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Anotace

The aim of this bachelor thesis is to develop, optimize, and validate an analytical method for
determination of three female sex hormones (progesterone, estrone, and estradiol) and two stress
hormones (cortisol, and corticosterone) in hyena feacal samples. The importance of hormone
monitoring is described in the theoretical part. Moreover, the characteristics of selected steroids
hormones and the possibilities of their determination are also presented in the theoretical part.
The practical part describes the optimization steps for high-performance liquid chromatography
(injection volume) and mass detection (S and F lens potential, capillary voltage, collision
energy, auxiliary and sheath gas flow rate, the effect of mobile phase additives on ionization).
Furthermore, the validation of the analytical method and the application of the method to real

samples are described here.
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1 Uvod

Mnoho zivoc¢iSnych druhi se dnes ocitd na pomezi ohroZeni vlivem niéeni Zivotniho
prostiedi. Zvifata chovana v zajeti tedy mohou slouzit k udrzeni stalé populace téchto zvifat
a zachovani druhové rozmanitosti. U zvifat chovanych v zajeti jsou vSak pozorovany potize
s reprodukci, které této problematice nepfispivaji. Pro dosazeni Uspé$né reprodukce
v podminkach zajeti, je podstatné znat reproduk¢ni cyklus danych zvifat, zejména kdy u samic
je velmi dulezité monitorovat hladiny hormonti spojenych s aktivitou vajecnikt, které fidi
reprodukci. Koncentrace téchto hormont jsou v organismech velmi nizké, proto je nutné
pouzivat dostatecné citlivé metody, ¢asto se pouzivaji imunochemické techniky nebo LC/MS.
Za ucelem zjisténi koncentrace hormonu v organismu je nutné odebirat vzorky, coz je mozné
provadét invazivni a neinvazivni metodou. Invazivni metody jsou Casto pomérné stresujici
a vysokd mira stresu maze mit negativni vliv na reprodukci. Proto je vhodné provadét
neinvazivni odbéry vzorku, jako je naptiklad sbér moci nebo trusu. Tato prace se bude zabyvat
vyvojem metody pro méfeni pohlavnich a stresovych hormonti pomoci LC/MS. Metoda bude
vyvijena pro méfeni vzorkl trusu pochazejicich od hyen ¢abrakovych chovanych v Zoo Praha.

Metoda je vyvijena za ucelem monitorovani vybranych hormont, které maji vliv na reprodukeci.



2 Cile prace

1)
2)

3)

4)

Vypracovat literarni reSersi na dané téma.

Vypracovat analytickou metodu na stanoveni pohlavnich a stresovych hormona savct
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS) vcetné
provedeni zékladni optimalizace této analytické metody.

Provést validaci analytické metody pro pouziti na analyzu modelovych vzorka
neobsahujici pfirodni matrici.

V ptipad€ dostupnosti vzorkli a dostate¢nych casovych moznosti vyzkouSet vhodnost
analytické metody pro pouziti na analyzu redlnych vzorkti obsahujici vybranou ptirodni

matrici (trus).



3 Teoreticka Cast

3.1 Vliv hormoni na reprodukci

3.1.1 Vyznam monitoringu hormoni

Monitoring hormont V téle nebo exkrementech zvifat mize byt vyznamnou pomiickou
pro management chovu, protoze znalost jejich aktualniho reproduk¢niho stavu muze zefektivnit
rozmnozovani nejen pfirozenou cestou, ale také asistovanou reprodukci, jako je naptiklad um¢lé
oplodnéni. Z tohoto hlediska se jedna o dulezity nastroj pii snaze o zvySovani pocetnosti
konkrétni populace zvifat, zejména ohrozenych druhti. Pro pochopeni reprodukénich procesi je

nutné také dobie znat endokrinni funkce, jelikoZ reprodukce je fizena hormony [1].

3.1.2 Regulace ovarialniho cyklu hormonalnim systémem

U samic savcu je ¢innost vajecnikt, a tedy reprodukce, fizena vzajemnym pusobenim
hormont, které jsou produkovany v hypothalamu, hypofyze a vajeéniku. V hypothalamu je
syntetizovan gonadotropiny uvolfiujici hormon (GnRH), jedna se o dekapeptidicky hormon,
ktery je transportovan specializovanymi kapilarami do hypofyzy. Hormon GnRH vyvolava
Vv hypofyze syntézu folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a luteiniza¢niho hormonu (LH), oba
tyto gonadotropni hormony patii mezi glykoproteiny s molekulovou hmotnosti kolem 30 kDa
[2, 3]. Obchovou soustavou jsou FSH a LH transportovany z hypofyzy do vaje¢niku, kde
stimuluji tvorbu steroidnich hormoni. Jedna se o estrogeny a gestageny. Z estrogent je
nejvyznamnéjsi estradiol. Z gestagend je nejvyznamnéjsi progesteron. Estrogeny maji jako
hlavni funkci podniceni rlistu a proliferace tkdni pohlavnich orgédnii a dalSich organii spojenych
s reprodukci. Hlavni funkci progesteronu je podniceni zmén v endometriu délohy ve druhé ptilce
ovarialniho cyklu, aby doSlo v ptipadé¢ oplozeni vajicka k jeho zachyceni. Prvni fazi ovaridlniho
cyklu je faze folikularni. Koncentra¢ni hladiny hormond FSH a LH v krvi se postupné zvysuji,
¢imz dochazi k vysoké proliferaci a rtstu folikularnich a thekalnich bun¢k ve vajecnicich, které
Vv této fazi produkuji hlavné estrogeny a v mensi mife progesteron. S produkci estrogentli souvisi
rust folikuld, pficemz jeden z folikuld (u nékterych druhi i vice) za¢ne rast rychleji, postupné se
stane dominantnim a vyvine se z n¢ho Graafiv folikul. Poté dochazi k ovulac¢ni fazi, ptiblizné
Vv poloviné cyklu. V této fazi dochazi k prasknuti Graafova folikulu a vyplaveni vajicka do
délohy. Nasleduje lutealni faze. Z Graafova folikulu se stane corpus luteum (Zluté télisko), tato
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zména je zpusobena zejména LH. Corpus luteum zacina ve vysoké mife produkovat predev§im
progesteron a v mensi mite i estrogeny. Pokud nedojde k oplozeni vajicka, tak se corpus luteum
regreduje a na konci cyklu zanika [3-5]. Béhem ovaridlniho cyklu se v krvi méni koncentrace
gonadotropnich hormond, estrogeni a gestageni. Na obrazku Obr. 1 je zndzornéno, jak se
méni koncentraéni  hladiny Vv krevni plazmé hormont GnRH, FSH, LH, estradiolu

a progesteronu béhem estralniho nebo menstruac¢niho cyklu.

l Ovulation
— GnRH
LH-.
Estrus ] Progesterone
l Menses <
Estradiol —
Follicular Luteal
phase phase

Obr. 1: Zmény koncentraci hormoni GnRH, LH, FSH, estradiolu a progesteronu V téle

savcl beéhem estralniho nebo menstruaéniho cyklu [5].

Zmény koncentraci vySe uvedenych hormonti béhem ovaridlniho cyklu lze vysvétlit jejich
vzajemnym plisobenim na endokrinni Zlazy, které je vylucuji. Estrogeny maji negativni vliv na
produkci FSH a LH ptimo v hypofyze, ale i na produkci GnRH v hypothalamu, jejich negativni
ucinek miZze byt jesté¢ ndsoben pritomnosti progesteronu. Potlac¢eni produkce FSH a LH ptimo
v corpus luteum. Nicméné vylu¢ovani FSH a LH jeden az dva dny pied ovulaci nejdiive mirné
poklesne a poté prudce vzroste. V publikaci [3] bylo popsano, ze se jedna o pozitivni ucinek
estrogent na produkci gonadotropnich hormontl, ale tento jev jesté nebyl ditkladné prostudovan.
Pozitivni U¢inek na produkci gonadotropnich hormonti méa i aktivin, jednd se o proteinovy
hormon, ktery je produkovan ve folikularnich bunkach. VySe uvedené efekty jednotlivych

hormoni, které vzajemné plisobi na svou produkeci, popisuje obrazek Obr. 2.
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U vétSiny savcu (vSech placentalnich savci
vyjma primatt) se vyskytuje estralni cyklus, kdy
béhem faze estrus dochazi k ovulaci. Ovulace
muze byt spontanni nebo indukovana.

Néktera zvifata jsou polyestricka, kdy k fazi
estrus dochazi stale a pravidelné béhem celého
roku, nebo 1 jen monoestrickd, kdy k fazi estrus
dojde jen jednou za rok béhem urcitého obdobi,
pticemz délka estralniho cyklu je také specificka
pro kazdy druh [2]. Monitoring pohlavnich
hormont tedy muize slouzit jako vhodny nastroj pro

uréeni obdobi, kdy dojde k ovulaci.

3.1.3 Vliv stresu na reprodukci

Stres lze popsat jako stav narusené
homeostazy organismu, ktery je zplsoben
jakymkoliv vnéj$Sim nebo vnitinim fyzickym nebo

psychologickym podnétem ¢ili stresorem [6, 7].

Aby se zvitata zvladla vyporadat se stresem,
dochazi ke zméné chovani, fyziologickych
a endokrinnich funkci. Co se ty€e endokrinnich

funkci, stres vyvold zmény v ¢innosti na ose
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Obr. 2: Zpétnovazebna regulace produkce
GnRH, gonadotropnich a Zenskych

steroidnich hormonu [3].

hypothalamus, hypofyza a nadledviny. To zapfi¢ini, ze v organismu dojde ke zvySeni hladiny

glukokortikoidd, které jsou produkovany v nadledvinach. Glukokortikoidy se podili na regulaci

energetického metabolismu, srde¢ni ¢innosti, imunity i reprodukce [6, 8, 9]. Fyziologicka

hladina glukokortikoidi je dtlezitd pro celkové zdravi organismu a spravnou cinnost

reprodukéniho sytému. ZvySena koncentracni troven glukokortikoidl snizuje plodnost u obou

pohlavi [9].



3.2 Steroidy

3.2.1 Charakteristika steroidii

Steroidy predstavuji jednu z vyznamnych skupin lipidd. Jedna se tedy nepolarni latky,
které lze extrahovat organickymi rozpoustédly. VSechny steroidy maji spolecnou chemickou
strukturu, kterd je odvozena od triterpenoidu lanosterolu, patii tedy do skupiny isoprenoidd.
Zékladni skelet steroidl je tvoien tetracyklickym systémem, ve kterém jsou tfi SestiClenné
ajeden péticlenny kruh. Tento skelet se nazyva steran, jedna se o cyklopentanoperhydro-

fenanthrenovy systém [10, 11], ktery je zobrazen na obrazku Obr. 3.

Obr. 3: Steran—zakladni skelet steroidu.
Steroidy jsou velkou a pestrou skupinou latek. Nachazeji se jak u Zivo€ichd, tak 1 u rostlin.
Celkem je znamo pies 20000 steroidnich latek, fada znich plni regulaéni funkce
v organismech. Riznorodost steroidii je dana poctem a pozici dvojnych vazeb i odliSnosti

substituentt a jejich poctem, pozici a konfiguraci ve steranovém systému [10].

3.2.2 Steroidni hormony

Nejdulezitéjsi jsou u savet dveé skupiny steroidd s hormonalni aktivitou. Jsou to pohlavni
hormony, které jsou pfedev§im syntetizovany bud ve varlatech nebo ve vajecnicich,
a kortikoidy, které jsou vyluovany kirou nadledvin. Syntéza vSech steroidnich hormonu
vychazi z cholesterolu [10]. Schéma biosyntézy nékterych pohlavnich steroidnich hormont

a kortikosteroidu je zobrazeno na Obr. 4
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Obr. 4: Schéma hlavnich metabolickych drah syntézy steroidnich hormoni, ptevzato z [12].

Funkce pohlavnich hormont spociva v fizeni dospivani, reprodukce a vyvoje
sekundarnich pohlavnich znakt. MuzZské pohlavni hormony se nazyvaji androgeny. Jeden
Z nejdulezitéjsich zastupct androgent je testosteron. Androgeny stimuluji spermatogenezi a také
anabolické procesy, které zejména vedou K ristu svalii. Zenské pohlavni hormony se déli na dvé
skupiny, ato estrogeny a gestageny. Estrogeny fidi vyvoj sekundarnich pohlavnich znakt

estron (E1) aestriol. Na obrazku Obr. 5 je uvedena struktura 17p-estradiolu a na Obr. 6 je

uvedena struktura estronu.

CHy

HO HO
Obr. 5: Struktura 17p-estradiolu. Obr. 6: Struktura estronu.



Gestageny tidi prub¢h t€hotenstvi a ptipravuji délozni sliznici pro implantaci oplozeného

vvvvvv

progesteronu.

Obr. 7: Struktura progesteronu.

Kortikoidy se déli na dvé skupiny. Mineralokortikoidy reguluji v organismu koncentraci
sodnych, draselnych, chloridovych a hydrogenuhli¢itanovych iontl, nejvyznamnéjSim
zastupcem je aldosteron. Glukokortikoidy reguluji metabolismus glukosy-stimuluji tvorbu
glykogenu apisobi na zanétlivé procesy, nejvyznamnéjs$imi zastupci jsou Kkortizol (F)
a kortikosteron (B) [10, 11]. Na obrazku Obr. 8 je uvedena struktura kortizol a na Obr. 9 je

uvedena struktura kortikosteronu.

OH OH

Obr. 8: Struktura kortizolu. Obr. 9: Struktura kortikosteronu.



3.3 Hormony vhodné pro sledovani reprodukénich funkci a miry

stresu a metody odbéru vzorku od zvirat

Pro sledovani reproduk¢nich funkei se u samic savclt pouzivaji steroidni hormony E2,
E1, P4 a jejich metabolity. Vyuzivaji se jak ke sledovani prub&hu ovaridlniho a estralniho cyklu,
tak i ke sledovani pribéhu t€hotenstvi [1, 13-17]. Vyse tii uvedené hormony lze stanovit ptimo
Vv krvi. Odbér krve je ovSem invazivni metoda, kterd je pro zvifata témeét vzdy velmi stresujici.
Vlivem vysoké miry stresu pak muze dojit ke zhorSeni reprodukénich funkei nebo i potratu.
Proto je vhodnéjsi zvolit neinvazivni zptisob odbéru vzorki [13]. Koncentrace pohlavnich
hormoni a jejich metabolitt 1ze stanovit naptiklad ve slinach, srsti, mo¢i nebo trusu [1]. Odbér
trusu ma fadu vyhod — je snadny, neni potieba manipulace se zvifaty, 1ze jej bez obtizi provadét
opakované a je mozné jej provést i U zvifat zijicich volné v pfirod¢. Z téchto divodi je odbér
trusu dobie proveditelnou a vhodnou vzorkovaci metodou [1, 18]. Byla zjisténa korelace
koncentraci pohlavnich hormoni a jejich metaboliti v krvi a trusu [13]. Vyznamna korelace
hodnot koncentrace progesteronu v krevnim séru a v trusu byla zjisténa i v ramci studie, ktera
byla provedena u dvou zirafich samic. Se zvySujici se anebo snizujici se koncentraci
progesteronu Vv krevnim séru, se zvySovala anebo snizovala koncentrace progesteronu a jeho
metabolitd v trusu. Spolu stim byla zjisténa souvislost mezi zvySujici se koncentraci
progesteronu a estradiolu v trusu a ristem corpus luteum a Graafova folikulu [19].

Pro sledovani miry stresu u zvifat se pouzivaji glukokortikoidy, ¢asto se jedna o kortizol,
kortikosteron a jejich metabolity [6-8, 20]. Glukokortikoidy se pouzivaji také k monitoringu
fyziologickych funkci a tirovné Zivotni pohody (tzv. welfare) u mnoha druhti zvitat [8]. Z vyse
uvedenych divodu se pouzivaji vzorky trusu i pro méteni hladiny glukokortikoidd v organismu
[21]. Byla zjisténa korelace koncentraci glukokortikoidt v trusu a krevni plazmé [7]. Naptiklad
v praci [22] byla ukoni zjisténa vyznamna korelace mezi koncentraci kortizolu v plazmé
a koncentraci kortizolu a jeho metaboliti v trusu. V praci [23] byla u kufat zjisténa vyznamna
korelace kortikosteronu v plazmé a metaboliti kortikosteronu v trusu. Glukokortikoidy se ve
zvySené mife tvofi jako odpovéd na stres a svymi ucinky umoziuji organismu se S nim
vyporadat, nicmén¢ je lze povazovat jako dulezité, ale nikoliv absolutni, ukazatele miry

stresu [6].



3.4 Moznosti stanoveni steroidnich hormonu

3.4.1 Imunochemické metody

Principem imunochemickych metod je vazba mezi konkrétni protilatkou a vybranym
antigenem. S tim souvisi selektivita imunochemickych metod, ktera je zavisla hlavné na tom,
Vv jak velké mite se protilatka specificky vaze na vybrany antigen. U protilatek miize dochazet ke
zkiizené reaktivité, kdy se protilatka vaze kromé vybraného antigenu také na antigeny
s podobnou strukturou. Vzhledem k tomu, Ze v§echny steroidy jsou si strukturné velmi podobné,
jedna se o potencidlné¢ vyznamny problém pfi stanoveni jen vybranych steroidu, zvlasté ve velmi
slozitych matricich jako je napiiklad trus [24, 25]. Nasledkem nedostate¢né vysoké specifity
protilatky je snizeni spolehlivosti metody, jelikoz dochazi ke zkiizené reaktivité. Tudiz pokud
maji protilatky nizkou specifitu k antigenu, nelze spolehlivé stanovit pouze jednu konkrétni
latku, naptiklad estradiol, ale jako validni lze povazovat stanoveni jedné urcité skupiny,
naptiklad estrogenti [24]. Imunochemickymi metodami Ize stanovovat soucasné jen jednu latku
a protilatky proti nckterym neobvyklym steroidim nemusi byt dostupné. Nicméné

imunochemické metody jsou pomérné snadné na provedeni a na stanoveni steroidnich hormont

oy oo

3.4.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Chromatografie se fadi mezi separacni techniky a jejim cilem je, co nejlépe od sebe
rozdéglit jednotlivé slozky v analyzované smési. Pfi spojeni s vhodnym detektorem umoznuje
dale provadét identifikaci a ptipadné i stanoveni obsahu chemickych latek [26, 27].

Separace v chromatografii zacind nanesenim vzorku na zacéatek staciondrni faze, kterd je
ukotvena Vv koloné nebo na plochém povrchu. Proud mobilni faze zptsobi transport
separovanych latek pies stacionarni fazi, kde dochazi vlivem rozdilné intenzité fyzikalné
chemickych interakci analyzovanych latek se stacionarni a mobilni fazi K postupnému
rozdélovani do jednotlivych zon. [26-28]. V soucasné dobé je nejvice rozsifenym typem elucni
chromatografie vysokot¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) [27, 28].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je nejuniverzalngjs§i a zaroven nejvice specifickou
detekéni technikou pouzivanou v kombinaci se separacnimi metodami. Pomoci této techniky I1ze

ziskat informace nejen o kvantitativnim slozeni vzorku, ale 1 o struktufe analyzovanych latek.
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Zékladnimi c¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni analyzator
a detektor iontt [26, 27].

V hmotnostni spektrometrii musi byt analyzované latky nejprve pievedeny na ionty. lonty
se poté dale pohybuji systémem, kde jsou rozdéleny podle svého poméru hmotnosti a naboje.
Nasledn¢ dopadaji na detektor, kde podle mnozstvi iontd vznika signal. Vystupem
Z hmotnostniho spektrometru je hmotnostni spektrum, jednd se o graf zavislosti relativniho
zastoupeni iontu jako funkce jejich hodnot m/z. [27].

Spojeni LC a MS pfinasi jedine¢né vyhody. Diky chromatografické separaci lze pro
spolehlivéjsi identifikaci latek pouzit i informace o reten¢nich ¢asech, coz v kombinaci se
ziskanymi hmotnostnimi spektry umoznuje zjistit i pfipadnou koeluci vice latek. Diky témto
vyhoddm je spojeni téchto technik zvlast' vyznamné pro analyzu slozitych smési, jako jsou
naptiklad biologické vzorky [26, 28].

Technika LC/MS umoziuje kvantitativni analyzu i vice latek najednou béhem jedné
analyzy, zatimco pomoci imunochemickych metod Ize béhem jedné analyzy kvantifikovat jen
jednu latku, popt. strukturné podobnou skupinu latek. Déle se tato technika vyznacuje velmi
vysokou selektivitou, ve srovnani s imunochemickymi metodami, u kterych mtze dochazet ke
zktizené reaktivité. Co se tyCe kvantifikace analytli, metoda LC/MS také umoziuje pouziti
vnitinich standardd, coz v imunochemickych metodach neni mozné. Avsak u LC/MS mize byt
v nékterych piipadech velmi vyznamny vliv matrice, ktery mizZe potlacit nebo i naopak zvysit
miru ionizace analytu, coZ poté miiZze vést k problémiim ¢i pfimo k nemoznosti kvantitativniho
stanoveni. Ve srovnani s imunochemickymi metodami se sice jedna o instrumentaln€ naro¢nou
techniku, nicméné fada vyhod metody LC-MS vede ke stdle zvySujici mife pouzivani této

metody pii analyzach steroidnich hormont [25, 26].

3.5 Stanoveni steroidnich hormoni pomoci LC-MS

Stanovenim steroidnich hormontt pomoci LC-MS se do souasné¢ doby zabyvalo jiz
pomérné velké mnozstvi praci. Jako vzorky byly pouzity rtizné biologické matrice, jako je
naptiklad krev, mo¢, sliny nebo rtzné druhy tkani. OvSem pouziti této techniky na analyzu
vzorkd trusu neni pfili§ casté, a to 1 pres to, Zetato technika ma mnohé vyhody oproti

imunochemickym metodam, které se pouzivaji na tento druh vzorkli pomérné Casto [25, 26].
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V Tab. 1 je uvedeno nékolik piikladi metod, ve kterych byly analyzovany steroidni
hormony. V piehledu je uvedeno, zda byla provedena derivatizace, dale pouzitd mobilni faze,
chromatografickd kolona, typ hmotnostniho analyzéatoru, ptfehled dolni meze stanovitelnosti
a meze detekce pro jednotlivé hormony a také je uveden typ analyzované¢ho vzorku. Pro lepsi
piehlednost byly nékteré pivodni idaje a jednotky ptepocteny na pg/ml nebo pg/g.

Pét zSesti uvedenych praci v Tab. 1 pouzivaji pro vyjadieni meze detekce nebo
stanovitelnosti stejné jednotky a v jedné praci pouzivaji odlisné jednotky, z toho diivodu nelze
porovnavat vSech Sest uvedenych praci.

Nejnizsi meze detekce estronu i estradiolu bylo dosazeno v praci [29] a to 1,67 x niz$i nez
v druhé praci [30]. Naproti tomu je zajimavé, ze nejniz$i meze detekce progesteronu bylo
dosazeno pravé v praci [30] a to dokonce 30 x nizs§i nez v praci [29]. MiZe to byt zplisobeno
odlisnym sloZzenim mobilni faze. V praci [29] byl pouzit methanol jako mobilni faze s vyssi
eluéni silou, naproti tomu v praci [30] byl pouzit acetonitril. Jako mobilni faze s nizsi elucni
silou byl v obou ptipadech pouzit vodny roztok fluoridu amonného, ov§em v praci [29] byla
jeho koncentrace nizsi. Dale v praci [29] byla pouzita chromatograficka kolona s bifenylovou
naplni a v praci [30] kolona s oktadecylovou naplni. Naopak ob¢ prace se shodovaly tim, Ze byl
pouzit stejny zptisob ionizace a stejny typ hmotnostniho analyzatoru. V obou pracich se také
pracovalo se shodnymi MRM piechody vSech tfi latek.

Nejnizs§i dolni meze stanovitelnosti estronu a estradiolu bylo dosazeno v praci [31].
V tomto ptipad¢ se dokonce podatilo dosahnout meze stanovitelnosti, kterd je 1,5 x nizsi, nez je
mez detekce v praci [29]. Toho mohlo byt docileno diky derivatizaci estronu a estradiolu
pomoci dansylchloridu, coz mohlo vést k vyssi citlivosti. Ve srovnani s ostatnimi metodami,
ve kterych byl pouzit jako hmotnostni analyzator pouze trojity kvadrupdl, byla v této praci
pouzita kombinace trojitého kvadrupolu s orbitalni pasti, coz také mohlo pfispét ke zvySeni
citlivosti. Nicméné dolni mez stanovitelnosti pro estron je jen 1,2 x nizs§i nez v praci [32] a pro
estradiol je jen 5 x nizs§i nez v praci [29]. Nejnizsi dolni mez stanovitelnosti pro progesteron
byla dosazena v praci [29], jednalo se 0 hodnotu, ktera byla témét 4,2 X niz§i nez v praci [32]

a dokonce 10 x niz8i nez v praci [31].
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Tab. 1: Analyzované hormony, zakladni parametry metod, dolni mez stanovitelnosti, mez detekce.

Analyzované L Zptisob Hmotnostni Dolni mez Mez . .
Derivatizace Mobilni Faze Chromatograficka kolona L . . Matrice Citace
hormony ionizace analyzator stanovitelnosti detekce
Estron . ESI- 10 pg/ml 3 pg/ml
. A =0,15 mM NH,F ve vode Raptor Biphenyl
Estradiol Neprovedena ESI - QqQ 10 pg/ml 3 pg/ml Lidské sérum [29]
B = Methanol (50 mm x 2,1 mm, 2,7 pm)
Progesteron ESI + 10 pg/ml 3 pg/ml
Estron ESI - 3,60 pg/ml
Estradiol . . ESI - 18,2 pg/ml Lidské sérum
A =0,2 mM NH4F ve vodé Kinetex Biphenyl
Progesteron Neprovedena ESI + QqQ 41,8 pg/ml Neuvedena a tkan [32]
. B = 0,2 mM NH4F v 95% methanolu (100 x 2,1 mm, 1,7 pm) )
Kortizol ESI - 121 pg/ml endometria
Kortikosteron ESI - 116 pg/ml
Estron Dansylchlorid ESI - 2 pg/ml Koiiské
. . A =0,02% NH4F ve vodé BEH C18 QqQ- )
Estradiol Dansylchlorid L ESI - . 2 pg/ml Neuvedena a bizoni [31]
B = Acetonitril (100 mm x 2,1 mm, 1,7 pm) Orbitrap
Progesteron Neprovedena ESI + 100 pg/ml sérum
Estron ESI - 5 pg/ml
. A = Acetonitril EC-C18 Vodovodni
Estradiol Neprovedena ESI - QqQ neuvedena 5 pg/ml [30]
B =1 mM NH.F ve vod¢ (150 mm x 2,1 mm, 2,7 pm) voda
Progesteron ESI + 0,1 pg/ml
Estron Dansylchlorid Pro progesteron, estron, estradiol: Pro progesteron, estron, ESI - 13,6 pg/g 2,96 pg/g
Estradiol Dansylchlorid A = Methanol, B = Acetonitril estradiol: ESI - 339 pa/g 76,9 pa/g
Progesteron Neprovedena A iB obsahovaly 0,1% kyselinu Restek Ultra Biphenyl ESI + 56,0 pg/g 28,2 pglg Velrvb tuk
€ 1tu
Kortizol Neprovedena mravendi. (250 mm x 4,6 mm, 5 um) ESI + QqQ 47,0 pg/g 3,37 pa/g K i el [33]
z keporkaka
Kortikosteron Neprovedena Pro kortizol, kortikosteron: Pro kortizol, kortikosteron: ESI + 399 pg/g 22,4 pglg P
A = Methanol, B = Voda Agilent Eclipse Plus C18
A i B obsahovaly 0,1% kyselinu octovou. (150 mm x 21 mm, 5 pm)
Progesteron A =Voda, B = Methanol . ESI + 5660 pg/ml
Accucore™ Polar Premium
Neprovedena A i B obsahovaly 0,1% kyselinu QuQ Neuvedena Mysi trus [34]

mravenc¢i a 5 mM octanu amonného

(150 mm x 2,1 mm; 2,6 pm)
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To je pomérné piekvapivy vysledek, vzhledem k pouzit¢é kombinaci hmotnostnich
analyzatoru v praci [31], které pfinesly horsi vysledek. V praci [32] byly hodnoty dolni meze
stanovitelnosti pro kortizol a kortikosteron velmi podobné, liSici se jen o téméf Ctyfi procenta.
Zatimco v praci [33] byla pro kortizol 8,5 x niz$i nez pro kortikosteron. Mohlo to byt
zpusobenou odlisnou polaritou ESI a také odliSnou latkou, ktera byla pouzita pro zvyseni
ionizace analytd. V praci [32] se jednalo o fluorid amonny a Vv praci [33] se jednalo o kyselinu
octovou.

Z praci v Tab. 1 vyplyva, ze ke zvyseni citlivosti metody na estron a estradiol, 1ze tyto dveé
latky derivatizovat pomoci dansylchloridu. Ve vyse uvedenych pracich pro analyzu steroidnich
hormont byly pouzity jako mobilni faze s vyssi elu¢ni silou acetonitril nebo methanol a jako
mobilni faze s nizsi eluéni silou byla nejcastéji pouzita voda s ptidavkem fluoridu amonného.
Z praci v Tab. 1 také vyplyva, ze je vhodné ke stanoveni steroidii pouzivat chromatografické
kolony s bifenylovou nebo C18 fazi. Na zaklad¢ téchto praci, se jako vhodny zptisob ionizace

steroidil jevi pouziti ESI.
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie

e Standardy analyt

©)

Progesteron (VETRANAL, analytical standard) (M = 314,46 g/mol,;

Cistota: > 98,0 %; CAS: 57-83-0)

Estron (VETRANAL, analytical standard) (M = 270,37 g/mol; ¢istota: > 98,0 %;
CAS: 53-16-7)

Estradiol (Supelco, Pharmaceutical Secondary Standard) (M = 272,38 g/mol;
Cistota: > 96,5 %; CAS: 50-28-2)

Kortizol (VETRANAL, analytical standard) (M = 362,46 g/mol,

Cistota: > 98,0 %; CAS: 50-23-7)

Kortikosteron (VETRANAL, analytical standard) (M = 346,46 g/mol;

Cistota: 98,0 %; CAS: 50-22-6)

e Vnitini standardy analytt

o

Progesteron-2,3,4,20,21-13Cs (Sigma Aldrich) (M = 319,42 g/mol;

Cistota: > 98 %; CAS: 2687960-32-1)

Estron-2,3,4-13Cs (Sigma Aldrich) (M = 273,34 g/mol; ¢&istota: > 98,0 %;
koncentrace = 90,0-110,0 ng/ml; CAS: 1241684-29-6)

Estradiol-2,3,4-13C3 (Sigma Aldrich) (M = 275,33 g/mol; ¢istota: > 98 %;
CAS: 1261254-48-1)

Kortizol-9,11,12,12-d4 (Sigma Aldrich) (M = 366,48 g/mol; Cistota: > 98 %);
CAS: 73565-87-4)

Kortikosteron-9,11,12,12-d4 (Sigma Aldrich) (M = 350,49 g/mol;

Cistota: > 97 %; CAS: neuvedeno)

e Fluorid amonny (Sigma Aldrich) (Cistota: > 99,99 %, LC/MS)
e Kyselina mravenci (Merck KGaA) (Cistota: 98—100 %)
e Acetonitril (VWR Chemicals) (Cistota: 100 %, LC/MS)

e Deionizovana voda generovana piistrojem Water purification system Smart2Pure

(Thermo)
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4.2

Piistroje a spoti‘ebni material

Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo) s hmotnostnim detektorem Velos Pro
(Thermo) vybaveny vyhtivanym elektrosprejem

Chromatografickd kolona Kinetex EVO CI18 (150 x 3,0 mm; 2,6 um) s kompatibilni
ptedkolonou (Phenomenex)

Analytické vahy MS105DU (Mettler Toledo) — maximalni vazivost: 120(
s odecitatelnosti 0,1 mg (42 g s odecitatelnosti 0,01 mg)

Vyrobnik deionizované vody Water purification system Smart2Pure (Thermo)

Generator dusiku 1022 (Peak Scientific)

Termoblok SBH130D/3 (Stuart) s koncentratorem vzorkit SBHCONC/1 (Stuart)

Vortex Analog Vortex Mixer (VWR)

Orbitalni tiepacka Orbit 1000 (Labnet)

Centrifuga 3-30 K (Sigma)

Chromatografické krimpovaci vialky 2 ml (Agilent Technologies)

Krimpovaci vicka 11 mm, PTFE/silikon (Agilent Technologies)

Parafilm

Centrifugacni zkumavky 15 ml

Sklenéné kuli¢ky o priméru 3 mm

Sada automatickych pipet v rozsahu 10-100 pl, 100-1000 pl, 1-10 ml

Spi¢ky pro pipety 10100 ul, 100-1000 pl, 1-10 ml

Sklenéné vialky 24 ml

Kédinky o objemu 25 ml

Odmérné banky o objemu 10, 25 a 100 ml, tiida pfesnosti A

Software Thermo Scientific Xcalibur (Thermo)

Software LTQ Tune Plus (Thermo)

Validaéni software Effichem
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4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Priprava mobilnich fazi

Pro ucely optimalizace metody bylo pfipraveno 5 riznych mobilnich fazi A (MF-A).
Nejprve byly ptipraveny 3 MF-A s obsahem fluoridu amonného. MF-A o koncentraci 10 mmol/Il
byla pfipravena navazenim 0,03704 g + 0,2 % fluoridu amonného do kadinky (25 ml). Fluorid
amonny byl rozpustén v deionizované vodé¢ a kvantitativné pieveden do odmeérné banky
(100 ml), ktera byla doplnéna deionizovanou vodu po rysku. Dale byly pfipraveny i dalsi
dvé fedéni MF-A tohoto typu o koncentracich 1 mmol/l a 0,1 mmol/l, a to desetinasobnym
fedénim za pouziti odmémé baiiky (100 ml). Ctvrtou MF-A byla pouze deionizovana voda
a posledni hodnocenou MF-A byla 0,1% (obj.) kyselina mravenc¢i pfipravena odpipetovanim
100 ul kyseliny mravenci automatickou pipetou (10-100 pl) do odmérné banky (10 ml)
doplnénim deionizovanou vodou po rysku, nasledné by roztok kvantitativné preveden do 100 ml
odmérné banky a doplnén deionizovanou vodou po rysku. Mobilni fdze A byly vzdy
spotfebovany v den ptipravy. Jako mobilni faze B (MF-B) byl pouzit vzdy 100% acetonitril.

Pro ucely rutinnich analyz, tj. pro méfeni kalibracnich roztokt, slepych, kontrolnich
I realnych vzorki, byly nasledné na zakladé vysledkt optimalizace metody pouZzivany jiz
vyhradné jen MF-A s obsahem fluoridu amonného o koncentraci 0,1 mmol/l a MF-B obsahujici
100% acetonitril.

4.3.2 Priprava individualnich zasobnich roztoku

4.3.2.1 Priprava individualnich zasobnich roztoki standardi

Individualni zasobni roztoky standardu kazdého analytu (ST-A) o koncentraci piesné asi
1000 mg/l byly ptipraveny v odmérnych sklenénych bankach dle Tab. 2. Kazdy zasobni roztok
byl odpipetovan po 260 ul (kortizol a kortikosteron), resp. po 520 pl (estradiol, estron
a progesteron) do sklenénych HPLC vialek (1,5 ml), uzavieny krimpovacim vickem

s teflonovym septem a skladovany pii teploté -20 °C.
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Tab. 2: Pfiprava individualnich zasobnich roztokd standardd.

Analyt Navazka Celkovy objem Rozpoustédlo Koncentrace
[ma] [mi] [ma/l]
Kortizol 5,10 5 Methanol 1020
Kortikosteron 5,01 5 Methanol 1002
Estradiol 10,14 10 Acetonitril 1014
Estron 10,05 10 Methanol 1005
Progesteron 10,38 10 Acetonitril 1038

4.3.2.2 Priprava individualnich zasobnich roztoki vnitinich standardi

Individualni zasobni roztok izotopicky znaceného vnitiniho standardu (VS-A) estronu byl
dodan jiz komer¢né pripraveny v objemu 1000 ul o koncentraci 100 mg/I.

Zbyvajici 4 individualni zasobni roztoky vnitinich standardd 0 koncentraci ptiblizné
1000 mg/l byly pfiipraveny odpipetovanim 1000 pl organického rozpoustédla (volba
rozpoustédla analogicky dle Tab. 1) automatickou pipetou (100-1000 ul) pfimo do vialky od
vyrobce obsahujici 1 mg dané slouceniny.

Kazdy zasobni roztok wvnitiniho standardu byl odpipetovan po 100 ul do HPLC
vialek (1,5 ml), vialky byly uzavieny krimpovacim vickem s teflonovym septem a skladovany

pfi teploté -20 °C.

4.3.3 Priprava smésnych pracovnich roztoki

4.3.3.1 Priprava smésnych pracovnich roztoku standardii

Smésny pracovni roztok vsech standardt (ST-B) byl pfipraven odpipetovanim zasobnich
roztoki standardt dle Tab. 3 do odmérné banky (10 ml) a banika byla po rysku doplnéna
acetonitrilem. Roztok ST-B byl skladovan pii -20 °C.
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Tab. 3: Pfiprava smésného pracovniho roztoku standardu.

Sloucenina Objem ST-A | Celkovy objem | Rozpoustédlo Koncentrace
[ud] [ml] [ma/l]
Kortizol 98,0 10,00
Kortikosteron 99,8 10,00
Estradiol 197,2 10 Acetonitril 20,00
Estron 99,5 10,00
Progesteron 192,7 20,00

Smésny pracovni roztok (ST-C) o koncentraci kortizolu, kortikosteronu a estronu 125 pg/1
a o koncentraci estradiolu a progesteronu 250 pg/l byl pfipraven odpipetovanim 125 pl
pracovniho roztoku ST-B automatickou pipetou (20-200 pl) do odmérné banky (10 ml) a poté
byla banka dopInéna po rysku 30% acetonitrilem. Roztok ST-C byl spotfebovan v den pfipravy.

Smésny pracovni roztok (ST-D) o koncentraci Kortizolu, kortikosteronu a estronu
1,25 ng/l ao koncentraci estradiolu a progesteronu 2,50 pg/l byl pfipraven odpipetovanim
250 ul pracovniho roztoku ST-C automatickou pipetou (100-1000 pul) do odmérné banky
(25 ml) a poté byla banika doplnéna po rysku 30% acetonitrilem. Roztok ST-D byl spotifebovan

Vv den pfipravy.

4.3.3.2 Priprava smésnych pracovnich roztoki vnitinich standardi

Smésny pracovni roztok (VS-B) o koncentraci 500 pg/l vSech péti vnitinich standarda byl
pfipraven odpipetovanim 10 ul VS-A Kkortizolu, kortikosteronu, estradiolu a progesteronu
a 100 pl VS-A estronu automatickou pipetou (10-100 ul) do vialky (24 ml) a do vialky bylo
napipetovano 19,86 ml 100% acetonitrilu automatickou pipetou (1-10 ml). Roztok VS-B byl
skladovan pii -20 °C.

Smésny pracovni roztok (VS-C) o koncentraci 100 pg/l vSech péti vnitinich standardt byl
ptipraven odpipetovanim 1600 ul roztoku VS-B automatickou pipetou (100-1000 ul) do vialky
(8 ml) a do vialky bylo napipetovano 6,40 ml deionizované vody automatickou pipetou

(1-10 ml). Roztok VS-C byl skladovan pii +7 °C po dobu maximalné jednoho tydne.

19



4.3.4 Priprava kalibracnich roztoki

Ptiprava kalibra¢nich roztoki je popsana v tabulce Tab. 4. Celkem bylo pfipraveno deset
ruznych koncentracnich urovni kalibracnich roztokti, z nichz pro konstrukci kalibra¢ni kiivky
byly vybrany pouze ty koncentra¢ni urovné, pro které bylo dosazeno vyhovujicich kritérii
pfijatelnosti v§ech hodnocenych valida¢nich parametri. Do vialek byl nejprve odpipetovan 30%
acetonitril (30% ACN), poté roztok standardu ST-D a nakonec roztok vnitiniho standardu VS-C.
Roztoky byly ptipraveny do HPLC vialek (1,5 ml). K pipetovani byly pouzity automatické
pipety (10-100 pl a 100-1000 pl). Kalibra¢ni roztoky byly spotiebovany v den ptipravy.

Tab. 4: Ptiprava kalibra¢nich roztoki.

Objem [ul] Koncentrace [ug/1]
Uroven ST-D VS-C | 30% ACN | Celkem VS >T
F,BaEl | E2aP4
K1 20 100 880 1000 10,0 0,025 0,050
K2 40 100 860 1000 10,0 0,050 0,100
K3 80 100 820 1000 10,0 0,100 0,200
K4 200 100 700 1000 10,0 0,250 0,500
K5 300 100 600 1000 10,0 0,375 0,750
K6 400 100 500 1000 10,0 0,500 1,000
K7 500 100 400 1000 10,0 0,625 1,250
K8 600 100 300 1000 10,0 0,750 1,500
K9 700 100 200 1000 10,0 0,875 1,750
K10 800 100 100 1000 10,0 1,000 2,000

Pro ovéteni Cistoty pouzivanych rozpoustédel, roztoktt ST a VS i pfistroje byly do HPLC
vialek (1,5 ml) piipraveny 3 kontrolni vzorky, jejichz pfiprava je popsana v tabulce Tab. 5.
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Tab. 5: Pfiprava kontrolnich vzorkd.

Objem [pl] Koncentrace [ug/1]
Oznaceni ST
roztoku ST-D VS-C | 30% ACN | Celkem VS
F,BaEl | E2aP4
MF 0 0 1000 1000 0 0 0
ST 400 0 600 1000 0 0,500 1,000
VS 0 100 900 1000 10 0 0

4.3.5 Priprava vzorkii trusu

4.3.5.1 Extrakce analyta z trusu do organického rozpoustédla

Bylo navazeno ptesné asi 1,00000 g vzorku trusu do centrifugaéni zkumavky (15 ml). Ke
vzorku bylo odpipetovano automatickou pipetou (1-10 ml) 8 ml methanolu a 2 ml deionizované
vody. Ke vzorku bylo ptidano 5 sklenénych kuli¢ek o praiméru 3 mm. Zkumavka byla zaviena
a uzaviena parafilmem. Vzorek ve zkumavce byl nejprve intenzivné homogenizovan pomoci
vortexu po dobu 2 minut a poté na tiepacce po dobu 100 minut a pti rychlosti 300 ot/min. Po
skonéeni homogenizace byl vzorek odstfedén na centrifuze pii laboratorni teploté po dobu
10 minut pfi relativni centrifugacni sile 9000 x g a ziskany supernatant byl odebran do srdcovité
bariky (25 ml). Stejnym postupem jako vzorek byl pfipraven i slepy pokus, ale bez navazeni
trusu.

Supernatant byl nasledné nafedén na tfi koncentra¢ni trovné (fedéni supernatantu 10x,
50% a 100x) dle Tab. 6. Do vialky (24 ml) byl odpipetovan methanol a voda automatickou
pipetou (1-10 ml). Poté byl do vialky odpipetovan bud’ supernatant nebo desetkrat ziedény
roztok supernatantu (SN-10x) automatickou pipetou (100-1000 pl).

Tab. 6: Priprava fedénych roztoki supernatantu.

Oznaceni Objem Objem Objem Objem Celkovy
roztoku supernatantu SN-10x methanolu vody objem
[ml] [mi] [ml] [mi] [mi]
SN-10x 1,500 0 10,80 2,70 15,00
SN-50x 0 2,000 6,40 1,60 10,00
SN-100x 0 1,000 7,20 1,80 10,00

21




4.3.5.2 Priprava vzorki k LC-MS analyze

Pro vlastni LC-MS analyzu byly pfipraveny vzorky extrakti trusu (VZ) a obohacené
vzorky extraktu trusu (VZ-SPIKE) podle Tab. 7. Do HPLC vialek (1,5 ml) byl odpipetovan 30%
acetonitril nebo roztok ST-D, poté roztok VS-C, a nakonec ziedény roztok supernatantu.

K pipetovani byla pouzita automaticka pipeta (100-1000 pl).

Tab. 7: Piiprava vzorki k LC-MS analyze.

Oznaceni | Objem Objem Objem Objem Objem Objem Celkovy
roztoku SN-10x | SN-50x | SN-100x [30% ACN| ST-D VS-C objem
[nl] [ul] [nl] [ul] [ul] [n] [nl]
VZ-10x 400 0
1000 0 0
VZ-10x
0 400
SPIKE
VZ-50x 400 0
0 1000 0 100 1500
VZ-50x
0 400
SPIKE
VZ-100x 400 0
0 0 1000
VZ-100x
0 400
SPIKE

Za ucelem kontroly pfipadné kontaminace vzorku v pribéhu jeho pfipravy k analyze byl
dale ptipraven vzorek slepého pokusu (BLANK). Do HPLC vialky (1,5 ml) odpipetovanim
400 pl 30% acetonitrilu, 100 pl roztoku VS-C a 1000 pl supernatantu slepého pokusu.

Vsechny vzorky k analyze byly odpatfeny z pavodniho objemu 1500 pl na objem ptiblizné
200 ul pomoci proudu dusiku ve vyhfivaném termobloku pii teploté¢ 40 °C. Po odpateni
prebytecného organického rozpoustédla byly vSechny vzorky doplnény deionizovanou vodou na

celkovy kone¢ny objem pfiblizn¢ 500 pl a analyzovany v den pfipravy.
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5 Vysledky a diskuse

5.1 Optimalizace podminek chromatografické separace

5.1.1 Testovaci analyza

Byla provedena testovaci analyza, kterd m¢la za cil identifikaci analytl. Pro tuto potfebu

byl pouzit smésny roztok standardti estronu, estradiolu, progesteronu, kortizolu a kortikosteronu

v acetonitrilu o koncentraci vSech latek 10 mg/l. Po provedeni analyzy probéhla identifikace

jednotlivych pikid a na zaklad¢ toho, byly analytim pfirazeny retencni casy. Chromatografické

podminky testovaci analyzy jsou uvedeny v pichledu nize a byly zvoleny na zaklad¢ resSersSe,

Castecné byly pievzaty z praci [29, 30].

Chromatografické podminky testovaci analyzy:

Chromatograficka kolona: Kinetex EVO C18 (150 x 3,0 mm; 2,6 um)
Objem nastiiku: 5 pl
Teplota kolonového prostoru: 35 °C
Priitok mobilni faze: 0,5 ml/min
Mobilni faze: MF-A: 1 mM NH4F v deionizované vodée
MF-B: 100% acetonitril
Doba analyzy: 20 min
Gradient: typ gradientu: linearni; 0 min (30 % MF-B); 10-15 min (100 % MF-B);
15,5-20 min (30 % MF-B)

Na Obr. 10 jsou zobrazeny extrahované iontové chromatogramy vybranych produktovych

iontl analytli z testovaci analyzy smésného roztoku standardii estronu, estradiolu, progesteronu,

kortizolu a kortikosteronu. Piky analytd v chromatogramu byly identifikovany pomoci

hmotnostni detekce.
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Obr. 10: Vysledné chromatogramy testovaci analyzy.

Utinnost a kvalita separace byla vyhodnocena pomoci vypoétu rozliseni a faktoru
asymetrie piki analyti. Vypocet rozliSeni dvou sousednich piku pii gradientové eluci byl

proveden podle rovnice (1) z publikace [28].

R — trz — tR1 (1)

Wg

Kde R je rozliSeni, tr1 a tr2 jsou retencni Casy piki 1 a 2 a Wy je primérna Sitka piku
v gradientu pii jeho zakladn¢ [28]. Pii¢emz piky se povazuji za dostatecné separované, pokud je
hodnota rozliSeni vyssi jak 1,5 [28]. Toto kritérium bylo splnéno mezi vSemi piky analyti,
primarni data a hodnoty rozliSeni jsou uvedeny v piiloze A. VSechny piky tedy byly dostate¢né
separovany a nedochazelo K nezadouci koeluci analytt

Jako dal$i parametr pro vyhodnoceni kvality separace byl pouzit faktor asymetrie, ktery

byl vypocten podle rovnice (2) uvedené v publikaci [28].
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A=1% @)

Kde A je faktor asymetrie, t je Sifka sestupné Casti piku a f je Sitka vzestupné ¢asti piku
v 5 % jeho vysky. Ptijatelny faktor asymetrie nabyva hodnot v rozmezi 0,8—1,5, kdy nedochazi
k pfili§ velkému frontovani anebo chvostovani piku [28]. Vypoétené faktory asymetrie u vSech
analyti byly vétsi nez jedna. VSechny piky se tedy vyznacCovaly urcitou mirou chvostovani,
ovSem v piijatelné mife, nebot’ faktory asymetrie byly mensi nez 1,5. Primérni data a vypoctené
hodnoty faktoru asymetrie jsou uvedeny v ptiloze B.

Chromatografické podminky testovaci analyzy se na zakladé hodnot rozliSeni a faktora
asymetrie ukazaly jako vhodné pro stanoveni zdjmovych analyti. S ohledem na jejich retencni
Casy byla vyznamné zkracena celkova doba analyzy z 20 na 12 minut. Gradient MF-B byl
zachovan do sedmé minuty analyzy, do tohoto Casu jiz byly eluovany vSechny analyty.
Upraveny prubéh gradientu MF-B je popsan na Obr. 11, toto nastaveni bylo pouzito pro dalsi

analyzy.
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Obr. 11: Graf gradientu MF-B pro analyzu standardd analytu.

Pro hmotnostni detekci bylo vyznamné, Ze separace analytl je uplna a nedochazi k jejich
koeluci. Dosahnout dostateéné separace zajmovych latek bylo i cilem této prace. Eluce pouze
jednoho analytu v jednom ¢asovém tseku umoznila pouzivat delSi dobu plnéni iontové pasti,
coz muze vést K siln¢jsimu signalu analytu a niz§i mezi stanovitelnosti.

Z divodu ocekavani velmi nizkych koncentraci zajmovych hormont ve vzorcich, bylo
rozhodnuto o potiebé optimalizovat objem nastfiku. VyS§i objem ndastfiku muze piispét
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k siln€j$i odezvé analytu v detektoru, atedy iniz§i mezi stanovitelnosti. Bylo rozhodnuto,
ze jiné parametry chromatografické separace se optimalizovat jiz nebudou a prace se vice

zaméfi na optimalizaci hmotnostni detekce.

5.1.2 Optimalizace objemu nastriku

Optimalizace objemu nastiiku méla za cil zvySit objem nastfiku, za ucelem zvysSeni
signalu analyti. Nicméné piili§ velky objem nastiiku vede k pfetizeni kolony a nezddoucimu
roz§ifeni chromatografické zony [35]. Proto byly k testovani zvoleny objemy nastfiku, které
byly vétsi nez pfi testovaci analyze, ovSem jesté se u nich nepiedpokladalo, ze by zapficinily
rozmyvani piku, jednalo se o 10 ul a 25 pl. Pfi téchto objemech nastiiku byly prométeny
smésné roztoky standardd o osmi riznych koncentracich (10 mg/l, 1 mg/l, 100 pg/l, 10 ug/l,
1pg/l, 0,1 ug/l, a0,01 pg/l), pfiCemz nejdalezitéjsi vysledky, vzhledem k provadéné
optimalizaci, byly u vzorkd o koncentracich 10 pg/l al pg/l. V Tab. 8 je piehled poméru
signdlu ku Sumu na trovni zékladni linie (S/N) pro méfeni pii objemu nastfiku 10 pl a 25 pl

a pii koncentracich analytt 10 pg/l a 1 pg/l.

Tab. 8: Prehled S/N pii koncentracich analytt 10 pg/l a 1 pg/l a objemech nastiiku 10 pl
a 25 pl

Objem néstiiku 10 pl Objem nastiiku 25 pl
Analyt S/ N pfi koncentraci S/ N pfi koncentraci
10 pg/l 1 pg/l 10 pg/l 1 pg/l

Kortizol 138 11 273 26
Kortikosteron 225 13 671 35
Estradiol 8 1 14 2
Estron 11 1 34 3
Progesteron 20 3 70 8

Z vysledkl uvedenych v Tab. 8 vyplyva, ze pfi objemu nasttiku 25 pl byl pomér signalu
ku Sumu vétsi, tedy signal byl silngjsi, ato u vSech analyti a uobou koncentra¢nich hladin.
Mimo to bylo zjisténo, ze nejvyraznéjsi signal maji kortizol a kortikosteron, Naopak nejslabsi
signal byl zaznamenan u estradiolu s estronem, a to dokonce tak, Zze pti koncentraci 1 ug/l byly

hodnoty S/N mensi jak 3 a tedy signal analytd neSel prokazatelng rozlisit od Sumu zékladni linie.
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Zjisténi, pii kterych koncentraci jsou zajmové analyty méfitelné, bylo dilezité pro budouci
validaci metody a stanoveni pracovniho rozsahu metody. Pro ovéfeni, zda pii vEétSim objemu
nastfiku nedochazi k pfili§ velkému rozsifovani chromatografické zony, byly vypocteny faktory
asymetrie podle rovnice (2), které jsou uvedeny v tab. 9. Primarni data k vypoctu jsou uvedeny
v piiloze C. Hodnota NF v Tab. 9 znamen4, Ze pik analytu nebyl identifikovan, kvuli hodnoté
S/N, ktera byla nizsi jak tfi.

Tab. 9: Prehled faktorti asymetrie pii koncentracich analytti 10 pg/l a 1 pg/l a objemech
nastiiku 10 pul a 25 pl.

Objem nasttiku 10 pl Objem nastiiku 25 pl
Analyt Faktor asymetrie pii koncentraci Faktor asymetrie pfi koncentraci
10 pg/l 1 pg/l 10 pg/l 1 pg/l
Kortizol 1,20 1,40 1,40 1,40
Kortikosteron 1,17 1,40 1,17 1,33
Estradiol 1,25 NF 1,20 NF
Estron 1,25 NF 1,20 1,25
Progesteron 1,20 1,33 1,40 1,20

Z hodnot faktort asymetrie vyplyva, Ze u vSech analytl nedoslo k pfili§ velkému rozsiteni
chromatografické zony. Podobné jako u testovaci analyzy dochdzelo ke chvostovani pikd,
objem nastiiku 25 pl, z divodu dosaZzeni vysSich hodnot S/N u pikll analytd neZ pfi niz§im

objemu a piijatelné asymetrickych piku pfi tomto objemu.
5.2 Optimalizace podminek hmotnostni detekce

Pro kroky optimalizace 4.2.1-4.2.3 byla do hmotnostniho spektrometru provedena piima
infuze smésného roztoku standardt estronu, estradiolu, progesteronu, kortizolu a kortikosteronu
0 koncentraci vsech analyti 100 mg/l. Na zakladé reserSe byla zvolena polarita ionizace pro
kazdy analyt. Pfed samotnou optimalizaci byla proméfena hmotnostni spektra iontti prekurzoru
analytd, tato spektra jsou uvedena V piiloze D. Nasledné byly vybrany produktové ionty

S nejintenzivnéjSim signalem. Vybrané hmotnostni ptechody jsou uvedeny v Tab. 10.
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Tab. 10: Hmotnostni pfechody analyta.

Analyt Polarita Hmotnostni pfechod
Estron Negativni 269 — 145
Estradiol Negativni 271 — 145
Progesteron Pozitivni 315 — 297
Kortizol Pozitivni 363 — 327
Kortikosteron Pozitivni 347 — 329
Kortikosteron Negativni 345 — 327

Z vysledki méteni bylo vyhodnoceno, ze z divodu intenzivnéj$iho signalu iontl, bude

kortikosteron dale méten pii negativni polarité ionizace.

5.2.1 Optimalizace nastaveni iontové optiky

Tato optimalizace méla za cil najit na S-Cockach a F-Cockach takové napéti, pti kterém
by bylo dosazeno nejvyssiho celkového proudu iontt na detektoru. Méteni bylo provedeno pro
kazdy analyt. Nejprve bylo provedeno méfeni na S-Cockach vrozsahu 0-70 V. Poté bylo
provedeno méfeni na F-Cockach v rozsahu 5-15 V pii kladné anebo zaporné hodnoté napéti,
Vv zavislosti na polarité ionizace. Vysledky téchto méfeni jsou uvedeny v pfiloze E. V Tab. 11 je
piehled, pii kterych hodnotach napéti bylo dosazeno nejvétsiho celkového proudu ionti (TIC)
pro dany analyt. Hodnoty napéti na S-Cockach pro estron a kortikosteron se odliSovaly od
zbylych tii analytli, ovS§em vzhledem k tomu, Ze i tyto dva analyty mély témét maximum TIC pii
napéti 65V, bylo rozhodnuto, zvolit tuto hodnotu napéti na S-Cockach pro méfeni vSech
analytd. Obdobné bylo zvoleno napéti na F-Cockach 7,0 V, kdy pfi této hodnoté dosahovaly
témef maxima TIC vSechny analyty métené pii negativnim modu ionizace. Napéti -7,0 V bylo
zvoleno pro analyty méfené pii pozitivnim moédu, také z diivodu témét dosdhnuti maxima TIC

pfi této hodnoté u obou analyti.
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Tab. 11: Hodnoty napéti na S-CoCkach a F-CoCkach, pii kterych byl nejvyssi celkovy

iontovy proud.

Analyt Napéti na S-Cockach [V] Napéti na F-Cockach [V]
Estron 68 7,0
Estradiol 65 7,3
Progesteron 65 -7,2
Kortizol 65 -7,0
Kortikosteron 68 6,6

5.2.2 Optimalizace podminek elektrospreje

Cilem této optimalizace bylo najit vhodné napéti na kapilate a takovy pritok zmlZzovacich

plynt, které by poskytovaly stabilni signal analytti o CO nejvétsi intenzité. Pii testovani byly

nastaveny tfi hodnoty napéti na kapilafe (2,0 kV, 2,5kV a 3,0 kV) a posuzovala se stiedni

hodnota plochy pika analytt pii jednotlivych hodnotach napéti. Vysledky méfeni pii pozitivnim

modu jsou shrnuty v grafu na Obr. 12, primarni data jsou uvedena v piiloze F.
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6000000 A
4000000 H
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2,0 2,5

Progesteron
B Kortikosteron
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Napéti kapilary [kV]

Obr. 12: Stfedni hodnota plochy pikii progesteronu, kortikosteronu a kortizolu pii

pozitivnim médu a napéti kapilary 2,0 kV, 2,5 kV a 3,0 kV.

Napéti na kapiladfe mélo naprosto minimalni vliv na hodnotu plochy piku progesteronu,

ovsem se zvySujicim Se napétim se zvySovaly i plochy pikt kortikosteronu a kortizolu
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anejvysSich hodnot bylo dosazeno pti napéti 3,0 kV, kdy byl také signal vSech analytd
nejstabilnéjsi. Dale bylo provedeno méfeni pii negativnim modu, vysledky jsou shrnuty v grafu

na Obr. 13, primarni data jsou uvedeny v piiloze F.
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Obr. 13: Stfedni hodnota plochy pikt estronu, estradiolu a kortikosteronu pii negativnim

modu a napéti kapilary 2,0 kV, 2,5kV a 3,0 kV.

Napéti na kapilafre mélo pfi negativnim moddu vyrazny vliv na plochu pikli analytd,
pficemz nejvyssich hodnot bylo dosazeno pii napéti 3,0 KV. Pro pouziti pii dalSich métenich
bylo zvoleno napéti na kapilaie 3,0 kV, z divodu nejvyssich hodnot plochy piku danych analytt
pii pozitivnim i negativnim moédu a stabilniho signalu.

Pro vyhodnoceni vhodnosti ur¢itého pritoku zmlzovacich plyni byla opét posuzovana
stitedni hodnota plochy piku daného analytu. Byly testovany tfi typy nastaveni pritoku hlavniho
zmlzovaciho plynu ku pomocnému zmlzovaciho plynu, jednalo se o hodnoty 45/15, 60/20
a70/20. Nicmén¢ posledni nastavené hodnoty 70/20 nebylo redlné dosazeno, pfistrojové
vybaveni umozZnilo dosdhnout maximalniho pritoku zmlzovacich plynt 67/20. Vysledky méfeni
jsou shrnuty v grafu na Obr. 14 pro pozitivni mod a na Obr. 15 pro negativni méd, primarni data

jsou uvedena v priloze F.
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Obr. 14: Stfedni hodnota plochy pik progesteronu, kortikosteronu a kortizolu, méfeno

pfi pozitivnim moédu a pritoku zmlzovacich plyni 45/15, 60/20 a 67/20.
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Obr. 15: Stfedni hodnota plochy pikd estronu, estradiolu a kortikosteronu, méfeno pii

negativnim maddu a pritoku zmlZovacich plyna 45/15, 60/20 a 67/20.

Prtitok zmlzovacich plyni mél minimalni vliv na stfedni hodnotu plochy pikii analytl pii
pozitivnim médu. AvSak byl pozorovan vyznamny vliv pii negativnim modu, kdy pfi pritoku
45/15 mély plochy pikd vyrazné niz§i hodnoty nez pfti pritoku 60/20. Plochy pikl byly shodné
pii pritoku 60/20 a 67/20. Z divodu stabilngjsiho pritoku plynt pii nastaveni 60/20, bylo toto

nastaveni pouzivano pro dalsi méfeni.
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5.2.3 Optimalizace kolizni energie

Cilem této optimalizace bylo najit takovou hodnotu kolizni energie pro vybrané
hmotnostni piechody, pii které by mély vybrané produktové ionty nejvétsi intenzitu. Bylo
rozhodnuto, Ze kolizni energie bude méfena jako normalizovana kolizni energic a méfeni
probihalo v rozsahu 0-100 %. V Tab. 12 je ptehled naméfené optimalni normalizované kolizni

energie pro vybrané¢ hmotnostni pfechody. Vysledky tohoto méteni jsou uvedeny v piiloze G.

Tab. 12: Optimalni hodnoty normalizované kolizni energie pro vybrané hmotnostni

prechody.
Hmotnostni pfechod Normalizovana kolizni energie [%]
269 — 145 34
271 — 145 33
315 — 297 33
363 — 327 25
345 — 327 25

5.2.4 Vliv mobilni faze na ionizaci

V této optimalizaci byl zkouman vliv MF-A na ionizaci. Cilem bylo najit co nejvhodné;si
slozeni MF-A, které by co nejvice zvySilo ionizaci analytli, tedy aby analyty mély co
nejintenzivngj§i signal a co nejvyssi pomér signalu ku Sumu (S/N). Byly zkoumany tfi rtizné
typy MF-A, jednalo o vodny roztok fluoridu amonného o koncentracich 0,1 mmol/l, 1 mmol/I
a 10 mmol/l, dale 0,1% roztok kyseliny mravenéi a ¢ista deionizovana voda. Voda byla zvolena
pro ovéfeni, zda i velmi nizka koncentrace fluoridu amonného ma vyznamny vliv na ionizaci
analyt. Pro ucely tohoto méfeni byl pouzivan smésny roztok standardii analyti o koncentraci
kazdého analytu 1 pg/l. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tab. 13, hodnota ,/“ v Tab. 13
znamend, 7e signdl analytu byl na urovni Sumu zdkladni linie a ztoho divodu neslo

identifikovat a popsat urcité piky.
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Tab. 13: Zkoumani vlivu slozeni MF-A na ionizaci analyta.

MF-A: 0,1 mM NH4F MF-A: 1 mM NH4F

Analyt | S/N P]!)(i)li:a ‘;{f(‘;a Analyt | SIN P;)?ﬁ:a Vy3ka piku
Estron 7 1857 598 | Estron 10 1896 577
Estradiol 3 639 145 Estradiol 3 411 131
Progesteron 21 28980 8790 | Progesteron 14 21480 6772
Kortizol 112 22622 7469 | Kortizol 83 13459 4493
Kortikosteron 88 50538 11110 | Kortikosteron 133 45316 9867

MF-A: 10 mM NH.F MF-A: 0,1% HCOOH

Analyt | S/N Pl'fl,’l‘z:a ‘;{f(‘l‘f Analyt | S/N P[I)Cl')l((::a Vy3ka piku
Estron / / / Estron / / /
Estradiol / / / Estradiol / / /
Progesteron 8 24799 7491 | Progesteron 4 33710 9719
Kortizol 21 5317 1668 | Kortizol 105 14874 4963
Kortikosteron 33 16690 3459 | Kortikosteron / / /

MFE-A: voda
Plocha Vyska

Analyt SI'N piku p);ku
Estron / / /
Estradiol / / /
Progesteron 32 26595 8132
Kortizol 41 22525 41
Kortikosteron 106 20718 4623

Bylo zjisténo, Ze 0,1% kyselina mravenc¢i by byla vhodna pouze ke méteni kortizolu, kdy
V porovnani s ostatnimi typy MF-A dosahovala vyska piku a S/N pomémé vysokych hodnot.
Jedinym dal§im analytem, jehoz pik bylo mozné jasn¢ odlisit od Sumu, byl progesteron. Z toho
divodu byla 0,1% kyselina mravenc¢i vyhodnocena jako nevhodnd pro métfeni zdjmovych
analytt. Pomérné piekvapivych vysledkt bylo dosahnutu pti pouziti vody jako MF-A, kdy mély
piky progesteronu a kortikosteronu vysoké hodnoty S/N ve srovnani s ostatnimi typy MF-A
a také kortizol mél pomérné vyrazny pik. OvSem piky estronu a estradiolu opét nebylo mozné
jasné odlisit od Sumu. Mimoto koncentrace fluoridu amonného 10 mmol/l se ukazala jako
nevhodnd, nebot’ signdl nékterych hormont byl na urovni Sumu a u ostatnich analytl byly
pomérné nizké hodnoty S/N. Nicméné nejlepSich vysledkt bylo dosazeno pii koncentraci
fluoridu amonného 0,1 mmol/l a 1 mmol/l, kdy byly pomémé vysoké hodnoty S/N, plochy

a vysky pikt. Pro dalsi pouziti byla zvolena MF-A o koncentraci fluoridu amonného 0,1 mmol/I,
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s ohledem na pomérné vysoké hodnoty S/N u vétSiny analyti a nejvétsi hodnoty ploch pika

u vSech analyti.

525 Prehled metody po optimalizaci chromatografické separace

a hmotnostni detekce
Podle vysledkii a zjisténi ziskanych béhem optimalizace, bylo upravené nastaveni
a podminky chromatografické separace a hmotnostni detekce. Konecny souhrn téchto podminek
je uveden v nasledujicim piehledu. V pfiloze H jsou uvedeny chromatogramy jednotlivych

analytl po optimalizaci.

Podminky chromatografické separace:

e Chromatograficka kolona: Kinetex EVO C18 (150 x 3,0 mm; 2,6 um) S plné
kompatibilni pfedkolonou
e Objem nastiiku: 25 pl
e Teplota kolonového prostoru: 35 °C
e Prutok mobilni faze: 0,5 ml/min
e Mobilni faze: MF-A: 0,1 mM NH4F v deionizované vodé
MF-B: 100% acetonitril
e Gradient: typ gradientu: linearni; 0 min (30 % MF-B); 7 min (80 % MF-B);
7,5-12 min (30 % MF-B)
100

80 A

60 A

MF-B [%]

o

0 2 4 6 8 10 12
Retencni ¢as [min]

Obr. 16: Gradientovy program pro analyzu standarda.
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e (Gradient pro analyzu redlnych vzorka: typ gradientu: linearni;
0 min (30 % MF-B); 7 min (80 % MF-B); 7,5-11,5 min (100 % MF-B);
12-17 min (30 % MF-B)

100 -

80 A

[*2]
o
1

MF-B [%]
D
o

N
o
1

(@)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Retencni ¢as [min]

Obr. 17: Gradientovy program pro analyzu realnych vzorkda.

Podminky hmotnostni detekce:

e lontovy zdroj: ESI

e Teplota iontového zdroje: 350 °C

e Teplota kapilary: 350 °C

e Pritok hlavniho zmlZzovaciho plynu: 60 arb

e Pratok pomocného zmlZzovaciho plynu: 20 arb

e Napéti na kapilare: 3,0 kV

e Napéti na S-cockach: 65 V

e Napéti na F-Cockach: 7,0 V (negativni polarita ionizace)
-7,0 V (pozitivni polarita ionizace)

e Analyt, polarita ionizace, ion prekurzoru — produktovy ion [m/z], normalizovana

kolizni energie [%]:

o Estron negativni 269 — 145 34
o Estradiol negativni 271 — 145 33
o Progesteron pozitivni 315 — 297 33
o Kortizol pozitivni 363 — 327 25
o Kortikosteron negativni 345 — 327 25
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e Typ skenu: hmotnostni spektrum produktovych iontd zvybraného iontu
prekurzoru (Full Scan MS/MS)
e Maximalni doba plnéni iontové pasti: 200 ms

e Pocet mikroskenu: 1

5.3 Validace analytické metody

Poté, co byla metoda optimalizovana, bylo piikro¢eno k jeji validaci, ktera byla provedena
na modelu kalibraéni kiivky. Nejprve probéhla méfeni, ktera urcila rozsah metody pro kazdy
analyt. Nasledné¢ byla vtomto rozsahu pro vSechny analyty zhodnocena linearita, piesnost,

spravnost a mez stanovitelnosti.

5.3.1 Linearita

Linearita byla vyhodnocena na zakladé¢ pozadavki publikace [36]. Pracovni rozsah
metody, pro ktery byla hodnocena linearita, je U jednotlivych analytd rtzny, proto jsou

v Tab. 14 uvedeny konkrétni pracovni rozsahy pro dané analyty.

Tab. 14: Pracovni rozsah metody pro jednotlivé analyty.

Analyt Pracovni rozsah [pg/l]
Estron 0,100-1,000
Estradiol 0,500-2,000
Progesteron 0,500-2,000
Kortizol 0,050-1,000
Kortikosteron 0,050-1,000

Dulezitym prvkem pro popis linearity je rovnice kalibracni ktivky, uvedena je jako
rovnice (3).

y=kx+q (3)
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Kde y je pomér plochy piku standardu ku plose piku vnitiniho standardu, X je koncentrace
standardu, kje smérnice kalibraéni kiivky a ¢ je intercept kalibra¢ni kiivky. Parametry
popisujici kalibra¢ni kiivku a jeji linearitu jsou uvedeny v Tab. 15 a byly vypocéteny v programu
Effichem.

Tab. 15: Valida¢ni parametry tykajici se linearity.

Analyt Smérnice Intercept Korelaéni koeficient QC koeficient [%0]
Estron 0,1139 -0,0013 0,9965 4,86
Estradiol 0,0692 0,0101 0,9919 4,96
Progesteron 0,0841 -0,0007 0,9959 3,97
Kortizol 0,1483 -0,0007 0,9983 4,07
Kortikosteron 0,2451 0,0006 0,9996 1,91

Podle publikace [37] je linearita povaZovana za prokazanou, pokud je korelaéni koeficient
vyssi jak 0,9900 a QC koeficient je nizsi jak 5%. Vypoctené hodnoty korela¢niho a QC
koeficientu spliuji tato kritéria, linearita metody tedy byla prokdzana v daném rozsahu

pro vsechny analyty.

5.3.2 Spravnost a presnost

Spravnost metody byla vyhodnocena jako jeji vytéznost. Piesnost metody byla
vyhodnocena jako opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky. Tyto dva validacni
parametry byly hodnoceny podle kritérii ptijatelnosti v publikaci [38], kdy pro koncentrace
analytd v fadu jednotek ppb je tfeba dosahnout spravnosti metody v rozsahu 40-120 %
a presnosti do 30 %. Vypocétené validacni parametry spravnosti a pfesnosti jsou uvedeny v Tab.
16 pro kazdy z analytd a pro kazdou koncentraci kalibracnich bodl. Pro kazdy kalibra¢ni bod
byla provedena tii nezavisla opakovani.

Jak lze vycist z dat v Tab. 16, pozadovanym kritériim na spravnost a ptesnost vyhovovaly

vSechny hodnoty. U metody tedy byla prokazana piijatelna spravnost a piesnost.
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Tab. 16: Valida¢ni parametry spravnost a piesnost.

38

Estron Estradiol Progesteron
Koncentrace Spravnost | Koncentrace  Spravnost| Koncentrace Spravnost
analytu [pg/1] [%] analytu [pg/l1] [%0] analytu [pg/l] [%0]
0,100 111 0,500 100 0,500 98
0,250 104 0,750 103 0,750 105
0,375 97 1,000 97 1,000 94
0,500 99 1,250 98 1,250 102
0,625 98 1,500 103 1,500 99
0,750 99 2,000 99 2,000 99
1,000 102

Koncentrace Presnost Koncentrace  Ptesnost | Koncentrace Presnost

analytu [ug/1] [%6] analytu [ug/1] [%] analytu [pg/1] [%]
0,100 1,0 0,500 7,0 0,500 8,2
0,250 3,6 0,750 1,1 0,750 4,1
0,375 2,5 1,000 6,3 1,000 4,5
0,500 5,3 1,250 3,1 1,250 3,8
0,625 6,8 1,500 6,9 1,500 2,0
0,750 1,5 2,000 54 2,000 1,3
1,000 4,2

Kortizol Kortikosteron
Koncentrace Spravnost | Koncentrace  Spravnost
analytu [ug/1] [%] analytu [ug/1] [%]

0,050 109 0,050 106
0,100 108 0,100 103
0,250 101 0,250 100
0,375 97 0,375 99
0,500 97 0,500 99
0,625 99 0,625 100
0,750 103 0,750 100
1,000 100 1,000 100
Koncentrace Ptesnost Koncentrace  Ptesnost
analytu [ug/1] [%6] analytu [ug/1] [%]
0,050 11,4 0,050 1,1
0,100 3,2 0,100 1,7
0,250 3,6 0,250 1,3
0,375 8,4 0,375 0,9
0,500 3,7 0,500 2,8
0,625 2,5 0,625 2,9
0,750 1,0 0,750 1,2
1,000 2,5 1,000 1,2




5.3.3 Rozsah metody

Z vysledkti posuzovani linearity, spravnosti a piesnosti, bylo vyhodnoceno, ze metoda

poskytuje vysledky s pfijatelnou spravnosti a presnosti pro kazdy analyt v rozsahu dle Tab. 14.

5.3.4 Mez stanovitelnosti

Meze stanovitelnosti byly uréeny na zakladé pozadavku publikace [36], tak aby pii urcité
koncentraci analytu byl pomér signalu ku Sumu alespon deset. Jednotlivé meze stanovitelnosti
pro dané analyty jsou uvedeny v Tab. 17 a pro ptehledné&jsi porovnani s pracemi v Tab. 1 je

koncentrace uvedena také v pg/ml.

Tab. 17: Meze stanovitelnosti.

Analyt Estradiol Progesteron Estron | Kortizol | Kortikosteron

Mez stanovitelnosti

[pg/ml]

500 500 100 50 50

V porovnani s pracemi uvedenymi v Tab. 1 bylo dosazeno vys$si meze stanovitelnosti,
radove desetkrat az stokrat, pro estron, estradiol a progesteron. Nicméné¢ se podatilo dosahnout

vice jak dvakrat niz8i meze stanovitelnosti pro kortizol a kortikosteron nez v praci [32].

5.4 Validace metody pro pouziti na realné vzorky trusu

Vhodnost metody pro méfeni zajmovych analytd bylo nutné validovat i pro méfeni
realnych vzorkl. Pro tuto potfebu byly pfipraveny spikované vzorky, tedy vzorky obohacené
0 dané mnozstvi jednotlivych analyti. Vzorky byly pfipraveny ze zfedéného extraktu vzorku,
jednalo o fedéni 10%, 50% a 100x. Kazdy vzorek byl zméten ve tiech nezavislych opakovanich.
Na zakladé vysledku analyzy bylo zjisténo, Ze u méné ziedénych vzorkda je ptilis vysoka uroven
Sumu nebo nebylo mozné piky identifikovat, pravdépodobné z diivodu vysokych matri¢nich
efekttl, a u nekterych typt fedéni jsou koncentrace daného analytu mimo rozsah metody. Proto
pro vyhodnoceni validace byla vypoétena spravnost a ptesnost jen u vybranych typt fedéni,

vysledky jsou uvedeny v Tab. 18.
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Tab. 18: Spravnost a piesnost u realnych vzorkd.

Analyt Redéni Ocekavana Namérena Spravnost | Piesnost

vzorku | koncentrace [ug/l] | koncentrace [ug/l] [%6] [%%6]
1,000 0,970

Estron 100 x 1,000 0,931 97 40
1,000 1,008
1,500 1,434

Estradiol 50 x 1,500 1,402 92 41
1,500 1,325
2,000 1,928

Progesteron 10 x 2,000 1,741 92 51
2,000 1,845
0,500 0,562

Kortizol 100 x 0,500 0,562 113 0,4
0,500 0,566
0,500 0,571

Kortizol 50 x 0,500 0,530 111 3,9
0,500 0,563
0,500 0,727

Kortizol 10 x 0,500 0,692 145 41
0,500 0,751
0,500 0,527

Kortikosteron| 100 x 0,500 0,513 104 15
0,500 0,525
0,500 0,544

Kortikosteron| 50 x 0,500 0,525 108 2,4
0,500 0,550

Prijatelnd spravnost a piesnost dle kritérii publikace [38] byly zjistény u vSech analytd
a miry fedéni vzorku, vyjma 10 x zfedéného vzorku kortizolu, kdy méfeni bylo sice pfesné,

ovSem nespravné a tedy nevyhovujici.
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5.5 Vysledky analyz vzorki trusu

Obsah analytd ve vzorku bylo mozné stanovit pouze u estronu, estradiolu a progesteronu.
U kortizolu a kortikosteronu byly naméiené hodnoty pod mezi stanovitelnosti. Obsah analytti ve
vzorku byl vypocten metodou vnitiniho standardu. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 19 ato jako
stitedni hodnota &+ 2 x smérodatna odchylka. Jednalo se 0 vzorek trusu samice hyeny ¢abrakové
Jubari ze Zoo Praha.

Tab. 19: Obsah estronu, estradiolu a progesteronu ve vzorku trusu.

Analyt Obsah analytu ve vzorku trusu [ng/g]
Estron 482 +22
Estradiol 178 £36
Progesteron 93 +£12

Bylo zjisténo, ze obsah analytii se v 1 g vzorku pohybuje fddové ve vysSich desitkach az

nizsich stovkach ng.
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6 Zavér

Teoreticka Cast se zabyvala vyznamem monitoringu hormont, dale zde byla shrnuta
hormonalni regulace reproduk¢niho systému a vliv stresu na reprodukci. Také byla popsana
struktura a vlastnosti steroidii, hormony vhodné pro sledovani reproduk¢énich funkei, vyhody
a nevyhody invazivniho a neinvazivniho odbéru vzorkt. Na konci teoretické ¢asti byly popsany
vyhody a nevyhody analyzy steroidnich hormoni pomoci imunochemickych metod
a kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci a bylo porovnano nékolik praci zabyvajicich
se stanovenim vybranych steroidnich hormoni pomoci LC/MS.

Prakticka c¢ast se zabyvala optimalizaci avalidaci analytické metody. V ramci
optimalizace chromatografické separace byl upraven objem nastfiku a celkova doba analyzy.
Pro zlepseni hmotnostni detekce byly optimalizovany hodnoty kolizni energie hmotnostnich
pfechodl analytl, napéti na S-Cockach a F-Cockach, pritok a pomér hlavniho a pomocného
zmlzovaciho plynu, napéti na kapilafe a také se testoval vliv fluoridu amonného a kyseliny
mravenc¢i na ionizaci analytd. Metoda byla uspésné validovana v rozsahu 0,500-2,000 ug/l pro
estradiol a progesteron, v rozsahu 0,100-1,000 ug/l pro estron a v rozsahu 0,050-1,000 pro
kortizol a kortikosteron. Dale byla ovéfena spravnost a piesnost metody pii pouziti na realnych
vzorcich trusu a také bylo zjiSténo, Ze koncentrace estronu, estradiolu a progesteronu se
ve vzorku trusu pohybuje fadové ve vysSich desitkach az stovkach ng na 1 g vzorku. Z divodu
pfiliS nizké odezvy a vysokych matri¢nich efektu nebylo mozné touto metodou stanovit kortizol
a kortikosteron.

Metoda vyvinuta v této praci umoznuje stanovovat estron, estradiol a progesteron v trusu.
Na vysledky této prace také navéazala kolegyné Klara Svihovcova svou jiz publikovanou
bakalaiskou praci, kde se zabyvala vlivem jiného typu ionizace (APCI namisto ESI)

na stanoveni zajmovych analytl a také extrakci analytd z trusu pomoci SPE.
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8 Seznam symboli a zkratek

A Faktor asymetrie

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Arb Arbitrarni jednotka

B Kortikosteron

C18 Oktadecylsilikagel

El Estron

E2 Estradiol

ESI lonizace elektrosprejem

F Kortizol

FSH Folikuly stimulujici hormon
GnRH Gonadotropiny uvoliiyjici hormon
IS Vnitini standard

k Smérnice kalibracni kiivky
LC Kapalinova chromatografie
LH Luteiniza¢ni hormon

m/z Pomér hmotnosti ku naboji
MF Mobilni faze

MF-A Mobilni faze A

MF-B Mobilni tize B

MS hmotnostni spektrometrie
NF Pik nebyl identifikovan

P4 Progesteron

PTFE Polytetrafluorethylen

q Intercept

QqQ Trojity kvadrupol

R Rozliseni

S/N pomeér signalu ku Sumu
SPE Extrakce na tuhou fazi

ST Standard

TIC Celkovy iontovy proud
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R Retencni ¢as

\Y/4 Vzorek
Wy prumérna Sitka piku pii gradientové eluci pii jeho zakladné
9
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9 PFilohy

9.1 Priloha A

Tab. 20: Primarni data k vypoctu rozliseni.

Analyt tr [Min] Sifka piku
[min]

Kortizol 2,88 0,14

Kortikosteron 3,74 0,12

Estradiol 4,66 0,13

Estron 5,14 0,12

Progesteron 6,66 0,15

Tab. 21: Hodnoty rozliSeni mezi jednotlivymi analyty.

RozliSeni mezi piky

R

Kortizol-Kortikosteron

6,5

Kortikosteron—Estradiol

7,0

Estradiol-Estron

3,6

Estron—Progesteron

115

9.2 Priloha B

Tab. 22: Primarni data a hodnoty faktoru asymetrie.

Analyt

Retenéni ¢as

Retenéni ¢as ve

vzestupné Casti piku

Retencni ¢as v sestupné
¢asti piku v 5 % jeho

[min] | | 5 9 jeho vysky[min] vysky [min]
Kortizol 2,88 2,83 2,95 1,40
Kortikosteron 3,74 3,69 3,80 1,20
Estradiol 4,66 4,61 4,73 1,40
Estron 5,14 5,09 5,20 1,20
Progesteron 6,66 6,61 6,73 1,40
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9.3 Priloha C

Tab. 23: Primarni data pro vypocet faktoru asymetrie, optimalizace objemu nastiiku.

Objem

Retenéni ¢as

Retenc¢ni ¢as v

nastriku: Reten¢ni vev \'/Z(?Stl;lpné sesrtupné casti
koncen tra,ce Analyt éz!s casti p_lku piku v 5 % A
o [min] v 5 % jeho jeho vySky
analytu r . .
vy$ky [min] [min]
Kortizol 2,88 2,83 2,94 1,20
' Kortikosteron 3,71 3,65 3,78 1,17
1100 Jg;l Estradiol 4,62 4,58 4,67 1,25
Estron 5,09 5,05 5,14 1,25
Progesteron 6,59 6,54 6,65 1,20
Kortizol 2,88 2,83 2,95 1,4
Kortikosteron 3,7 3,65 3,77 1,4
10 ul; 1 pg/1 | Estradiol / / / /
Estron / / / /
Progesteron 6,58 6,55 6,62 1,33
Kortizol 2,89 2,84 2,96 1,40
' Kortikosteron 3,72 3,66 3,79 1,17
" :Lglh Estradiol 4,63 4,58 4,69 1,20
Estron 5,10 5,05 5,16 1,20
Progesteron 6,59 6,54 6,66 1,40
Kortizol 2,89 2,84 2,96 1,40
Kortikosteron 3,71 3,65 3,79 1,33
25 ul; 1 pg/1 | Estradiol / / / /
Estron 5,09 5,05 5,14 1,25
Progesteron 6,59 6,54 6,65 1,20
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9.4 Priloha D

Standard_corti-B_MS2profile_negative #1 RT- 0.00 AV-1 NL 2.50E6
F: ITMS - p ESI Full ms2 345 20@cid35.00 [95.00-400.00]
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum kortikosteronu, negativni mod ionizace.
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Standard_corti-B_MS2profile_positive #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 1.46E6
F: ITMS + p ESI Full ms2 347 20@cid35.00 [95.00-400.00]
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Obr. 19: Hmotnostni spektrum kortikosteronu, pozitivni mod ionizace.
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Standard_cortisol-F_MS2profile_positive #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 7.92E5
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum kortizolu, pozitivni mod ionizace.
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Standard_estone_MS2profile_negative #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 4.91E5 ©
F: ITMS - p ESI Full ms2 269 20@cid35.00 [70.00-400.00]
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Obr. 21: Hmotnostni spektrum estronu, negativni méd ionizace.
Standard_estradiol_MS2profile_negative #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 3.74E5 ]
F: ITMS - p ESI Fullms2 271.20@cid35.00 [70.00-400.00]
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum estradiolu, negativni mod ionizace.
Standard_proge-P4_MS2profile_positive #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 1.59E6 @
F: ITMS + p ESI Fullms2 315.20@cid35.00 [85.00-400.00]
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Obr. 23: Hmotnostni spektrum progesteronu, pozitivni mod ionizace.
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9.5 Priloha E
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Obr. 24: Optimalizace napéti na S-¢oc¢kach pro estradiol.
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Obr. 25: Optimalizace napéti na S-¢ockach pro estron.
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Adjusting S-LENS RF Am plitude

19000000 68V

18000000
17000000
16000000
15000000
14000000
13000000
12000000
11000000

10000000

TIC

5000000

8000000

7000000

6000000

5000000

4000000

3000000

2000000

1000000

L L B I B B T 11
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Lens Potential (V)

Obr. 26: Optimalizace napé&ti na S-¢oc¢kach pro kortikosteron, negativni mod ionizace.

55



52000000
§0000000
58000000
56000000
54000000
52000000
50000000
48000000
46000000
44000000
42000000
40000000
38000000
36000000
34000000

232000000
30000000
23000000
26000000
24000000
22000000
20000000
18000000
16000000
14000000
12000000
10000000

8000000
£000000
4000000
20000007

Adjusting S-LENS RF Am plitude

60V

L e e e e e e e e B B T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 43 50 55
Lens Potential (V)

Obr. 27: Optimalizace napéti na S-Cockach pro kortikosteron, pozitivni mod ionizace.
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Adjusting S-LENS RF Am plitude
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Obr. 28: Optimalizace napé&ti na S-Cockach pro progesteron.
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Adjusting S-LENS RF Am plitude
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Obr. 29: Optimalizace napéti na S-¢oc¢kach pro kortizol.
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Adjusting Front Lens
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Obr. 30: Optimalizace napéti na F-Co¢kach pro kortizol.

59



Adjusting Front Lens
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Obr. 31: Optimalizace napéti na F-¢ockach pro estron.
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Adjusting Front Lens
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Obr. 32: Optimalizace napéti na F-Cockach pro kortikosteron, negativni mod ionizace.
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Adjusting Front Lens
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Obr. 33: Optimalizace napéti na F-Cockach pro estradiol.
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Obr. 34: Optimalizace napéti na F-Cockach pro progesteron.
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9.6 Priloha F

Tuning Manualy
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Obr. 35: Optimalizace napéti na kapilare, pozitivni méd ionizace.
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Tuning Manually
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Obr. 36: Optimalizace napéti na kapilate, negativni mod.
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Obr. 37: Optimalizace pratoku hlavniho a pomocného zmlzovaciho plynu, pozitivni mod

ionizace.
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Tuning Manualty
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Obr. 38: Optimalizace pritoku hlavniho a pomocného zmlzovaciho plynu, negativni mod

ionizace.
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9.7 Priloha G

Optimizing Collis icn Energy
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Obr. 39: Optimalizace kolizni energie pro hmotnostni pfechod 271—145.
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Obr. 40: Optimalizace kolizni energie pro hmotnostni pfechod 345—327.
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Obr. 41: Optimalizace kolizni energie pro hmotnostni ptechod 269—145.
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Obr. 42: Optimalizace kolizni energie pro hmotnostni ptfechod 315—297.
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Obr. 43: Optimalizace kolizni energie pro hmotnostni ptechod 363—327.
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Obr. 44: Extrahovany iontovy chromatogram vybraného produktového iontu kortizolu.
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Obr. 45: Extrahovany iontovy chromatogram vybraného produktového iontu kortikosteronu.
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Obr. 46: Extrahovany iontovy chromatogram vybraného produktového iontu estradiolu.
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Obr. 47: Extrahovany iontovy chromatogram vybraného produktového iontu estronu.
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Obr. 48: Extrahovany iontovy chromatogram vybrané¢ho produktového iontu progesteronu.
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