyuzival’.

4.1.4.4. Desorpce polem (Field Desorption-FD)

FD vznikla z F1, ovSem u FD jsou analyzované latky v pevném skupenstvi. Stejné jako u FI

i tady silné napéti rozbije molekulu analytu, aby mohlo dojit k tiniku elektronu®’.

4.2. Hmotnostni analyzator

V hmotnostnim analyzatoru dochazi k rozdélovani iontli podle poméru hmotnosti k naboji
(m/z). V této fazi analyzy jsou latky vzdy v plynném skupenstvi, v§e probiha ve vakuu pii
cca 103-10 Pa.

V dnesni dobé& existuje mnoho druhil analyzatort a diky tomu 1 rizné principy, na kterych tyto
analyzatory pracuji. Nekteré z nich dé€li ionty na zaklad€ odliSné délky letu, zakfiveni trasy,

kterou ionty uletély nebo podle rozdilné absorpce energie'®.
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4.2.1. Magneticky sektorovy analyzator

Jeden z nejstarSich analyzatori vyuzivany zejména pro GC/MS (plynova chromatografie ve
spojeni s hmotnosti spektrometrii). V magnetickém sektorovém analyzatoru prochéazeji ionty
analytu skrze magnetické pole, jenz zptsobuje ohnuti trasy, kterou ionty urazi. Diky tomu
dochazi k vétsimu ohybu u ionti, jejichZ m/z je mensi a naopak u iontd s vétSim pomérem m/z

dojde k mensimu ohybu.

=5 tézsi atomy
ehci atom :

¥ ' : ¢ |nebo molekuly
nebo molekuly 2 : ! 7

|iontov'," detektor IUUU

Obr. 9 Jednoduché schéma magnetického sektorového analyzatoru®.

Zvlastnim piipadem magnetického sektorového analyzatoru mize byt pfidani elektrostatické
fokusace. Elektrostaticky analyzator vyrovnava rozdily kinetické energie iontti, aby mohly byt

rozd&lovany pouze podle m/z*8.

4.2.2 Kvadrupodlovy analyzator (Quadrupole - Q)

Analyzator se skladé ze ¢tyf kovovych ty¢i. Vzdy dve protéjsi tyce maji shodné stejnosmerné
napéti (kladné nebo zaporné). V analyzatoru je na vSechny tycCe vkladano vysokofrekvenéni
stiidavé napéti. lonty majici urcity pomér m/z projdou skrze analyzator k detektoru. Zbylé ionty

po styku s ty¢emi ztrati svoji energii’®,

4.2.2.1. Trojity kvadrupodlovy analyzator (Triple Quadrupole - QqQ)

Tento analyzator se sklada ze tti za sebou jdoucich kvadrupdli. Prvni a tteti kvadrupol slouzi

k propousténi ionti o uréitém m/z. V prostfednim kvadrupélu se nachazi kolizni plyn. Diky
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koliznimu plynu dochazi k ¢etnym srazkam mezi ionty analytu a koliznim plynem. Kolizni
energie se zméni na vnitini energie iontd, coz vede k fragmentaci ionti. V poslednim

kvadrupélu jsou fragmenty znovu t¥idény podle m/z a nakonec jsou detekovany?®,

4.2.3. 3D iontova past (lon trap - IT)

IT se skladd z prstencové elektrody a dvou koncovych elektrod. Elektrody maji napéti, které
udrzuje ionty v pasti. lonty se do pasti dostavaji vstupnim otvorem a pfi jednotlivych zménach

napéti ji opousti (podle poméru m/z). Poté vystupnim otvorem déle putuji na detektor'®,

prava elektroda

;

iontovy oblak
| vystupni otvor
-

g ' \
: / ,
!l |pom ocna dipolarni amplituda

AUVAVNAV

Iprima’rniRF amplituda

Obr. 10 Jednoduché schéma 3D iontové pasti'®.

4.2.4. Linearni iontova past (Linear ion trap - LIT)

LIT se sklada z kvadrupdlu, ktery mé na obou stranach elektrody. Diky elektroddm mohou byt
ionty uvnit zadrzovany. Velkou vyhodou LIT je to, ze mize zadrzovat az 50x vétsi mnozstvi

iontu nez IT. Také je tato metoda citlivéjsi a ma lepsi detekci®®.

4.2.5. Analyzator doby letu (Time-of-Flight - TOF)

TOF pracuje na principu méfeni ¢asu, za ktery ionty ulétnou pfedem stanovenou dréhu. Ionty

jsou urychleny a poslany do letové trubice (bez elektrického pole). Zde se ionty déli podle své
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rychlosti, ktera zavisi na velikosti m/z. Logicky vyplyva, Ze malé ionty poleti rychleji a proto

budou detekovany dfive nez ionty vétsi. TOF ma neomezené rozmezi m/z hodnoty'8.

4.2.6. lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

(Fourier Transform-lon Cyclotron Resonance - FT-ICR)

FT-ICR cela se nachazi uvnitf silného magnetického pole. Poté co ionty vstoupi do tohoto pole,
zacnou obihat po kruhové trajektorii. Za pomoci frekvence ota¢ek se vypocte hodnota m/z.

Diky Fourierovy transformaci se z frekvenci oti¢ek d4 ziskat hmotnostni spektrum?®,

4.2.7. Orbitrap

Orbitrap se skldda z vnégjsi elektrody ve tvaru soudku a vnitini elektrody, kterd mé tvar
pfipominajici vieteno. lonty kmitaji okolo a podél vnitini elektrody. Frekvenci lze spocitat jako

nepfimou umérnost odmocniny z m/z*,

4.2.8. Hybridni hmotnostni spektrometry

Hybridni hmotnostni spektrometry maji dva nebo vice druhti analyzatort. Sloucenim vice

analyzatori mtizeme docilit lepSich vysledkd.

Nekteré typy hybridnich spektrometri:
o IT-TOF
o Q-TOF
o IT-orbi
o QQQ-IT®

4.2.9. Analyzator iontové mobility (lon Mobility Spectrometry - IMS)

Diky IMS mohou byt rozdélovany ionty podle tvaru, hmotnosti, velikosti a naboje. IMS pracuje
na podobném principu jako elektroforéza. U IMS jsou ionty rozd€leny podle své pohyblivosti
v nete¢ném plynu v elektrickém poli. Dnes se ov§em vyuziva zejména TWIMS (traveling-wave
ion mobility spectrometry) a DMS/FAIMS (differental-mobility spectrometry/field-

asymmetric waweform ion mobility spectrometry) 8.
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4.2.10. Tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem mass

spectrometry - MS/MS )

MS/MS se provadi v ¢ase nebo prostoru. V prostoru se MS/MS sklada ze dvou analyzatord,
mezi nimiz lezi kolizni cela (naptf. QqQ). Kolizni cela je naplnéna netecnym plynem. Pfi
prachodu prvnim analyzatorem se ionty klasicky dé€li na zdklad¢ svého m/z poméru. Poté ionty
vstupuji do cely, ve které se stietavaji s molekulami nete¢ného plynu. Tato reakce se nazyva
kolizn¢ indukovand disociace (CID). V cele dochazi k fragmentaci. Dale pak vzniklé
fragmenty, urc¢itého typu iontu, jsou znovu separovany podle m/z. Nakonec jdou k detekci.
V case se MS/MS uskute¢niuje v jednom analyzatoru, ale jednotlivé kroky se uskuteciuji

v riiznych &asech (napt. IT) 18

4.3. Detektor

Je zafizeni, které zachycuje elektricky signal dopadajicich iontd. Signél je poté digitalizovan
a zpracovan v pocitaci. Prvni jednoduchy detektor se nazyva ,Faradayova miska‘. Detektor je
tvoten elektrodou pokrytou BeO nebo GaP. Principem je uvolnéni elektronii pii dopadu iontu.
Poté je elektricky proud, ktery vznikne, zesilen zesilova¢em.

Dalsi detektor je elektronovy ndsobi¢ ve tvaru ziZené trubice. V elektronovém ndsobici jsou
elektrody, které mnohonasobné zesiluji elektricky proud. Tento typ detektoru vynikd svoji
velkou citlivosti.

Detektor s konverzni dynodou a fotonasobi¢em pifeméni dopadajici iont na elektron, ktery pfi

dopadu na fosforescenéni stinitko vystieli foton. Nakonec foton dopada na fotonasobic™,

4.4, Stanoveni steroidi a jejich konjugatii pomoci MS

Steroidni latky a jejich konjugaty se ionizuji riznymi mékkymi ioniza¢nimi technikami. Ve své

praci jsem tyto latky métila pomoci ESI a MS s trojitym kvadrupolem.

V jinych literarnich zdrojich mtizeme najit celou fadu riznych technik méteni. Qi Jia provadél
méfeni 17-ketosteroidnich sulfati a glukoronidi pomoci LC/MS, ktera vyuzivala sonickou
t2.

sprejovaci ionizaci a iontovou pas 19-nortestosteron stanovoval E. Strahm pomoci

LC/MS/MSZ., V dalsim piipadé E. Strahm pouzil ionizaci elektrosprejem ve spojeni s iontovou
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pasti pro derivaty testosteronu, epitestosteronu, androsteronu, etiocholanolonu
a dehydroepiandrosteronu. Metoda zaznamenala velmi dobré vysledky pro testosteronsulfat,
a epitestosteronsulfat??. Testosteron a epitestosteron byly pomoci trojitého kvadrupélu
s elektrosprejem méfeny napi. D. J. Bortsem?®. Z uvedenych literarnich zdroji je patrné, Ze
nejcastéji vyuzivany typ ionizace u steroidnich latek je elektrosprej, ktery byl pouzit i v této

praci.

5. Cil prace
Cilem prace byla optimalizace parametra elektrospreje u TSQ QUANTUM ULTRA (Thermo

Scientific, Waltham, USA) hmotnostniho spektrometru za u¢elem dosazeni co nejlepsi ionizace

vybranych steroidnich konjugata.
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Il. PRAKTICKA CAST

6. Experimentalni ¢ast

6.1. Piistrojové vybaveni

Mezi zakladni ptistrojové vybaveni, které jsem pouzivala, patii automaticky davkovaé vzork
CTC ANALYTICS (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland), pumpa Rheos Allegro (Flux
Intruments, Basel, Switzerland) a hmotnostni spektrometr S trojitym kvadrupdlem TSQ
QUANTUM ULTRA (Thermo Scientific, Waltham, USA). Steroidni konjugaty byly
separovany na HPLC koloné¢ Geminy C18 3u 110A, 150 x 2 mm (Phenomenex, Torrance,
USA).

Obr. 11 HPLC-MS

6.2. Chemikalie

Mg¢fila jsem nasledujici konjugaty steroidi: estradiol-17-sulfat (E2-17S), androsteron sulfat (A-
S) a pregnenolon-sulfat (Pen-S) (vSechny Steraloids, Newport, USA). Pro pfipravu mobilnich

fazi jsem pouzivala mraventan amonny (Sigma Aldrich, CZ), methanol (Fisher Chemical,
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Fisher Scientific, UK) a deionizovanou vodu (deionizace na Barnstead NANOPure, Thermo
Scientific, USA).

6.3. Ptiprava vzorku

Ptipravila jsem 500ul smésného standardu E2-17S, A-S, Pen-S v methanolu o koncentraci
40 pg-ml.,

Steroidni konjugaty byly separovany na kolon¢ Geminy CI8 3p 110A, 150 x 2 mm
(Phenomenex, Torrance, USA). Jako mobilni faze byly pouzity 5 mmol-I'mraven¢an amonny
v metanolu a 5 mmol-I"! mravenéan amonny ve vodg, priitok mobilnich fazi byl 300 pl-min,
na kolonu bylo davkovano 5ul vzorku. Kolona byla vlozena do termostatu temperovaného na
35°C. Gradient mobilnich fizi je uveden v tabulce ¢. 3, pfiéemz mobilni fize B je 5 mmol-I*

mraven¢an amonny v metanolu a C je 5 mmol-I"! mravenéan amonny ve vodsg.

Tab. 3 Nastaveni gradientu kolony.

Time A% B% C% D% ul/min
0.00 0.0 55.0 45.0 0.0 300.0
5.00 0.0 80.0 20.0 0.0 300.0
10.00 0.0 95.0 5.0 0.0 300.0
10.10 0.0 55.0 45.0 0.0 300.0
15.00 0.0 55.0 45.0 0.0 300.0

6.4. Optimalizace elektrospreje

K tomu, abych dosahla co nejvyssi odezvy analyti (steroidnich konjugati) v hmotnostnim
které ovlivituji vznik iontl v elektrospreji, patii teplota iontového zdroje, teplota vstupni
kapilary a prutoky susicich plynd. Nejdfive jsem se zaméfila na zmény teplot iontového zdroje
a vstupni kapilary. Vyzkousela jsem tii rizné teploty iontového zdroje: 150°C, 250°C a 350°C
a dvé€ teploty vstupni kapilary: 150°C a 250°C (viz tabulka ¢. 4), pfi¢emZ jsem pii jejich
zadavani vychazela z literatury a zkusenosti kolegti v laboratofi. Po kazdé zméné parametru
jsem provedla tfi méfeni standardu kviili statistickému vyhodnoceni. Steroidni konjugaty jsem
meéfila v negativnim spektru, kde davaji nejvetsi odezvu, a u kazdého steroidu jsem sledovala

nékolik nejintenzivnéjSich iontd, jejichZ intenzity za rtznych podminek jsem nésledné
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porovnavala. Intenzity jsem porovnavala na zéklad¢ ploch pik jednotlivych iontl (viz tabulka

¢ 6-9).

Tab. 4 Optimalizace teplot iontového zdroje a kapilary v ESI

Iontovy zdroj Kapilara SuSici plyn Pomocny suSici plyn

[°C] [°C] [Arb] [Arb]
150 150 50 10
250 150 50 10
350 150 50 10
150 250 50 10
250 250 50 10
350 250 50 10

Po nalezeni optimalnich hodnot teploty iontového zdroje a kapilary jsem se zaméfila na pratoky

susiciho (sheath) a pfidavného suSiciho (aux) plynu. Hodnoty suSiciho plynu jsem postupné

nastavila na 30, 40 a 50 internich jednotek (Arb) a hodnoty ptfidavného susiciho plynu na

5 a 10 Arb (viz tabulka ¢. 5). Vysledky zmén intenzity iontd jednotlivych konjugat jsou

uvedeny v tabulkach ¢. 6 - 9.

Tab. 5 Optimalizace pratoku plynt v ESI

Iontovy zdroj Kapilara SuSici plyn Pomocny suSici plyn

[°C] [°C] [Arb] [Arb]
350 250 50 10
350 250 50 5
350 250 40 10
350 250 40 5
350 250 30 10
350 250 30 5
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7. Vysledky a diskuse

Vysledkem HPLC-MS analyzy jsou chromatogramy a hmotnostni spektra latek. Osa x
chromatogramu udava cas, ve kterém jsou ionty zaznamenany analyzatorem. Osa y udava
relativni Cetnost, pii ¢emz nejintenzivnéjsi pik ma hodnotu 100. V hmotnostnim spektru jsou
zaznamenany ionty proslé analyzatorem v daném case. Konjugaty steroidi jsem méfila
V negativnim spektru, snimala jsem celé spektrum ionti od 100 do 900 Da. Pro kazdy méieny
konjugat jsem nalezla nékolik charakteristickych iontd, jejichz intenzitu jsem pii zménach
parametri ESI porovnavala. Pro E2-17S jsem naSla nasledujici charakteristické ionty (viz.
Obr. 13): m/z 351.1, ktery odpovida iontu, kdy se z molekuly odstépil vodik [M-H]", dale m/z
397.1, ktery odpovidd aduktu E2-17S s mravenanem [M+HCOO] a m/z 703.14, ktery
odpovida iontu [2M-H]". Pro androsteron sulfat jsem nalezla tyto charakteristické ionty (viz.
Obr. 14): m/z 369.2, ktery odpovida [M-H] a m/z 739.2, odpovidajici [2M-H]. Pro
pregnenolon sulfat jsem zvolila nasledujici charakteristické ionty (viz. Obr. 15): m/z 395.2,
odpovidajici [M-H], m/z 441.2, odpovidajici [M+HCOO] a m/z 791.3, ktery znaci [2M-H]".
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Obr. 13 Hmotnostni spektrum estradiol-17-sulfatu
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Obr. 14 Hmotnostni spektrum androsteron sulfatu
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Obr. 15 Hmotnostni spektrum pregnenolon sulfatu

Reten¢ni ¢as E2-17S je 2.64 min, A-S 4.3 min a Pen-S 4.74 min (viz. Obr. 16). Zménami
parametr ESI Ize docilit vyrazného zvySeni ionizace steroidd. Na Obr. 17 je ukéazka
chromatogramu, kdy dochdzi k velmi Spatné ionizaci steroidd a pfi snimani Sirokého spektra

iontd od 100-900 Da dochazi k potlaceni iontt steroidi v iontech pozadi (v Sumu).

-29 -



Z\Studentky_PB\..\SDX_13 3/4/2015 3:07:16 PM Pen_S, E2_17S, A-S, 40 ug/ml, 4.3.2015, 350_250_30_10

RT:0.00-7.00 SM:7G

4.74
1003 Pen-S

NL:

4.72E7
955 Base Peak F:

E -CESIQIMS
903 [200.000-

E 900.000] MS
853 SDX713]
A-S
753

3 4.30
703
65
603
%3 E2-S17
503
NE 264
403 ‘n\

357 / |
307 l
253 \
203 \
153 |
3 }I \\\ [ [

3 \ 6.96
ZE 021 061079 l,l? 158 193 236 / \ 297 322 345 3.77 393 j' \/ \ 5% 53550 580 626 653 688

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6.0 70

Time (min)
Obr. 16 Ukazka chromatogramu E2-17S, A-S a Pen-S za optimalnich podminek ESI
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Obr. 17 Ukazka chromatogramu E2-17S, A-S a Pen-S pfi Spatnych podminkach ionizace

Intenzitu charakteristickych iontl jednotlivych steroidii pfi riznych podminkéch nastaveni ESI
jsem porovnavala na zéklad¢ ploch jejich pikd. Plochy byly vypocteny pomoci programu

Xcalibur Quan Browser (Thermo Scientific, USA). Vysledky jsou shrnuty v tabulkach ¢. 6 - 9.
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Tab. 6 Hodnoty ploch pika charakteristickych iontd E2-17S a A-S pii optimalizaci teploty
iontového zdroje a vstupni kapilary (susici plyn 50 Arb, pomocny susici plyn 10 Arb)

Iontovy zdroj Kapilara E2-17S E2-17S  E2-17S A-S A-S
[°C] [°C] 351.2 397.2 703.2 369.2 739.2

250 150 55395953 4953510 2722382 53796297 2986687
250 150 58426748 5072448 2871328 56739573 3150093
250 150 50819295 4639495 2497466 49351798 2739935

150 250 115701244 12266906 5458120 115461803 7461811
150 250 123846014 13360607 5842343 123589718 7987084
150 250 113059445 11657664 5333495 112825471 7291436

350 250 172163267 17308899 8292346 164030693 12643123
350 250 178746186 18656746 8609416 170302650 13126552
350 250 166766386 15541085 8032402 158888748 12246793

Tab. 7 Hodnoty ploch pika charakteristickych iontti Pen-S pfi optimalizaci teploty iontového
zdroje a vstupni kapilary (suSici plyn 50 Arb, pomocny susici plyn 10 Arb)

Iontovy zdroj Kapilara Pen-S Pen-S Pen-S
[°C] [°C] 395.2 441.2 791.3

250 150 60517604 35896162 9772780
250 150 61970680 36758057 10007432
250 150 56681251 33620620 9153260

150 250 157558385 4810597 11354754
150 250 171606084 5239504 12367129
150 250 149733166 4571676 10790814

350 250 220734725 2857650 16992660
350 250 237923383 3080176 18315882
350 250 198190371 2565789 15257144
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Tab. 8 Hodnoty ploch pikti charakteristickych ionti E2-17S a A-S pii optimalizaci prutoku
susicich plynu (teplota iontového zdroje 350 °C, teplota kapilary 250°C)

Susici plyn  Pom. susici plyn E2-17S E2-17S E-17S A-S A-S
Arb Arb 351.1 397.1 703.2 369.2 739.2

159612730 16127746 8318544 153145520 12137358
177828516 17914675 9267897 170623236 13522533
149507765 14721637 7791903 143449989 11368951

167350678 16987541 8682214 165420428 13022328
174227323 17429690 9038977 172217757 13557431
152142957 15333818 7893232 150388115 11838945

170766450 21260286 7889053 180292865 17353338
191053485 20015287 8826271 201711637 19414912
30 5 176021062 20503287 8131805 185840612 17887313

Tab. 9 Hodnoty ploch pikid charakteristickych iontd Pen-S pii optimalizaci pritoku susicich
plynt (teplota iontového zdroje 350 °C, teplota kapilary 250°C)

Susici plyn Pom. susici plyn Pen-S Pen-S Pen-S
Arb Arb 395 441 791

217479948 3646801 15438657
241576390 4050861 17149236
198518808 3328852 14092627

227228555 5099535 17366759
233142830 5232265 17818779
205108050 4603100 15676120

262827863 6014068 21646687
247436707 5661886 20379061
30 5 253469551 5799930 20875930
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V piedchozich tabulkach ¢. 6. — 9. jsem zaznamenala plochy piki namétenych pii riznych

zménach parametrt elektrospreje.

V prvnim kroku jsem optimalizovala teplotu iontového zdroje a vstupni kapilary za pouziti
nejvyssSich hodnot pritoka susicich plynd, které jdou doporuceny pro dany tok mobilni faze
vyrobcem hmotnostniho spektrometru (pro 300 pl-min™ - susici plyn 50 Arb, pomocny susici
plyn 10 Arb). Pti teploté iontového zdroje 150°C a teploté kapilary 150 °C jsou plochy piku A-
S 209108352, E2-17S 210069778 a Pen-S 294138168 (pouzité hodnoty jsou z 1. méfeni).
Z chromatogramu na Obr. 17 je patrné, ze charakteristické ionty zanikaji v iontech pozadi. Pti
zvyseni teploty iontového zdroje na 250°C doslo k zvétSeni ploch pikt cca o 1/3. Pti dalSim
zvyseni teploty iontového zdroje na 350°C doslo k opétovnému zvétSeni ploch pikid cca o 1/3
proti pfedchozimu nastaveni. Lze tak usoudit, Ze zvySovanim teploty iontového zdroje dochazi
k vyraznému zlepSeni ionizace. V dal$im kroku jsem zkouSela upravovat teplotu vstupni
kapilary. Pfi zvySeni teploty kapilary ze 150°C na 250°C pfi jakémkoli nastaveni teploty
iontového zdroje doslo k pomérné velkému zvétSeni ploch piki. Pii zvyseni teploty iontového
zdroje ze 150°C na 250°C a pfi teploté kapilary 250°C doslo ke zvétSeni ploch pikli o cca
10 — 20 %. NejvysSich hodnot ploch nejintenzivngjSich a charakteristickych iontd,
odpovidajicich iontim [M-H], bylo dosazeno pii nastaveni nejvyssich teplot iontového zdroje
na 350°C a kapilary na 250°C. Pti téchto teplotach dochazi k nejlepsi ionizaci vybranych sulfatii
steroidii @ z chromatogramu na Obr. 16 je zfejmé, Ze charakteristické ionty vyrazné vystupuji

nad signaly iontd pozadi.

V dal$im kroku jsem za podminek optimalnich teplot zdroje a kapilary optimalizovala pritoky
susicich plynt. Pratok suSiciho plynu byl postupné nastaven na 50, 40 a 30 Arb, pritok
pomocného susiciho plynu na 10 a 5. Z tabulky ¢. 8 a 9 jasn¢€ vyplyva, Ze sniZzenim prutoku
pomocného suSiciho plynu dochazi ke snizeni ploch charakteristickych ionii jednotlivych
sulfatl. Naopak sniZenim pratoku susiciho plynu postupné z 50 na 30 pfi pritoku susiciho plynu
10 Arb dochazi ke zvySeni hodnot ploch nejdilezitéjSiho charakteristického
a nejintenzivnéjsiho iontu sulfatd, ktery odpovida iontim [M-H]".

Z vysledki méfeni jasné vyplyva, Ze optimalizaci parametrti elektrospreje doslo k vyraznému
zvyseni ionizace sulfatll steroidii. Optimalni nastaveni je nésledujici: Teplota iontového zdroje
350°C, teplota vstupni kapilary 250°C, prutok susiciho plynu 50 Arb a pritok pomocného
susiciho plynu 30 Arb,
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Z literarni reSerSe vyplyva, ze ionizace elektrosprejem patii mezi nejéastéji vyuzivané ionizacni
techniky pro meéteni steroidnich latek a jejich konjugatt. Vysledky, které jsme ziskali pfi
optimalizaci elektrospreje, nam teoretické poznatky potvrdily.
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8. Zaveér

Cilem prace bylo popsat fyzikalné-chemické vlastnosti steroidnich latek a jejich konjugatt.
Kvuli nizkym hladindm a rtznorodym funkénim skupindm jsou tyto latky obtizné
detekovatelné a nachylné k fragmentacim. Pro detekci steroidd byla pouzita hmotnostni

spektrometrie a ionizace elektrosprejem (mékka ionizac¢ni technika).

Pfed samotnou MS hraje dulezitou roli HPLC jako separa¢ni technika. Spojeni HPLC-MS
umoznila po optimalizaci podminek pro méfeni tii dilezitych steroidnich metabolitii, konkrétné

A-S, E2-17S a Pen-S.

Hlavnim praktickym cilem bakalaiské prace byla optimalizace podminek ionizace cilovych
sulfatii steroidl elektrosprejem. Byly zkoumany tyto faktory: teplota iontového zdroje, teplota
vstupni kapilary a pritoky susSicich plyni. Na zaklad€ porovnavani intenzity charakteristickych
iontll se podafilo nalézt optimalni hodnoty s nejvyssimi vytézky iontl. Nalezené parametry

umoznuji citlivou HPLC-MS analyzu zkoumanych steroida.
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11. P¥ilohy

Ptiloha 1. Pfehled SRM ptechodu.
Parent Product Col.E Tube Lens Polarity Name

215.06  350.3 17 63 - E2-SS

263.2 351.2 17 100 - E2-3G-17S

265.16 97 30 115 - E1S

279.16 80 62 126 - E1S

288.2 133.1 27 80 + Estron

289.2 79.1 38 115 + Testosterone

291.2 255.3 13 140 + Allodihydrotestosterone

306.2 289.3 5 85 + Estriol

315.3 97.2 21 65 + Progesterone

323.2 291.3 5 140 + Allodihydrotestosterone

331.2 109.1 29 105 + 17a-OH-Progesterone
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333.2 271.2 15 100 + 17a-20a-diOH-Progesterone

334.3 317.4 5 90 + Pregnenolone

336.2 301.4 10 107 + Pregnanolone

349.1 269.3 34 115 - E1S

351.17 97 42 135 - E2-17S

351.18 271.2 35 125 - E2-3S

363.2 327.2 14 100 + Cortisol

367.15  287.2 36 137 - E3-3S

367.17 97 40 137 - DHEA-S, T-S, EpiT-S

367.2 97 44 128 - E3-17S

369.15 97 43 137 - A-S, EA-S

369.18 97 43 137 - Etiocholanolone S

383.16 97 40 139 - 16a-OH-DHEA-S
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383.17 97 34 139 - 7a-OH-DHEA-S

395.2 97 40 140 - P-en-S

397.2 97 43 141 - P-an-S

399.16 97 47 115 - Pregnenolone-S-D4

399.18 97 45 141 - Epi-Allo-P-an-diol 3S

411.2 97 43 143 - DHP-S

425.2 97 45 118 - Corticosterone-S

445.2 269.2 40 126 - E1G

447.2 271.2 31 133 - E2G

463.2 85.1 34 159 - T-G

463.201 113 29 149 - E3-17G

463.202 113 23 149 - E3-3G

463.23 75.1 32 149 - DHEA-G
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465.2 75.1 37 149 - A-G, EA-G

465.3 75.4 37 112 - Etiochol-G

491.2 71.2 36 159 - P-en-G

493.2 75.1 36 152 - 17a-OH-P-an-G

17a-OH-P-an-G

493.2 113 35 152

495.3 113.3 34 122 - Pan-diol-G

507.27 113 33 154 - DHP-G

511.3 113 31 180 - DHT-G

527.18  351.2 36 151 - E2-3G-17S

537.2 331.2 35 146 - Cort-G
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