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1. Uvod

Hormonalni kontraceptiva jsou aromatické organické slouceniny, které jsou synteticky
pfipravovany pro ucely Zenské kontracepce (tedy zabranéni oté¢hotnéni), ale také jako 1é€iva
onemocnéni zenského endokrinniho aparatu. Chemicky se jedna o derivaty steranu, potazmo
sterolu. V praxi jsou tyto latky podavany v podobé periodicky uzivanych oralnich tablet,
které se od sebe navzajem li§i obsahem ale i typem ucinné latky. Mezi nejvyznamnéjsi
ucinné latky patfi ethynylestradiol, ktery je v mnoha konkrétnich pfipravcich stalou slozkou,
ke které se nasledné piidavaji dalsi ucinné latky, které se mohou raznit pfipravek od

ptipravku.

SkuteCnost, Zze se hormonalni kontraceptiva v poslednich letech vlivem rustu
populace a stale se zvySujici miry urbanizace dostavaji do povrchovych vod (a tim 1 do
zivotniho prostiedi) ve stale vétSich a vétSich koncentracich vedla k tomu, ze se
kontraceptiva v poslednich letech stala pomérné exponovanou skupinou latek ve védecké
sfére. Diky své hormonalni povaze se totiz tyto latky fadi do skupiny polutantt
nebezpecnych pro zivotni prostiedi, které se vyznacuji svym potencidlem pro rozvraceni
endokrinnich procest zivo€icht i ¢lovéka. Z toho divodu se v publikovanych pracich ve
stale vét§im mefitku objevuje snaha vyvinout dostatecné citlivé a spolehlivé analytické
metody pro jejich detekci. Kromé toho se rovnéz objevuji snahy a iniciativy pro zlepSeni
kvality Cisticek odpadnich vod, a tim padem co mozna nejvice zamezit vstupu téchto

polutant do povrchovych vod.

Cilem této prace je vytvorit zakladni piehled o této problematice a vytvorit nahled
do jeji stale se zvySujici zavaznosti — a to jak z hlediska popisu konkrétnich latek a jejich
rizik, tak z hlediska metod, které jsou pouzivany k jejich analyzam, a to vCetné€ principu
funkce nekterych z nich. Dalsim cilem této prace je vyvoj a optimalizace vlastni analytické
metody s vyuzitim plynové chromatografie kombinované standemovou hmotnostni

spektrometrii, a to s pfihlédnutim k jiz existujicim postuptm.
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2. Teoreticka cast

2.1. Kontracepce

2.1.1. Historie kontracepce

Kontracepce a obecné pak samotni prevence poceti, ¢i kontrola plodnosti byla
v ruznych formach v lidském povédomi jiz od davnych ¢ast velkych myslitelt starovékého
Egypta, Rima, & antického Recka. Odtud jsou pak dochovany nejstarsi spisy téchto, na

dnesni dobu, mnohdy primitivnich a nefunk¢nich metod ¢i zptsobt.

Tyto metody pak anticti u€enci rozdélovali do tii hlavnich kategorii — metody tehdy
raciondlni (pozdé&ji prokazané, jako nefunkcni), raciondlni s nejistou ucinnosti
a neraciondlni, mezi které patfily prevazné domnélé, mezi prostymi lidmi Sifené ,rady*.
Mezi jednu z téchto prastarych metod, ktera byla mimo jiné popséana i v samotné Bibli, se
fadi také dodnes praktikovany prerusovany sex neboli coitus interruptus, ktery je zalozeny
na jednoduché uvaze o vyjmuti penisu z pochvy jest€¢ pred ejakulaci. Tento zpusob
kontracepce je ale z fyziologickych diivodu jen Castecné efektivni, jelikoz pred samotnou
,hlavni® ejakulaci dochazi jesté k vyluCovani tzv. preejakulatu, ktery také mize v malém
mnozstvi obsahovat spermie. Mira neuspésnosti tohoto zptisobu kontracepce je ale i presto
v idealnich podminkach statisticky jen o zhruba procento vyssi, nez je tomu u muzskych
kondomt — tj. 3 % u kondomu a 4 % u preruSovaného sexu. Na tuto statistiku je ale nutno
nahlizet s jistym nadhledem, jelikoz popisuje pouze idealni miru, ktera se mize pomérné
znaéne lisit od praxe. I kvuli tomu se, i pfes tento na pohled maly rozdil, tato metoda

neoznacuje za spolehlivou metodu a neni povazovana za efektivni. [1-3]

V dne$nim svété je ale k dispozici velké a pomérné rozmanité mnozstvi metod
kontracepce, které vychazeji z mnoha riznych filozofii a nabyvaji riznych ucinnosti. Mimo
to pak ale také pomérné dobfe pokryvaji individualni potfeby jednotlivych pacientt
a pacientek. I tak je ale iCinnost vSech téchto metod z vétSiny zavisla na schopnosti lidi, ktefi
je vyuzivaji, pfesné dodrzovat veskera pravidla a nalezitosti, které jsou pro danou metodu
klitova. Zadna metoda kontracepce totiz neni dokonald a nezabrani téhotenstvi ze
100 % — 1 proto se potom v odborné literatute rozliSuji statistiky pro typické a idealni pouziti

jednotlivych metod. [4]
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2.2. Oralni kontraceptiva

Jako oralni kontraceptiva jsou oznaovana léciva slouzici primarné k prechodné ztraté
plodnosti Zeny, a tim k prevenci poceti (kontracepcti). [5, 6] Jedna se o periodicky uzivané,
peroralni tablety, jejichz ucinnou latkou jsou obvykle malé davky syntetickych zenskych
pohlavnich  hormont tlumicich ovulaci, zcehoz se odvozuje jejich dalsi
oznaCeni — hormonalni kontraceptiva. Kromé tlumeni ovulace ale tyto hormony také
CasteCné preruSuji Cinnost délozni sliznice (endometria), ktera v rané fazi téhotenstvi
umoziuje uchyceni zarodku a napomaha s tvorbou placenty. Preruseni téchto pochodi pak

dale napomaha s kontraceptivni u€innosti oralnich kontraceptiv. [5-7]

Mezi pouzivané hormony se pak tfadi hlavné estrogeny, které se v konkrétnich
ptipravcich vyskytuji bud’ samostatné, anebo v kombinaci (tzv. kombinovana oralni
kontraceptiva) s né¢jakym dal§im hormonem ze skupiny progestinii. Mezi nejpouzivanéjsi
z estrogent patii ethynylestradiol, mezi Casto pouzivané progestiny pak napiiklad gestoden
(GSD). Obe¢ slozky se svymi tc¢inky navzajem dopliiuji, coz je hlavnim divodem, proc se

tato 1éciva pouzivaji pravé v kombinacich. [8—10]

Specialni variantou oralnich kontraceptiv jsou nouzova kontraceptiva, tzv ,,morning-
after pills“, ktera se vyznafuji vysSimi koncentracemi ulinnych latek. Pouzivaji se
v ptipadech, kdy dojde k nechranénému pohlavnimu styku s vysokym rizikem nechténého

otéhotnéni, kterému maji jako posledni moznost zabranit. [4, 6]

Oralni kontraceptiva se ale rovnéz vyuzivaji pro své pozitivni u¢inky na menstruacni
bolesti jako tlumici léCiva, nebo také na zmirnéni akné ¢i jako prevence nékterych

zhoubnych gynekologickych onemocnéni (viz kapitola 2.2.2.). [11]

2.2.1. Historie oralnich kontraceptiv

K vyvoji prvnich oralnich kontraceptiv doSlo v prvni poloving 20. stoleti v ramci
rozvoje vyzkumu endokrinnich procest v lidském téle a spolecné s objevy prvnich hormont
a jejich pusobeni na organismus. V roce 1938 pak byla béhem vyzkumu ucinki estrogenné
aktivnich latek popsana struktura 17a-ethynylestradiolu (EE2), ktera je vyobrazena na

obrazku 1.
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Obrazek 1 — Chemickd struktura 17o-ethynylestradiolu

Kratce pojejim objevu, pti dalSim studiu latek estrogenniho charakteru, byl prokazan
jejich ucinek 1 po peroralnim podani (a ne pouze injekcn¢), coz bylo na svou dobu zcela
nevidané. V roce 1950 pak zacal vyvoj samotnych oralnich kontraceptiv, ktera byla nasledné

uvedena do obéhu kolem roku 1960. [12]

Zpocatku byly pouzivany piipravky, které mély vysoky obsah EE2, dosahujici az ke
150 pg natabletu. Obsah EE2 byl ale v téchto pfipravcich postupné snizovan uz v 70. letech.
S dal§im vyzkumem se vSak zacCaly objevovat dal§i pozitivni t¢inky tablet obsahujicich EE2,
a to pfevazné v kombinacich s jinymi hormony, konkrétné progestiny, jako je napiiklad
drospirenon (viz Obr. 2). Kontraceptiva kterd jej obsahovala, napomahala napftiklad se
snizovanim menstruacnich bolesti a s tvorbou akné. Dodnes se pak tyto piipravky pouzivaji

i zcela vylu¢né pro tyto davody. [12, 13]

Obrazek 2 — Chemickd struktura drospirenonu
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2.2.2. Vedlejsi ucinky oralnich kontraceptiv

Jak jiz bylo zminéno v uvodu kapitoly 2.2., oralni kontraceptiva mohou pomoci
v nich obsazenych hormont ovliviiovat zenské t€lo i v jinych ohledech nez, je kontracepce.
Casto maji za piimy nasledek tlumeni menstruagniho krvaceni, bolesti, ¢ dalsich projevi

menstruace, nebo také stabilizaci menstrua¢niho cyklu samotného. [6]

Jednim z hlavnich pozitivnich nekontracepcnich ucink(i kombinované oralni
antikoncepce je jiz zminované limitovani acme vulgaris, coz je chronické zanétlivé
onemocnéni mazovych zlaz, které se projevuje prevazné u zen v adolescencentnim
veku. [14] Toto onemocnéni je zptisobovano zvysenou tvorbou, a s tim se pojici zvysenou
¢innosti, androgennich latek, ke které muze dochazet napriklad pfi zrychleni jejich
biosyntézy ve vajecnicich nebo nadledvinach. Ve zna¢né mife pak akné souvisi s mnozstvim
volného testosteronu — tedy testosteronu, ktery neni navazan na tzv. sex hormone binding
globulin (SHBG), ktery jej pfi navazani deaktivuje. Tento volny testosteron se spolecné
sjeho dalS§imi derivaty v pfipadé jejich nadbytku projevuje vazbami na androgenni
receptory, coz zpusobuje pravé onemocnéni, jako je acme vulgaris. V piipadé nadbytku
volného testosteronu, je dale jasné, ze jiz nebude dostatek SHBG pro jeho deaktivaci. Lécivy
ucinek oralnich kontraceptiv tedy spociva v limitaci téchto faktord za vyuziti obou
slozek — diky estrogenové slozce se totiz zvySuje syntéza SHBG, coz vede ke snizeni
mnozstvi volného testosteronu, coz ma ve spojeni s antiandrogennimi vlastnostmi
progestinu, které soutézi s testosteronem ve vazbé€ na androgenni receptory, pozitivni efekt
na projevy tohoto onemocnéni. V praxi jsou k tomuto ucelu, obdobné jako pro samotnou
kontracepci, pouzivana oralni kontraceptiva ve formé pravidelné podavanych tablet
obsahujicich kombinovanou antikoncepci, kterd se sklad4a pravé z kombinace estrogenni
slozky (z velké vétSiny ethynylestradiol) a progestinové slozky. V této aplikaci je
ethynylestradiol stabilni sloZkou, zatimco progestiny ¢i jiné podptrné latky jsou promeénlivé

a lisi se pripravek od ptipravku. [13, 15]

Mezi dal§i ,uzitecné“ vedlejsi ucinky oralnich kontraceptiv pak podle
Schindlera [15] patfi také snizeni rizik vzniku rakoviny vajecnikti a cystickych onemocnéni

prsou spolecné s prevenci ¢i 1écbou chudokrevnosti.

Oralni kontraceptiva vsak, tak jako zadna 1éCiva, nejsou bez nevyhod a nezadoucich
ucinki. Mezi jejich nejCastéjsi vedlejsi ucinky patii bolesti hlavy, nevolnost, zvySena

citlivost prsou a v extrémnich pfipadech vznik trombo6z a embolii. Tyto nezadouci vlivy jsou
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spjaty prevazné s estrogenovou slozkou a v zavaznéj§i mirfe se projevovaly prevazné
v prvopocatcich pouzivani oralnich kontraceptiv jako takovych, a to prevazné kvuli vyssi
pouzivanym obsahtim ucinnych latek. V 60. letech minulého stoleti, tedy v dob¢, kdy zacaly
tablety obsahujici ethynylestradiol vstupovat do prodeje, €inil obsah EE2 na jednu tabletu
obsahu v pruméru zhruba 150 pug. V navazujicich védeckych studiich bylo nasledné
prokazano, ze ma pravidelné uzivani vysSich mnozstvi této latky pfimou souvislost se
zvySovanim rizika pro trombozy a embolie, obzvlasté pak pro hlubokou zilni tromboézu.
Z tohoto divodu byl obsah EE2 v tabletach postupné snizovan, a to az do dnesnich, témér
osminasobné menS§ich koncentraci — tedy az na 20 ug EE2 na jednu tabletu. Vyhoda
snizovani jeho koncentrace v tabletach je pak v tom, ze nedochazi ke snizeni efektivity EE2
jakozto kontraceptiva, ale naopak témér vymizi jeho negativni vliv na télu nativni
antikoagulacni latky, jako je antitrobin III, coz je jeden znejvyznamnéjSich

antikoagulanti. [8, 16, 17]

2.2.3. Klasifikace a rozdéleni oralnich kontraceptiv

Jak jiz bylo zminéno, oralni kontraceptiva se rozdéluji na kombinovanou
a nekombinovanou formu, kdy je uc€innou latkou bud’ jeden samostatny hormon (napf.
drospirenon), nebo vice hormonu soucasné (napf. gestoden a ethynylestradiol). K jejich
presné klasifikaci se poté pouzivaji tzv. ATC (Anatomical Therapeutic Chemical) skupiny,

coz je mezinarodni systém kodovych oznaceni 1€Civ. [18, 19]

ATC skupiny déli jednotliva IéCiva v péti riznych urovnich podle Casti téla ve které
pusobi, podle terapeutickych podskupin, chemickych podskupin atd. V tabulce I je princip
tohoto rozdélovani a postupného konkretizovani demonstrovan na piikladu clenéni 1éCiv
urogenitalniho traktu a pohlavnich hormonu. Tabulka I zarover ilustruje konkrétni rozdéleni
pro kontraceptiva. Nazev hlavni skupiny G je odvozen z anglictiny — Genito urinary system
and sex hormones. [19] Nasledujici podtfida 03 pak oznacuje pohlavni hormony
a modulatory genitalniho systému a jeji podtfida oznac¢ena pismenem A zahrnuje hormonalni
kontraceptiva urend k systémové aplikaci. Dalsi rozdéleni latek je odvozeno od konkrétnich

farmaceutickych aplikaci a finalni uroven rozdéleni zohlediuje obsazené ucinné latky. [18]
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Tabulka I — priklad zaclenéni léciva kombinujiciho EE2 + GSD [18, 19]

- 1. Groven — anatomicka hlavni skupina
Urogenitalni trakt a pohlavni hormony
- 2. troven — terapeuticka podskupina
Pohlavni hormony a modulétory genitalniho systému
3. aroven — farmaceuticka podskupina
GO3A ‘ _
Hormonalni kontraceptiva k systémové aplikaci
4. uroven — chemicka podskupina
GO3AA : :
Progestiny a estrogeny — fixni kombinace
5. uroven — chemické/é sloucenina/y
GO3AA10 ‘
Gestoden a ethynylestradiol

Vyse zmifiované samostatné a kombinované hormony jsou poté oznaCovany
napiiklad jako GO3AC10 (drospirenon), respektive GO3AA10 (gestoden a ethynylestradiol).
To tedy znamena, ze vSechny piipravky od vSech vyrobcu s prave témito ucinnymi latkami

budou oznacovany jako GO3ACI10, respektive GO3AA10. [18]

2.2.4. 17a-ethynylestradiol

Jedna se o synteticky ethynylderivat pfirodniho, clovéku nativniho estradiolu, coz je
hormon zpocetné rodiny steroidnich hormontl s centralnim, steranovym jadrem

(Obr. 3). [20]

HO HO

Obrazek 3 — Zleva: chemickd struktura steranu, estradiolu a 17 a-ethynylestradiolu

Jak jiz bylo zminéno, EE2 se pouziva ve vétsiné kombinovanych oralné€ podavanych
kontraceptivech, ale 1ze se s nim setkat i samostatn€. Za standardnich podminek se pak jedna

o prasek bilé barvy, ktery muze pii dlouhodobém uZzivani zvySovat riziko vzniku krevnich
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srazenin. Poprvé byla tato latka pfipravena Hansem Herloffem Inhoffenem a Walterem

Hohlwegem v roce 1938. [12, 17]

Modifikace estradiolu ethynylaci se provadi za Gcelem navyseni jeho odolnosti vici
raznym rozkladnym a poskozujicim procesum lidského metabolismu, kterym estradiol Celi
pii prachodu travicim traktem po peroralnim podani. Tyto procesy zpusobi naruseni jeho
struktury, které ma za dusledek vyznamny pokles jeho biologické aktivity. Kromé téchto
strukturalnich zmén se nativni estradiol béhem pouhych par hodin od poziti metabolizuje

v jatrech. [6, 17]

Vyvin metabolicky odolnéj$i varianty estradiolu, ktera nepodléhd vyznamné ztraté
potentnosti pii prachodu travicim traktem byl prilomem v oblasti vyvoje oralnich
kontraceptiv. Tato odolnost je zplisobena praveé navazanim ethynylové skupiny na 17. atom
uhliku, ¢imz je EE2 oproti nativnimu estradiolu mnohem efektivnéjsi a vhodnéjs§i pro
udrzovani jeho stalé koncentrace v téle, coz je pro steroidni hormony vyuzivané pro
peroralné podavanou antikoncepci klicové. Mimo to ma také siln€jsi vazbu na estrogenové

receptory v téle, coz je oproti nativnimu estradiolu taktéz vyhodou. [6, 13, 21]

2.2.5. Gestoden
Gestoden (Obr. 4) je stejné jako EE2 latkou se steranovym jadrem. Patii do skupiny

progestind (také oznaCovanou jako progestotodent ¢i progesteront) a chemicky se, stejné
jako u EE2, jedna o synteticky steroidni hormon odvozeny od jednoho z nativnich hormont
lidského téla — progesteronu (viz Obr. 5). Gestoden se pouziva vyhradné
v kombinovanych oralnich kontraceptivech jako progestinova slozka. Poprvé byl pfipraven

v roce 1975 jako v ramci vyvoje nové generace progestini. [22, 23]

l

OH

t"'

o)

Obrdazek 4 — Chemickd struktura gestodenu
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Obrazek 5 — Chemickd struktura drospirenonu

Velkou prednosti GSD oproti piedchozim generacim progestini je jeho vysoka
potentnost. Kvuli tomu je mozné jej podavat v nizSich davkach nez u starSich progestint,
coz dale napomaha snizeni jeho pisobeni na androgenni latky v téle. I tak je ale velmi
efektivni, co se tyCe snizovani aktivity androgend, coz vede napiiklad ke sniZeni tvorbé

akné. [8]

V CR je podle vetejné dostupnych dat ze Statniho ustavu pro kontrolu 16&iv (SUKL)
nejpouzivangjSim progestinem a v kombinaci spolecné s ethynylestradiolem (ATC tfida

GAO03AA10) u nas tvofi nejpouzivanéjsi slozky oralnich kontraceptiv.

Preference pouziti gestodenu jakozto progestinové slozky v kontraceptivech je
pravdépodobné zpusobena jeho vySe zminovanou potentnosti, diky niz je v porovnani
s dal§im progestinem, jako je napfiklad levonorgestrel, az 2x G¢innéjsi a jeho obsah v jedné
davce muaze tim padem byt 2x mensi. Co se realného mnozstvi GSD v tabletach tyce,
v béznych monofazovych tabletach (tzn. 21 dni se uziva stejny obsah EE2 1 GSD) €ini jeho
obsah 75 pg na tabletu, zatimco obsah EE2 ¢ini 30 pg. Podle Kuhla ef al [8] a Fotherbyho
[22] jsou mensi davky progestini zadouci kvuli minimalizaci rizika vzniku rtiznych
onemocnéni (napf. kardiovaskularnich), které bylo u dfive pouzivanych progestint, které

musely byt pouzivany ve vétS§ich mnozstvich, zvySené.
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2.3. Instrumentalni analyza kombinovanych oralnich
kontraceptiv

2.3.1. Plynova chromatografie

Jednou z nejrozsitenéjSich separacnich metod v analyze kontraceptiv je plynova
chromatografie (GC), ktera je zarovein jednou z nejrozsifenéjSich separacnich analytickych
metod soucasnosti. Tato instrumentalni metoda funguje na principu rozdélovani jednotlivych
slozek smésného vzorku, ktery je mozné pievést do plynného skupenstvi, na pevné
stacionarni fazi (SF) na zaklade¢ jejich rizné afinity k této fazi. Diky tomuto jsou pak analyzy
pomérné rychlé a maji zaroven vysokou separacni ucinnost (tzn. piky jsou rozdélené a

nepiekryvaji se). [24, 25]

2.3.1.1. Princip funkce

Plynovy chromatograf se pouziva k rozdélovani plynnych smési na jednotlivé slozky
na zakladé rozdilnych teplot varu, rozdilné velikosti molekul a miry interakce se stacionarni
fazi kazdé ze slozek. Vzhledem k tomu, ze je vétSina vzorku za standardnich podminek
v kapalném skupenstvi, musi jesté pied vstupem na kolonu dojit k jejich zplynéni. To se
realizuje s pomoci zvySené teploty v nastfikovém , portu, tzv. inletu, coz je komponenta, do
které je nastfikovan vzorek, a ve které vlivem vysoké teploty dochazi k okamzitému
zplynéni kapalného vzorku. Pokud je ale nutné analyzovat vysoko vrouci latku, respektive
latku, ktera neni dostate¢né tékava v nativni formé&, provadi se tzv. derivatizace. Jedna se
o proces, ve kterém je cilené pozménéna struktura analyzované latky tak, aby byla tékaveé;si,
ptip. méla lepsi odezvu na detektoru. K dosazeni této strukturni zmény se pouzivaji tzv.
derivatizacni  Cinidla. NejCastéji pouzivanymi derivatizacnimi Cinidly v plynové
chromatografii jsou latky obsahujici trimethylsilylovou (TMS) skupinu. Ptikladem takového
Cinidla je hexamethyldisilazan (HMDS; Obr. 6). [26, 27]

|y |

—Si—=N=—Si—
| |

Obrazek 6 — Chemicka struktura HMDS
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Kromé sloucenin s TMS skupinou se jako derivatizacni €inidla pouzivaji také dalsi

typy latek, napft. tzv. acylacni ¢inidla, jejichz ucelem je zavedeni acylové skupiny. [28]

2.3.1.2. Slozeni a variabilita soucasti plynového chromatografu
Plynovy chromatograf se sklada z n€kolika klicovych casti, mezi které patii inlet,
regulacni ventil toku mobilni faze (MF), kolona, detektor (viz kapitola 2.3.1.3.) a termostat,

ve kterém jsou umistény nekteré ¢asti instrumentu (pfedevs§im kolona).

Krome téchto analyticky nejdilezitéjSich soucasti, které nejvice ovliviuji vysledky
analyz, je dalezité zminit variabilitu pouzivanych nosnych plyni, mezi které se fadi nékteré
chemicky inertni plyny, jako je napt. vodik, dusik, helium a argon. Vybér konkrétniho
nosného plynu je ovlivnén celou fadou faktort, mezi které patii napiiklad typ pouzitého
detektoru, typ analytu, ale také cena. S nosnym plynem se poji regulacni ventil toku, ktery

slouzi pravé k regulaci pratokové rychlosti MF. [27]

Dalsi dilezitou soucasti plynového chromatografu je jiz zminovany inlet, ktery
zajistuje prenos vzorku na kolonu — pro co nejpresnéjsi opakovatelnost analyz musi byt na
kolonu proveden nastfik vzorku (ktery je idealn€ jiz zplynény) o pfesné definovaném
objemu. K tomu se pouzivaji specialni kalibrované mikrostfikacky, kterymi je vzorek
vstiikovan skrz septum do nahtatého inletu, ve kterém dochézi k jeho zplynéni a nésledné

preneseni jeho par na kolonu, na kterou je inlet napojen.

Dals$i podstatnou soucasti plynového chromatografu je kolona, ve které dochazi
k vlastni separaci analytd. GC kolony se rozdé€luji na dva zakladni typy —na napliové
a kapilarni. V ramci té€chto typt se poté déli na nékolik podtypti, a to napfiklad podle délky,
Sitky, naplné apod. Napliové kolony se pouzivaly spiSe v minulosti, jelikoz v té dobé nebylo
technicky mozné vyrobit dostateCné uzké kapilary, které jsou zakladem soucasnych
kapilarnich kolon. Kapilarni kolony jsou mnohem delsi a disponuji moderné€j$imi naplnémi,
diky ¢emuz jsou obecné efektivnéjsi a maji vétsi separacni u€innost nez napliové. Kolony
o ruzné délce a rizné naplni pak maji rizné separacni vlastnosti, diky ¢emuz se lisi ve

vhodnosti pouziti pro rizné skupiny analytt. [26, 27]

Kolona je v plynovém chromatografu umisténa uvnitf termostatu, ktery je mozné
naprogramovat tak, aby fidil pokles, narast ¢i udrzovani stalé teploty, ¢imz je mozné vytvaret
tzv. teplotni gradienty, kterymi lze nasledné ovlivnit jak délku, tak i efektivitu jednotlivych

analyz, potazmo samotnych separaci. [26, 27]
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2.3.1.3. Detektory pouzivané v plynové chromatografii

Detektory jsou velmi dilezitou soucasti plynového chromatografu, a maji velky vliv
na kvalitu a presnost naméfenych dat. Typa detektord vzniklo za desetileti vyvoje
a pouzivani plynové chromatografie pomérné velké mnozstvi — vSechny ale slouzi
k jedinému ucelu — detekci latek, které opoustéji kolonu. NejstarSimi detektory jsou
plamenové-ionizacni detektor (FID), detektor tepelné vodivosti (TCD) a detektor
elektronového zachytu (ECD). Tyto detektory jsou ale v dnesni dobé stale castéji
nahrazovany hmotnostnimi spektrometry (MS, viz kapitola 2.3.4), které umoziuji mnohem

citlivgjsi, presné€jsi a univerzalnéjsi analyzy.

FID je destruktivnim detektorem, ktery je zaroven nejb&znéji pouzivanym
detektorem v plynové chromatografii. Diky své vysoké citlivosti na uhlovodiky je velmi
vhodny pro analyzy vétSiny organickych molekul, a to v€etné oralnich kontraceptiv. Naopak
diky své necitlivosti pro vétSinu anorganickych latek, respektive vSech latek, které
neobsahuji spalitelny uhlik, jej 1ze vyuzit i pro analyzu vodnych roztoku, jelikoz nedochazi
k detekci vody. V analyze oralnich kontraceptiv je mozné tento detektor vyuzit naptiklad pro
kontrolni analyzy Cistoty estrogeni a progestini, které jsou pied GC analyzou

separovany pomoci kapalinové chromatografie a teprve poté analyzovany na GC. [29]

TCD byl jednim z prvnich typa detektor(i v plynové chromatografii viibec a je
dodnes pomérné hojné vyuzivan, a to pfevazné pro svou univerzalnost a nedestruktivnost.
Oproti FID a MS je nicméné pomérmné malo citlivy, a proto je pro analyzy oralnich

kontraceptiv opomijen.

ECD je velmi selektivni detektor na halogeny a obecné silné elektronakceptorni
latky, kvuli Cemuz zlstava jeho vyuziti limitovano pro analyzy pravé téchto latek. Diky tomu
neni jeho pouziti tolik ovliviiovano nastupem hmotnostnich spektrometrti, jako je tomu

u FIDu a TCD detektora, které jsou hmotnostnimi spektrometry postupné vytlacovany.

2.3.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Dalsi velice Casto vyuzivanou separacni technikou v analyze kontraceptiv je
vysokoucinna kapalinova chromatografie neboli HPLC (z angl. high performance liquid
chromatography), ktera stejn€ jako GC separuje analyty na principu jejich rozdilnych afinit
vuci dvéma navzajem nemisitelnymi fazim. Rozdilem oproti GC je z nazvu plynouci zména
pouzitého skupenstvi, a to konkrétné v mobilni fazi, kde je plyn nahrazen kapalinou. Diky

tomuto rozdilu 1ze pouzit mnohem vice rozdilnych MF, pfipravovanych i z vice rozpoustédel
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v ruznych pomérech, a to s ohledem na konkrétni analyzované latky. Jako SF se pak stejné
jako u GC pouzivaji kapalné i pevné faze. MF i SF jsou k dispozici v riznych polaritach, na
zakladeé cehoz je mozné HPLC systémy rozdélit na dva z nékolika modi LC — na tzv.
normalni faze (NP) a reverzni (obracené) faze (RP) (viz kapitoly 2.3.3.1. 2 2.3.3.2.). Krom¢
téchto dvou ,,zakladnich® moda existuje i mnoho dalSich moda HPLC, které se od sebe
odlisuji zeyména rozdilnymi skupinami analyzovanych latek, pro které jsou navrzeny, s cimz
poté souvisi i rozdilna technologicka feSeni jednotlivych instrumentd. Jednim z t€chto modu
je napiiklad gelova permeacni chromatografie, ktera se pouziva k separaci analyti na
zakladé jejich rozdilnych velikosti a slouzi k analyze velkych molekul jako jsou napftiklad

proteiny. [26, 27]

HPLC se dale oproti GC vyznacuje tim, Ze se k ,,prachodu® vzorka pies kolonu
pouzivaji silna Cerpadla, ktera ,tlac¢i“ mobilni fazi pod tlakem v fadech desitek MPa.
Maximalni mozny tlak je limitovan napt.: pouzitou MF, pritokovou rychlosti, typem pouzité
kolony a silou pouzitého Cerpadla. V pripadé pouziti téch nejsilnéjSich Cerpadel, ktera
vyvijeji tlak 1 pfes 100 MPa mluvime o specialni kategorii HPLC zvané UHPLC (z angl.
ultra high performance liquid chromatography), ktera vyzaduje specialni UHPLC
komponenty, které jsou schopny takto vysokym tlakiim odolat. [26, 27]

2.3.2.1. Normalni faze (NP-HPLC)

Jako normalni faze se oznacuje takovy LC systém, ve kterém se pouziva vysoce
polarni SF (historicky triethylenglykol nebo silikagel) a spiSe nepolarni MF (isopropylether
nebo hexan). Nazev ,normalni* pochazi z historie LC technik — dlouhd 1éta se pouzivaly
jednoduché nekapilarni kolony (tzv. napliiové kolony), ve kterych se nepouzivaly nepoléarni
sorbenty, které vté dobé jest€ nebyly kdispozici. V tomto systému byla historicky
analyzovana i oralni kontraceptiva, ktera se ale nyni analyzuji téméf vyhradné na reverznich

fazich (viz. 2.3.2.2.) [26, 27, 30]

Samotna separace na normalnich fazich pak funguje tak, ze nejméné zadrzovanou
latkou (tedy latkou eluujici z kolony jako prvni), je neyméné polarni latka ve smési a latka
eluujici jako posledni je latka nejvice polarni. Retenci nejméné polarni latky je mozné jesté
snizit zvySenim polarity MF (ale za cenu horsi separace pikii od sebe), nebo ji naopak

zpomalit snizenim polarity MF a zlepsit separaci piku.
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Nevyhodou normalnich fézi, ktera mimo jiné stala za postupnym piechodem
k reverznim fazim, je absence moznosti pouzit vodu jako mobilni fazi, coz vede ke zvySeni

ceny analyz a vys§i zatézi zivotniho prostiedi.

2.3.2.2. Reverzni faze (RP-HPLC)

Jako chromatografie na reverznich fazich se pak oznacuje takovy LC systém, ktery
ma opacnou polaritu SF a MF oproti systému normalnich fazi. Toho je nejcastéji dosazeno
tim, Ze je SF tvorena silikagelem, na jehoz volné OH skupiny jsou pres dalsi atom kiemiku
navazany pomérmne dlouhé, nepolarni uhlovodikové zbytky (nejCastéji oktadecyl C18, viz
Obr. 7).
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Obrazek 7— siloxanovd kolona s navdzanymi oktadecyly

Separace v systému obracenych fazi pak vypada tak, ze nejpolarngjsi latky eluuji
z kolony jako prvni, zatimco latky nepolarni jsou eluovany pozdéji. Zvyseni polarity MF
pak zvySuje retencni Cas (tj. Cas, ktery dany latka stravi v koloné€) analytd. I z toho divodu
se jako MF velmi Casto pouziva voda, ktera je velmi polarni a umoziuje lepsi separaci pikt
vyménou za zminovanou vyssi retenci. K vode se ale pridavaji dalsi slozky, jako je
acetonitril nebo methanol, v riznych pomérech, které jsou vybirany dle potfeby konkrétni

analyzy.

Nevyhodou obracenych fazi pak je, ze je pfi pouziti kyselych ¢i bazickych aditiv do
MF je potieba brat ohled na jeji pH, protoze vyssi pH muize vést k hydrolytickému rozkladu
siloxanové SF. K rozkladu SF muze nicméné dojit 1 v pfili§ nizkém pH, kvili ¢emuz se
dostatecna kyselost v MF udrzuje s pomoci malych piidavki (jednotky % objemu MF)

koncentrovanych kyselin jako je kyselina mravenci nebo kyselina octova.
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2.3.3. Vyhodnocovani datz GC a HPLC
Vystupem GC a HPLC analyzy je graficky zaznam zavislosti intenzity signalu

detektoru na délce analyzy (tj. retencnim Case, pfip. retencnim objemu), ktery se nazyva
chromatogram a je charakteristicky pro danou smés slozek. Jeho grafem je kiivka, jejiz
vrcholy odpovidaji jednotlivym slozkdm dané smési. Tyto vrcholy (piky) vznikaji po eluci
analytu z kolony, resp. po dopadu analytu na detektor (a tedy po detekci) v Case, ve kterém
k detekci doslo, od zacatku analyzy. Tento Casovy udaj se nazyva retencni ¢as a jelikoz
souvisi s konkrétnim analytem, 1ze jej povazovat za kvalitativni parametr. Kvalitativni
analyza jednotlivych latek se pak nejcastéji provadi porovnanim retencniho casu
naméfeného piku vzorku s retencnim Casem piku standardu analyzované latky, ktery je
analyzovan za stejnych podminek. Kvantitativnim parametrem je poté plocha piku dané
latky (neboli plocha pod kiivkou signalu), kterd je spolecné s retenCnim cCasem

zprostredkovana jiz zmifiovanymi detektory. [27]

2.3.4. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je ¢im dal rozSifenéj§i a dostupnéjsi analytickou
instrumentalni technikou, kterou lze pouzit pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzy. Prestoze
se hmotnostni spektrometry pouzivaji i samostatn€, svého nejvétsiho potencialu dosahuji ve
spojeni s nekterou ze separacnich technik, prevazné pak téch chromatografickych — mluvime
pak o systémech jako je GC-MS a HPLC-MS. V takovychto systémech slouzi hmotnostni
spektrometr jako detektor a detekuje eluenty z kolony, a to hned v n€kolika modech, které
souvisi s konstrukci konkrétniho spektrometru a chromatografii, se kterou se poji. VSechny
tyto ,,mody“ ale maji spolecné to, ze v nich dochazi k dal§imu rozdélovani odseparovanych
analyti z puvodniho vzorku na ionty. Toto rozdélovani pak funguje na principu ionizace
jednotlivych analytd na ionty, které poskytuji signal. Tento signal je vyjadien v poméru
hmotnosti na naboj neboli m/z, kde m je hmotnost iontu, ktery odpovida souctu atomovych
hmotnosti jednotlivych prvki, ze kterych se sklada (takze v podstaté molekulové hmotnosti
daného iontu) a z je naboj, ktery dany iont nese. Vzhledem k tomu, Ze drtiva vétSina iontd
nese jen jeden naboj (=je 1x nabitd) je naméfené m/z pfimo rovno hmotnosti iontu. Datovym
vystupem z hmotnostniho spektrometru je poté tzv. hmotnostni spektrum, které je tvoreno

piky jednotlivych iontd o urcitém m/z (osa x) s riznou intenzitou (osa y). [26, 27]
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2.3.4.1. Slozeni hmotnostniho spektrometru a princip jeho funkce

Hmotnostni spektrometry se nejCastéji skladaji ze Ctyt zakladnich Casti. Tyto Casti
jsou vétSinou umistény v prostoru, kde je tzv. vakuovymi pumpami udrzovano vakuum
(nékteré iontove zdroje vSak vakuum nepotiebuji). Prvni z téchto Casti je tzv. interface, ktery
slouzi jako vstupni port pro analyty do nitra instrumentu. Jeho typ, slozeni a tvar se lisi podle
toho, mezi ¢im tento prechod tvoti. U GC-MS se napiiklad jedna o kovovou kapilaru, kterou
prochézi konecna cast chromatografické kolony z GC z jedné strany, ktera na druhé strané

vede ke vstup k iontovému zdroji.

Dalsi soucasti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, ktery slouzi k ionizaci
analytt. Podle konkrétni aplikace se poté pouziva velké mnozstvi iontovych zdroja, které se
lisi ve zpusobech ionizace na mékké a tvrdé. Mékké ionizacni zdroje nejsou tak silné, aby
se jejich pusobenim vychozi latka zcela rozpadla na jednotlivé stépy (fragmenty), a tak
ionizuji zpravidla pouze vychozi latku bez dalsiho rozpadu. Tvrdé ionizacni zdroje ale jsou
dostatecné silné a vychozi latka se jejich ptisobenim rozpada na nékolik hmotnostnich §tépu.
Mezi nejrozsifenéjsi ionizacni zdroje v systému GC-MS patii ionizace dopadem elektronu
(také znama jako elektronova ionizace, El, z angl. electron impact), ktera analyty ionizuje
srazkami s proudem vysokoenergetickych elektrond, které produkuje z tzv. elektronového
déla. Jedna se o tvrdou ionizacni techniku. Dal§im, podobnym typem ionizacniho zdroje je
chemicka ionizace (CI), kde je do ionizacni oblasti pfivadén navic také reakeni plyn (napf.
methan), ktery je viontovém zdroji v nadbytku, a proto se proudem elektronti ionizuje
prednostné. Samotné analyty jsou pak analyzovany prenosem naboje z ionizovaného plynu,
coz nezpusobuje dalsi fragmentaci, a proto je tato technika mekkou ionizacni technikou.
V systému HPLC-MS se pak velice ¢asto pouziva tzv. ionizace elektrosprejem (ESI), ktera
je stejné jako chemicka ionizace mékkou ioniza¢ni technikou, ktera ale oproti chemické
a elektronové ionizaci, které funguji ve vakuu, funguje za atmosférického tlaku. Tento
zpusob ionizace funguje na principu rozprasovani kapalného vzorku (MF + analyt) na velmi
malé nabité kapiCky za pomoci specialni jehly, na niz je pfivadéno napéti o velikosti nékolika

kilovolti. Nasledné dochazi k odpateni MF, coz vede ke zvySeni naboje kapek analytu. [27]

Z iontového zdroje putuji vzniklé ionty do tzv. hmotnostniho analyzatoru — ten
slouzi k rozdé€lovani a , filtraci* vzniklych ionti pred jejich vstupem do prostoru detekce.
Jednim z nejpouzivanéjSich typti hmotnostnich analyzatort v systémech GC-MS a HPLC-
MS je tzv. kvadrupdlovy hmotnostni analyzator. Samotnym pojmem , kvadrupodl“ se v tomto

kontextu oznacuje sestava Ctyt kovovych ty¢i, které jsou umistény v rovnobéznych dvojicich
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na dvou na sebe kolmych osach, na které je vlozeno napéti rozdélené na stejnosmérnou a
radiofrekvencni slozku. Vlastni hmotnostni analyza pak probiha tak, Ze se do prostoru mezi
jednotlivymi tyCemi stejnou rychlosti vstreli ionty vzniklé v iontovém zdroji, které jsou
nasledné rozdelovany podle naboje a hmotnosti. Pokud je hodnota m/z daného iontu mimo
pozadovany rozsah, dojde k jeho vybiti narazem do jedné z ty¢i kvadrupolu — do detektoru
tedy projdou pouze takové ionty, které spliiuji pozadované rozpéti m/z. Takovyto mod
meéfeni, kdy kvadrupdlem projdou v prubéhu celé chromatografické analyzy pouze ionty
o predem vybranych hodnotach m/z se nazyva SIM mod (z angl. selected ion monitoring)
a lze jej pouzit pro jesté vetsi zcitlivéni detekce oproti tzv. full scan modu, ve kterém jsou

v prabéhu analyzy propousténa vSechna m/z v predem specifikovaném rozsahu. [27]

Jako vlastni detektor se v hmotnostnich spektrometrech pouzivaji transduktory, které
slouzi ke sbéru a prevodu nabojt iontti na elektricky signal, ktery 1ze pocitacoveé vyhodnotit.
Nejtypictejsim transduktorem je poté tzv. elektronovy zesilovac, ktery se sklada z nékolika
diskrétnich dynod, coz jsou elektrody, které postupné nasobi pocet elektroni emitovanych
dopadajicimi ionty, ¢imz vznika méfitelny signal v podobé elektrického proudu, ktery je
zaznamenavan pocitaCem, ktery spomoci vhodného softwaru vytvari hmotnostni

spektrum. [27]

2.3.4.2. Tandemova hmotnostni spektrometrie, trojity kvadrupol

Tandemova hmotnostni spektrometrie je instrumentalni technika, ktera byla vyvinuta
zjednoduché hmotnostni spektrometrie jako jeji modifikace a slouzi k ziskavani
tzv. fragmenta¢nich hmotnostnich spekter pfedem vybranych ionti. Systematicky se tato
metoda oznaCuje jako MS", kde n oznaCuje pocet spojenych hmotnostnich analyzatord
(v ptipadé, ze n =2, pak také jako MS/MS). Tandemova MS se podle technologického feSeni
rozdéluje na dva zakladni typy — prostorovou a v Case. Prostorova je feSena sériovym
zapojenim dvou hmotnostnich analyzatort (napt. kvadrupdli) za sebou, zatimco tandemova
MS v Case pouziva jeden analyzator, ktery je ale schopen zachytit jeden konkrétni iont
v konkrétnim misté, zbavit se vSech ostatnich, zachyceny iont zfragmentovat a detekovat

produkty jeho rozpadu.

Nejb&znéjsi analyza s pomoci tandemové MS pak obecné funguje tak, ze se nejprve
néjakou mékkou ionizacni technikou (napf. chemicka ionizace) vychozi analyty ionizuji
a nasledné putuji do prvniho hmotnostniho analyzatoru, v némz je vybran tzv. prekurzorovy

iont. Ten nasledné putuje do interakcni cely, v niz je dale fragmentovan (fragmenty se pak
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oznacuji jako produktové ionty). Tyto fragmenty jsou nasledné separovany druhym
hmotnostnim analyzatorem, odkud mifi na detektor, kde jsou detekovany. Nejbéznéj§im
pristrojovym usporadanim pro takovou analyzu je zastupce prostorovych MS/MS, tzv. trojity

kvadrupdl.

Trojity kvadrupol (oznaCovany také jako QqQ resp. QQQ s Cislicemi Q1-Q3 dle
poradi v systému) se sklada ze 3 v sérii zapojenych kvadrupol, kterym predchazi ionizacni
zdroj. Prvni z kvadrupdla (oznacovany Q1) spolecné s tietim kvadrupolem (oznacovany Q3)
maji shodnou konstrukci jako klasicky ,,single” kvadrupdl, coz znamena, ze je mozné je
nastavit do plné propustného rezimu, do rezimu propousténi vybranych m/z anebo do
skenovaciho rezimu — podle konkrétni kombinace nastaveni Q1 a Q3 se pak méfeni rozd€luji
na jednotlivé mody. Druhy kvadrupdl (oznacovany q, resp. Q2) plni funkci tzv. kolizni
cely — dochazi v ném k fragmentaci iontt z prvniho kvadrupolu, pokud je fragmentace iontt
zadouci vzhledem k vybranému méficimu modu. Tato fragmentace je v pripadé trojitého
kvadrupolu vétSinou realizovana za pomoci tzv. kolizniho plynu (argon) a ziskané ionty poté

putuji do tretiho kvadrupolu, ktery je separuje.

Dalsimi meticimi mody jsou tzv. SRM a MRM (z angl. selected reaction monitoring
a multiple reaction monitoring), které v ptipadé SRM nastavi Q1 a Q3 do SIM modu, coz
umoziuje analyzu konkrétniho iontu vybraného v Q1, ktery se fragmentuje v Q2, ale také
analyzu konkrétniho produktu jeho fragmentace. MRM pak neni nic jiného nez sledovani
vice takovychto reakci, respektive vice prechodii v ramci jedné analyzy, coz je umoznéno
diky vysoké rychlosti meéfeni, ve které jsou moderni trojité kvadrupoly schopné
operovat — ty nejlepsi z nich jsou schopné spolehlivé pozorovat az 500 sloucenin v jedné
analyze. MRM mod se tedy pouziva v pripad€, kdy je potfeba analyzovat vice analytd
v jednom vzorku a v jedné analyze. Oba mody se pouzivaji kvili velkému zvySeni citlivosti,
které umoziuji, a to pravé diky SIM nastaveni Q1 a Q3, které vybérem pouze konkrétnich
m/z velmi efektivné odstrafiuji témeéf veSkery Sum na pozadi, obzvlasté pak v SRM

modu. [26, 27]
2.4. Oralni kontraceptiva v povrchovych vodach a jejich analyza

Z nich

2.4.1. Oralni kontraceptiva v povrchovych vodach
Oralni kontraceptiva v povrchovych vodach se v poslednich cca 20 letech ruku
v ruce s rozSifenim jejich pouzivani v populaci stala pomérné velkym objektem zajmu pro
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védeckou ¢innost. Divodem pro tento zvySeny zajem je potencial té€chto latek ovliviiovat
normalni reprodukéni funkce zivocichli, obzvlasté téch vodnich, ale také lidi. Zvyseny
potencial k témto disruptivnim ucinkim vychazi i z vlastni povahy a pfinosu oralnich
kontraceptiv —tedy faktu, ze se jednd o slouCeniny urcené k naruSeni pfirozenych
reprodukénich cykll, ¢i ovlivnéni hormonalni stability. Latky, které maji tyto vlastnosti se

oznacuji jako EDC (z angl. endocrine disrupting chemicals). [12, 31]

NaruSovani endokrinnich funkci se podle posudku WHO z roku 2012 [32] u ¢loveka
muze projevovat napfiklad snizovanim kvality spermii u mladych muzu, snizenim hmotnosti
narozenych déti, nartstem poctu predCasnych porodi a zvySenim Sance na rakovinu
prsou. [33] U Zivocicha byly vlivy téchto hormont pomérné drasticky demonstrovany studii
Hoffmana a Kloase [34], ve které na konkrétnim pfikladu ukazali nebezpecnost EE2 na
zabach rodu Xenopus laevis. Sviij vyzkum provedli vystavenim dospélych samcti riznym
koncentracim EE2, coz mélo za nésledek snizeni jejich sexudlni aktivity. Tim tito autofi
prokazali, ze muze v extrémnim piipadé dojit i k vyhynuti celych populaci zivocichu, a to

pouze ztratou prirozenych rozmnozovacich puda.

Pfitomnost téchto 1€Civ v povrchovych vodach (potazmo napt. i v pud€) je
zpusobena, podobné jako u mnoha jinych 1éCiv (napf. antibiotik a paracetamolu), jejich
zvySujici se spotiebou, ktera je navazana na rozrastajici se populace a mésta, ale zaroven
tim, zZe jsou vyluCovany z téla v relativné nepozménéné formé. Pred samotnou exkreci z téla
pfi prichodu lidskym organismem dochazi k metabolizaci téchto latek, coz ma ale v pripadé
EE2 jen maly vliv na jeho strukturu. V nasledujicim schématu (Obr. 8), prevzatém od
publikace Zhang et al (2012) [35], je patrné, ze veskeré metabolity EE2 témér viibec neméni
jeho strukturu, a tim padem EE2 vychazi z t€la v téméf nezmeénéné forme. Tyto metabolity
se ale klidné uz v cisti¢kach odpadnich vod odbouravaji, obzvlasté pak pripadé glukuronidu,
ktery se odbourava rychleji nez sulfaty. Jejich degradace je zptisobena procesy, které, at’ uz
maji biochemickou, ¢i chemickou povahu, maji v Cistickach odbouravat rizné skodlivé

latky, ale v tomto pfipadé odbouraji pouze metabolity, nikoliv sterolové jadro EE2. [12, 33]
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2-OH EE2 3-0-G EE2 3-0-S EE2

Obrdazek 8 — EE2 a jeho metabolity (zleva: 2-hydroxy-EE2, 3-O-glukuronid EE2, 3-O-sulfat FE2)

2.4.2. Analyza oralnich kontraceptiv v povrchovych vodach

Pro své jednak potencialni, jednak prokazané negativni vlastnosti se oralni
kontraceptiva stala predmétem vyzkumu — zejména v oblasti vyvoje analytickych metod,
které cili na jejich detekci, kvantifikaci a pfipadné i jejich odstrafiovani ze vzorku vod.
Vzorky se nejcastéji odebiraji praveé z rezervoara pitnych vod, které pro lidstvo predstavuji
nejvetsi riziko. Vyvoj téchto metod je ale pomérné narocny, a to pfevazné z toho divodu, zZe
uz jen pro samotnou detekci téchto latek ve vzorcich vod je potieba, aby bylo mozné
dosahnout velmi nizkych limitd detekce (LOD). Z tohoto divodu se tyto metody vyvijeji
s pomoci nejmodern€jsich analytickych instrumentt, které jsou k dispozici — tedy prevazné
s pomoci vysoce ucinnych separa¢nich metod jako je HPLC, UHPLC ¢i GC, a to témer
vyhradné ve spojeni s MS ¢i MS/MS. Dalsim kritériem pro tyto metody je, aby mély limit
kvantifikace takovy, aby bylo mozné detekovat koncentraci alespon 0,035 ng/l, coz je mezni
koncentrace, u niz se predpoklada, ze pfi niz§ich hodnotach nebude mit EE2 zadny
,méfitelny“ vliv. Jde tedy o tzv. PNEC (z angl. predicted no-effect concentration). Toho je
ale podle review od Klaica a Jirsy [12] problém dosahnout a vétSina analyz, které ve své

préci zahrnuli, nebyla schopna EE2 na této urovni detekovat.

2.4.2.1. Analyza oralnich kontraceptiv pomoci GC-MS
Oralni kontraceptiva jako EE2 lze pomérné dobfe analyzovat plynovou

chromatografii, protoze je l1ze pomérn¢ snadno derivatizovat s pomoci siloxana diky jejich
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pomérné odkrytym OH skupinam, které maji naptiklad i EE2 ¢i gestoden. Jejich derivatizaci
1ze provést béznymi derivatizaénimi Cinidly jako je N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

(BSTFA) s pyridinem a HMDS s trifluoroctovou kyselinou (TFA). [28]

Tyto analyzy se ¢asto provadi metodou kalibra¢ni kiivky, kdy je nejprve ze standard
sestavena kalibracni kiivka o vhodném rozsahu hodnot, kterou se prolozi ptimka linearni
regrese, jejiz rovnice poté slouzi k dopocteni koncentrace nametrené ve vzorku. Zaroven se
ale pouzivaji vnitini standardy, mezi které mohou patfit jiné steroidni hormony (napf.
cholesterol), anebo jiné deuterované estrogeny. Minghua Nie ef al [36] k analyzam estrogent
z Sanghajského rezervoaru pitné vody pouzili pravé spojeni GC-MS, a to konkrétné za
vyuziti zmifiovanych deuterovanych estrogent jako vnitfnich standardi. Roztoky vsech
standardi byly rozpoustény v methanolu a jako derivatizacni ¢inidlo bylo pouzito BSTFA

s 1% pridavkem trimethylchlorsilanu (TMCS).

Zasadni publikaci je v tomto ohledu prace od Kai Zhanga et al z roku 2005 [25],
ktera popisuje vyvoj n€kolika metod pro GC-MS analyzu EE2, ze kterych byla nasledné
vybrana ta nejvhodnéjsi. V této praci bylo porovnavano nékolik zpisobu derivatizace
s pomoci smési tvofené BSTFA a TMCS v pyridinu, pfipadné v jinych organickych
rozpoustédlech jako hexanu ¢i ethylacetatu. Byl testovan vliv teploty a délky derivatizace,
ale také zaména pyridinu za jiné Cinidlo. Jednim ze zavérl prace je, ze pro simultanni
analyzu EE2 s dalSimi estrogennimi latkami je dilezité, aby pifi derivatizaci vznikl di-TMS

derivat EE2 (Obr. 9).

Obrazek 9 — Chemicka struktura di-TMS-EE?2

Nederivatizovand OH skupina, ktera se vlivem sterické zabrany u mono-TMS

derivatu EE2 nachazi na 17. atomu uhliku (viz Obr. 10) ma totiz tendenci degradovat na
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keton za vzniku TMS derivatu estronu (E1), ktery se tak stdva nechténym vedlejSim

produktem derivatizace EE2.

Obrazek 10 — Chemicka struktura mono-TMS-EE2

Dal§im problémem takeé je, ze by pro spravnou kvantifikaci bylo potfeba pocitat sumu
pikii mono-TMS-EE2 a di-TMS-EE2. Z téchto davodu je dulezité, aby byla derivatizace
EE2 uplna a TMS skupinou byly nahrazeny ob& OH skupiny. Jako zasadni faktor se v tomto
ukézalo byt pouziti pyridinu jako rozpoustédla — ten v této reakci vystupuje jako Lewisova
baze, je schopen 17-OH skupinu aktivovat a tim padem umoznit nukleofilni atak kysliku na

kifemikovy donor v ramci bimolekularni Sn2 reakce. [25]

2.4.2.2. Analyza oralnich kontraceptiv pomoci HPLC-MS

HPLC-MS, HPLC-MS/MS a UHPLC-MS se pro svou relativni jednoduchost,
rychlost a prakti¢nost velmi ¢asto pouzivaji pro analyzu oralnich kontraceptiv. Jejich
vyhodou oproti GC-MS analyzam je absence nutnosti derivatizace coz je pravdépodobné

nejveétsim faktorem, proc¢ se ve védeckych pracich objevuji Castéji pravé LC techniky.

Tyto techniky pak pouzivaji obdobné standardy jako u GC technik — tedy izotopove
znaCené (deuterovan€) varianty analyzovanych latek. Z instrumentl se pak pouzivaji
zminiované kombinace HPLC, resp. UHPLC spojené standemovou hmotnostni
spektrometrii s analyzatorem ve formé trojitého kvadrupodlu. Jako ionizaéni zdroj se pfi
téchto analyzach pouziva ionizace elektrosprejem. Tuto instrumentaci a deuterované
standardy pouziva napt. prace od Cristiny Ripollés er al [33], ve které se autofi snazili
dosahnout co nejnizsich LOD v co nejmensich objemech vzorki za vyuziti extrakce na tuhé
bazi. Kromeé toho ale v této praci analyzovali také nékteré metabolity EE2 a t€lu nativnich

estrogend, jelikoz jsou taktéz brany jako zdroj volnych estrogenti. Samotnou analyzu
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provadéli na Cis kolon€ s mobilni fazi methanol-voda v gradientovém rezimu a pro detekci
pomoci MS/MS v MRM modu, a to se tftemi az ¢tyfmi prechody pro kazdou analyzovanou

latku.

V dalsi praci, kterou publikovali Péter Avar et al [37] byly sledované analyty pro

zvysSeni citlivosti, a hlavné snizeni LOD, derivatizovany, a to dansylchloridem (Obr. 11).

(|3I
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N
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Obrazek 11 — Chemicka struktura dansylchloridu

LC-MS metody se ale kromé analyzy estrogent v povrchovych vodach pouzivaji i pro
analyzy z lidské krve. I zde se pro zvySeni citlivosti provadi derivatizace t€chto hormond,
ovSem v tomto piipadé je derivatizace vyuzivana primarné pro zisk specifictejSich
hmotnostnich pfechodl, bez nichz je znacné omezena moznost analyzy vice téchto hormont

vedle sebe. [38]
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Seznam pouzitych chemikalii

Methanol (HPLC — gradient grade, VWR, Francie), hexan (99%, VWR, Francie),
heptan (p.a., Penta, Ceské republika), 17c-ethynylestradiol (=98%, Sigma-Aldrich, USA)
gestoden (European Pharmacopoeia Reference Standard, Sigma-Aldrich, Némecko),
cholesterol  (99+%, Sigma-Aldrich, USA) aceton (p.a., Mikrochem, Slovensko)
hexamethyldisilazan (HMDS, , Sigma-Aldrich, USA) N,O-bistrifluoracetamid (BSTFA,
p.a., Supelco, USA), kyselina trifluoroctova (99%, Sigma-Aldrich, USA) pyridin (HPLC
grade, >99,9%, Sigma-Aldrich, USA), oktadekan (p.a, Fluka, Svycarsko)

3.2. Pouzité instrumentalni vybaveni

Plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890B spojeny s hmotnostnim
spektrometrem Agilent Technologies 7010 GC/MS Triple Quad a autosamplerem Agilent
Technologies 7693. Plynovy chromatogratf byl vybaven dvéma v sérii zapojenymi
kapilarnimi kolonami Agilent HP-5ms Ultra Inert 15 m x 250 pm x 0,25 pum. Jako nosny
plyn bylo pouzito helium. Dale byl pouzit vyhfevny blok Stuart SBH130D a pétimistné
analytické vahy Mettler Toledo XSE205 DualRange.

3.3. Postupy pripravy vzorki

3.3.1. Priprava vzorku

Zasobni roztoky standardl ethynylestradiolu (EE2), gestodenu (GSD) a interniho
standardu cholesterolu (CHOL) byly pfipraveny rozpusténim pevné latky v methanolu na
koncentraci 10 mg/ml. Tyto zasobni roztoky byly nadéle skladovany nejprve pii 8 °C a poté
pii —18 °C (viz kapitola 4 str. 38). Zasobni roztoky EE2 a CHOL byly pfipravovany Cerstvé
vzdy nejpozdéji po 21 dnech. Takto pfipravené zasobni roztoky byly nasledné pro ucely
jednotlivych analyz dale fedény methanolem na pozadované koncentrace, a to nejvice 100x
v jednom fedicim kroku. Tento zékladni postup byl stejny pro vSechny provadéné analyzy
a po této zakladni pfipraveé byly roztoky pfipravovany Ctyfmi zédkladnimi postupy, které se

od sebe odliSovaly poctem analytti v jedné vialce a postupem fedéni.

3.3.1.1. Postup 1 — derivatizace jedné latky s Fedénim pred derivatizaci
Ze zasobnich roztoktt EE2, GSD a CHOL byly nejprve pfipraveny jejich ziedéné

roztoky o koncentraci 100 mg/l. Ze zfedéného roztoku vybraného analytu bylo nasledné
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odpipetovano 100 ul do krimpovaci vialky, ze které bylo nasledné odfoukano rozpoustédlo
pod proudem dusiku pii teplot€¢ 40 °C. Po odfoukani rozpoustédla bylo k vysusenym
vzorkiim pfidano derivatizacni Cinidlo ve slozeni 25 pul BSTFA a 75 pl pyridinu
(Postup 1A), nebo 100 ul smeési HMDS a TFA v poméru 98:2 (v/v) (Postup 1B). Vialky
byly po pfidani ¢inidla zakrimpovany a pfemistény do vyhfivaného bloku nastaveného na
teplotu 70 °C, v némz byly ponechany po dobu 30 minut. Po derivatizaci byly vialky nejprve
odkrimpovany, vzorky v nich byly pfepipetovany do insertii o objemu 100 pl a v insertech
byly nésledné vzorky vlozeny zpét do wvialek. Vialky i sinserty byly nasledné opét

zakrimpovany a premistény do autosampleru pro vlastni analyzy pomoci GC-MS.

Modifikaci postupu 1B pro simultanni analyzu EE2, GSD a interniho standardu
(CHOL) vznikl postup 1C. Tento postup byl ve vSech krocich identicky s postupem 1B, az
na to, ze byly vzorky vsech tii analyti o stejné koncentraci (100 mg/l) odpipetovany po
100 ul do jedné krimpovaci vialky. Vznikla smés tfi analyti o celkovém objemu 300 pl byla

poté odfoukéana a nasledné derivatizovana ekvivalentnim objemem HMDS (tedy 300 pl).

3.3.1.2. Postup 2 — derivatizace smési analyt + IS s Fedénim po derivatizaci
Tento postup byl pouzit vyhradné pro analyzu kalibra¢nich roztokd a vyznacoval se
fedénim az po derivatizaci — z toho divodu bylo nejprve do krimpovaci vialky odpipetovano
dostatecné mnozstvi (podle toho, kolik jej bylo potieba pro nasledné fedéni) standardi EE2,
resp. GSD o nejvyssi kalibraéni koncentraci (napt. 1000 mg/1), a to tak, aby byly vzorky EE2
a GSD odpipetovany do dvou riznych krimpovacich vialek. Do obou vialek byl nasledné
pfidan interni standard CHOL o koncentraci 100 mg/l (Postup 2A) nebo 50 mg/l
(Postup 2B), a to ve shodném objemu jako EE2, resp. GSD. Takto pfipravené vzorky byly
odfoukany proudem dusiku pii teploté 40 °C a po odpatreni methanolu byl do vialek pridan
ekvivalentni objem derivatiza¢niho ¢inidla (HMDS + TFA v poméru 98:2 v/v). Vialky byly
nasledné zakrimpovany a pfemistény na derivatizaci do vyhtfivaného bloku nastaveného na
teplotu 70 °C, v némz byly ponechany po dobu 30 minut. Po derivatizaci byly roztoky
nasledné redény hexanem na pozadované kalibracni koncentrace (viz Tab. II) tak, aby mél
kazdy pouzity roztok objem 100 pl. Takto pfipravené vzorky byly pievedeny do vialek

s insertem a analyzovany pomoci GC-MS.
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Tabulka II — seznam koncentraci pripravovanych postupem 2; ¢islo kalibracni sady
odpovida jejimu poradi

Kalibracni sada Koncentrace [mg/1]
1 10 50 100 500 1000 - - -
2 100 200 300 400 500 600 700 1000
3 1 5 15 25 50 75 100 -

3.3.1.3. Postup 3 — derivatizace smési analyt + IS s Fedénim pred derivatizaci

Tento postup vznikl jako prekryv mezi postupy 1 a 2. Postup 3 slouzil obdobné jako
postup 2 vyhradné pro analyzu kalibracnich roztoku, ale s tim rozdilem, ze byl zalozen na
principu postupu 1B, tedy na principu fedéni na pozadované kalibracni koncentrace jeste
ptred derivatizaci, ktera byla rovnéz realizovana smési HMDS + TFA v poméru 98:2 (v/v).
Cely tento postup 1ze jednoduse shrnout tak, ze byly vzorky pfipravované timto zptisobem
fedény, odfoukany a derivatizovany dle postupu 1B, ale zaroven byly derivatizovany ve
dvou raznych vialkach dle postupu 2, a to jak ve varianté A, tak ve varianté B, na zakladé
¢ehoz byl postup 3 také rozdélen na variantu A (pifidavek CHOL o konc. 100 mg/l)
a variantu B (ptfidavek CHOL o konc. 50 mg/l). Timto postupem byly pfipravovany roztoky
kalibracni sady 1 a 3 (viz Tab. II).

3.3.2. Postup 4 — priprava vzorku oktadekanu
Kontrolni vzorky oktadekanu pro kontrolu opakovatelnosti méfeni byly pfipraveny
rozpusténim pevného oktadekanu na koncentraci 200 mg/l. Takto pfipraveny roztok byl

pfimo analyzovan pomoci GC-MS.

3.4. Chromatografické a hmotnostné spektrometrické podminky

3.4.1. GC metody

V této praci byly pouzity celkem dvé chromatografické metody, které se od sebe
liSily profilem teplotniho gradientu atim celkovou dobu analyzy. Konkrétni nastaveni

zakladnich parametrd v obou metodach jsou popsany v nasledujici tabulce III.
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Tabulka ITI — parametry pouzitych GC metod

Parametr Metoda GC1 Metoda GC2

Prutokova rychlost 1,2 ml/min 1,2 ml/min
Pocatecni teplota 50°C 50 °C
(Udrzovana po dobu) 4 min 0 min
Koncova teplota 300 °C 300 °C
(Udrzovana po dobu) 10 min 5 min

Teplotni gradient 20 °C/min 30 °C/min

Celkova doba analyzy 26,5 min 13,33 min

3.4.2. MS metody
3.4.2.1. Full-scan metody

Ve full-scan moédu (FS) byly vyvinuty dvé metody, které svym nastavenim
korespondovaly s GC metodami. Prvni z metod, ktera byla pouzita v kombinaci s delsi GC
metodou, zahrnuje vétsi rozsah m/z. Druhé z full scan metod pak zahrnuje mensi rozsah m/z,

a navic byla kombinovana s kratsi GC metodou, vlivem ¢ehoz byl zkracen i1 solvent delay.

Jednotlivé parametry obou metod jsou popsany vedle sebe v tabulce IV.

Tabulka IV — parametry pouzitych full scan metod

Parametr Metoda FS-1 Metoda FS-2
Teplota iontového zdroje 200 °C 200 °C
Ionizacni energie 70 eV 70 eV
Solvent delay 9 min 4 min
Minimalni m/z 40 40
Maximalni m/z 800 500
Skenovaci Cas 175 ms 75 ms

3.4.2.2. SIM a MRM metody

Pro meéteni v SIM a MRM modech bylo vytvoreno neékolik metod, které se od sebe
li§ily pouzitymi prechody (resp. sledovanymi ionty). VSechny tyto metody byly sparovany
s obéma GC metodami, a proto je nutné jejich obecné vlastnosti rozdélit opét na dvé,

tentokrat obecné SIM/MRM metody. Veskeré instrumentalni parametry jsou vypsany
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v tabulce V, zatimco jednotlivé pfechody jsou 1 s pouzitymi koliznimi energiemi vypsany

v tabulce VL.
Tabulka V — parametry pouzitych SIM a MRM metod
Parametr Metoda 1 Metoda 2
Teplota zdroje 200 °C 200 °C
Ionizaéni energie 70 eV 70 eV
Solvent delay 9 min 4 min
Dwell time 75 ms 75 ms
Kolizni energie 20-55eV 20-55eV

Tabulka VI — ionty a kolizni energie pro SRM a SIM médy; tu¢né jsou vyznaceny
ionty pouzité pro SIM analyzy

Analyt, m/z Kolizni
m/z parentu
prechod fragmentu energie [eV]
EE2-01 425 193 20
EE2-02 440 285 20
GSD-01 382 73 45
GSD-02 325 199 25
CHOL-01 329 55 55
CHOL-02 458 159 30

Jednotlivé SRM prechody byly méfeny najednou v jedné analyze ve dvou MRM
modech. Prvnim MRM moédem byl méd oznacovany jako MRMO6, ktery obsahoval vSech
Sesti SRM prechodu, které byly v ramci GC metod GC1 a GC2 rozdéleny do dvou ¢asovych
segmentt. V prvnim segmentu byly méfeny prechody pro EE2 a GSD, zatimco v druhém
byly méfeny piechody pouze pro CHOL. Druhou metodou, ktera se od MRMG6 liSila pouze
poctem méfenych prechoda byla metoda MRM3, ktera slouzila k méfeni pouze prechodu

s oznaCenim XYZ-01.
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4. Vysledky a diskuse

Cilem této prace bylo replikovat metodu pro stanoveni ethynylestradiolu popsanou
v praci od Zhanga ef al [25] pomoci plynové chromatografie, ovéfit jeji funkEnost a zjistit,
zdali je mozné upravit ji 1 pro simultdnni stanoveni EE2 a progestinu gestodenu vedle
sebe — pravé kombinace gestodenu sEE2 je totiz v CR dle piilohy 1 v oralnich
kontraceptivech pouzivana nejCasté€ji. Tato skuteCnost pak z této kombinace hormonu déla
relevantni skupinu analyti pro stanoveni jejich zastoupeni v tuzemskych povrchovych

vodach.

Vzhledem ktomu, Ze meéla upravena metoda slouzit k analyze vzorkd praveé
z povrchovych vod byl v ramci této prace kladen duraz na to, aby tato metoda disponovala
co nejvetsi moznou citlivosti a presnosti. Mezi potencialni problémy s dosazenim téchto
kritérii patfila napt. Zhangem et a/ [25] zminovana problematika vice derivatizacnich stupiit
EE2 (pfi derivatizaci muze totiz vzniknout urcity podil mono-TMS-EE2 namisto
pozadovaného di-TMS derivatu), kvili cemuz jsme v jednotlivych analyzach sledovali
proménlivost stupné derivatizace ethynylestradiolu. Tato proménlivost totiz muze zna¢né
ztézovat jeho spravnou kvantifikaci. Zaroven byla pro zvySeni citlivosti metody popsané
Zhangem et al [25] sledovana hmotnostni spektra jednotlivych analytt, ¢ehoz bylo vyuzito
pro tvorbu citlivéjSich SIM metod. S vyuzitim dostupného tandemového hmotnostniho
spektrometru byly pozorovany rovnéz fragmentace vybranych iontd vSech stanovovanych
latek. Na zakladé dat ziskanych z téchto fragmentaci byly posléze vybrany konkrétni SRM
ptechody. Pro dalsi zvyseni citlivosti této metody byla pro kazdy SRM prechod provedena
optimalizace pouzité kolizni energie tak, aby byla pro vlastni analyzy standarda (konkrétné
pak jejich kalibraci) pouzita takova kolizni energie, ktera poskytovala nejvyssi intenzitu

iontu.

4.1. Derivatizace

S ohledem na praci Zhanga et al [25] byla prvni volbou snaha replikovat derivatizaci
vSech stanovovanych analyti s pomoci kombinace BSTFA a pyridinu v poméru 1:3 (v/v).
Tento zplisob derivatizace (postup 1A) se vSak ukazal jako zcela neucinny, jelikoz byly
vSechny piky oCekavanych derivatt analytt ztracené v Sumu. Divodem téchto vysledki byla
Spatna kvalita derivatizaniho Cinidla, které tim bylo znehodnoceno do bodu, ve kterém jiz
nebylo mozné jej nadale pouzivat. Namisto smési BSTFA a pyridinem bylo nasledné

testovano jiné silylacni Cinidlo — HMDS, a to v kombinaci s kyselinou trifluoroctovou
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v pomeéru 98:2. Toto Cinidlo bylo ke vzorku piidavano v objemu rovném objemu analytu
pred odfoukanim (tedy 100 ul cinidla ke 100 pl vzorku dle postupu 1B). Vysledkem
testovacich analyz s HMDS pak bylo vytvoreni ofekavanych derivatizanich produktu
uvSech analytd, a to vCetné derivatizace EE2 pifimo do druhého stupné bez
identifikovatelnych vedlejsich produkti. Na zakladé porovnani vysledkt analyz téchto
vzorka s témi, které byly derivatizovany BSTFA a pyridinem, jsme se rozhodli, ze budeme

HMDS pouzivat po cely zbytek prace.

Na problém neuplné derivatizace EE2 jsme ale v prubéhu prace narazili i pfi pouziti
HMDS, a to poté, co jsme k pfipraveé vzorka postupy 1B a 1C pouzili 1 mésic stary zasobni
roztok EE2 o koncentraci 10 mg/ml skladovany pii teplote¢ 8 °C. V tomto roztoku patrné
doslo k neznamym zmeénam (které nebyly dale zkoumany), které zpusobily, ze pfi
derivatizaci HMDS postupem 1B doslo ke vzniku vyhradné mono-TMS-EE2. Tento pik byl
identifikovan za pomoci knihovny hmotnostnich spekter NIST, s jejimz spektrem pro mono-
TMS-EE2 dosahovalo ndmi naméfené spektrum shody 55 % a match faktor nabyval hodnoty
635. Vreakci na tuto analyzu jsme provedli experiment CasteCné inspirovany praci
Zhanga et al [25], ve kterém jsme vytvotili novy vzorek EE2 ze stejného zasobniho roztoku,
ale upravili jsme pouzity postup 1B prodlouzenim doby derivatizace vzorku na 60 minut
namisto 30. Vysledkem této analyzy byl chromatogram uvedeny na obrazku 12, na kterém
lze vidét 2 separované piky. Za pomoci knihovny spekter NIST a porovnanim retencnich
Casu byly tyto piky identifikovany jako mono-TMS-EE2, resp. di-TMS-EE2, a srovnanim
se spektry z knihovny NIST. Vzhledem k absenci dobfe charakterizovaného standardu
mono-TMS-EE2 vsak nemuzeme identitu této latky potvrdit, a proto je nutné brat jeji

identifikaci a zastoupeni v nasledujicim chromatogramu s rezervou.
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Obrazek 12 — TIC chromatogram analyzy degradovaného EE2, derivatizovano HMDS po dobu
60 minut

Tento problém jsme se pokusili vyfesit pfipravou nového zasobniho roztoku EE2
o koncentraci 10 mg/ml. Analyza vzorku ziskaného derivatizaci HMDS po dobu 30 minut
poskytla chromatogram s jedinym pikem, ktery dle NISTu a reten¢niho ¢asu odpovidal diive
naméfenému vzorku EE2, coz jsme brali jako dikaz vyhradni tvorby di-TMS-EE2. Timto
jsme dospéli k zaveru, ze abychom se tomuto jevu vyhnuli, bude nutné zasobni roztok EE2
skladovat pfi nizsi teplot€é —18 °C a zarovern periodicky znovu pfipravovat zasobni roztok

EE2 po uplynuti cca 21 dnli od data pfipravy.

4.2. Pouziti GC metod

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.4.1., veskeré analyzy byly provadény pomoci dvou
chromatografickych metod. Pivodni chromatograficka metoda, metoda GCI1, ktera
vyuzivala pomalejsi teplotni gradient 20 °C/min, a ktera byla pouzita pro vétSinu uvodnich
analyz (tj. full scan analyzy, analyzy produktovych iontd, analyzy pro optimalizaci koliznich
energii apod.) byla posléze zaménéna za rychlej§i metodu, metodu GC2, ktera vyuzivala
rychlejsi teplotni gradient 30 °C/min. K této zaméne doslo poté, co bylo porovnanim retenci
jednotlivych analytd v dostupném softwaru zjisténo, Ze jsou jejich piky stale dostate¢né
separovany a tim padem nedochazi k poklesu separacni u€innosti na ukor zvysené rychlosti
metody. Separace jednotlivych piki od sebe spole¢né s rozdilnymi retencemi v metodach
GC1 a GC2 je vyobrazena na obrazcich 13 a 14, které znazoriuji tzv. total ion

chromatogramy (TIC).
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Obrazek 13 — TIC MRM chromatogram analyzy smési EE2 (1R 17,044 min), GSD (tR 17,184 min)
a CHOL (tR 18,807 min) metodou GC1
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Obrazek 14 — MRM chromatogram analyzy jednotlivych standardit EE2 (R 9,551 min), GSD
(1R 9,696 min) a CHOL (1R 11,188 min) metodou GC2; graf byl vytvoren sloucenim samostatnych
analyz

Zkraceni metody GC2 oproti GC1 slouzilo k urychleni naslednych experimentu,
které zahrnovaly vyssi pocty opakovani. Kromé rozdilnych retencnich Casii je na

obrazcich 13 a 14 vidét i to, ze se v obou metodach shoduje elu¢ni poradi analytt.
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4.3. Nastaveni a pouziti MS metod

Vsechny analyzy byly provedeny za pomoci MS/MS QqQ systému, diky kterému byla
provadéna meéfeni jak ve full scan (FS), tak SIM a SRM (resp. MRM) modu. Vétsina
prvotnich analyz probihala pravé ve full scan médu FS1, a to po nastiiku pouze jednoho
standardu na analyzu, aby bylo mozné snadno identifikovat pik konkrétniho analytu a z n¢j
1 jeho retenci. V piipadé FS1 modu byl snimaci rozsah pro tyto analyzy nastaven na m/z od
40 do 800pro zajisténi zachytu co nejvétsiho poctu pripadnych forem analytt. U FS2 metody
bylo toto rozmezi nizsi, a to konkrétné€ od 40 do 500 m/z, jelikoz jiz byl zndm rozsah hodnot

m/z, které byly pro analyzy relevantni.

V ramci obou FS metod byl rovnéz vyuzit parametr ,,solvent delay®, ktery zamezuje
vstupu dfive eluujicich latek (napf. zbytkt derivatiza¢niho Cinidla — TFA, TMS-derivat TFA
apod) do hmotnostniho spektrometru. Toto je dobfe patrné na Obrazku 10, kde pii FS2
analyze EE2 o koncentraci 100 mg/l intenzita dfive eluujicich latek vyrazné prevysuje

intenzitu signalu EE2.
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Obrazek 15 — Full scan chromatogram GC2 analyzy EE2 bez solvent delaye

Identifikace pikd jednotlivych analyti zjednotlivych FS chromatogramt byla
v piipadé pikd EE2 a cholesterolu potvrzena také pomoci knihovny hmotnostnich spekter
NIST. Knihovna NIST nicméné nemohla byt vyuzita pro identifikaci GSD, jelikoz data pro

néj nebyla v pouzité verzi této databaze obsazena. Z toho diivodu byl gestoden identifikovan
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pouze na zakladé analyzy nastfiku samotného derivatizovaného standardu, kdy byl
pozorovan pouze jediny pik. Na obrazcich 16—18 jsou znazornéna experimentalné namerena

kompletni hmotnostni spektra v§ech téchto latek spolec¢né s vyznacenymi charakteristickymi

ionty.
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Obrdazek 16 — hmotnostni spektrum EE2 s vyznacenymi charakteristickymi ionty
V tomto spektru jsou vyznacCeny celkem tfi ionty — molekularni iont (m/z 440),
fragment molekularniho iontu po ztrat¢ CHs3 skupiny (m/z 425) a fragment odpovidajici
TMS skupiné (m/z 73). Shoda naméfeného spektra se spektrem di-TMS-EE2 v knihovné
NIST je 50 % s match faktorem 652.
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Obrazek 17 — hmotnostni spektrum GSD s vyznacenymi charakteristickymi ionty

V tomto spektru jsou zvyraznény ionty o m/z 382 (molekularni iont TMS-GSD) a 73
(TMS skupina).
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Obrazek 18 — hmotnostni spektrum cholesterolu s vyznacenymi charakteristickymi ionty

V tomto spektru jsou zvyraznény ionty o m/z 458, 73 a 43 — molekularni iont TMS-
CHOL (m/z 458), TMS skupina (m/z 73) a isopropylova skupina (m/z 43). Shoda

naméfeného spektra se spektrem v knihovné NIST je 28 % s match faktorem 570.
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Po dokonceni série tvodnich identifikacnich analyz vSech analyti byly provedeny
analyzy fragmentaci jejich vybranych ionti za pomoci produktovych skent, také
oznacCovanych jako daughter skeny. Toto bylo provedeno jako pfiprava na nasledna méteni
v citlivgjSich méficich modech jako je SRM a MRM, které jsou nutné pro ziskani co
nejnizSich mezi detekce a kvantifikace. V naSem piipadé jsme pro daughter scany iontu
vSech sledovanych analytd vybrali vzdy molekularni iont a poté dva dalsi ionty z pivodnich
FS spekter, které mély dostatecné vysoké m/z a dostatecné velkou intenzitu. Vybrané MRM
prechody pak odpovidaji vzdy dvéma riznym patentnim iontim, znichz jeden je
molekularni iont a druhy byl vybran podle intenzity jeho fragmentu. Z hlediska
fragmentovanych iontd se poté jedna o fragmenty s nejvys$si intenzitou v piisluSném
daughter scan spektru. Konkrétni m/z vSech téchto pfechodd jsou uvedena v tabulce V
(str. 37) s tim, ze pro méfeni v SIM modu jsme pouzili pravé parentni ionty z MRM modu
(také vyznaCeny v tabulce V). Z obrazkli 19 a 20 je patrné, ze nejintenzivnéjsi fragment
daughter scanu iontu 425 ma vétsi intenzitu, nez nejintenzivnéjsi iont z daughter scanu iontu

285 (intenzita 6666 vs. 4952).
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Obrazek 19 — Daughter scan parentu EE2 o m/z 425
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Obrazek 20 — Daughter scan parentu EE2 o m/z 285

Po nalezeni nejvhodnéjsich ionti pro SRM bylo pred dalSimi analyzami nutné
optimalizovat kolizni energii pro jednotlivé ptrechody, a zajistit tak, Zze pouzita kolizni
energie nebude zaroven ani pfili§ vysoka, coz by vedlo k nadmérmé fragmentaci, ani pfili§
nizka, coz by vedlo k nedostatecné fragmentaci. Po nalezeni nejvhodnéjsich ionti pro SRM
bylo pred dalSimi analyzami nutné optimalizovat kolizni energii pro jednotlivé pfechody
a zajistit tak, ze pouzita kolizni energie nebude zaroven ani pfili§ vysoka, coz by vedlo
k nadmérné fragmentaci, ani pfilis nizka, coz by vedlo k nedostate¢né fragmentaci. Analyzy
pro uréeni spravné kolizni energie byly nastaveny tak, ze jsme snizili, resp. zvysili hodnotu
kolizni energie pouzitou pro daughter scan analyzy (arbitrarné nastavenou pro prvni analyzu
na 35 eV) o 10 eV, ¢imz vznikla zakladni série métfeni s hodnotami 25 eV, 35 eV a 45 eV
(metoda daugther scanu oznacena jako CEl). Ve druhém kroku jsme nésledné zkoumali
bliz8i okoli kolizni energie, pro niz byla nameétena nejvyssi intenzita v prvnim kroku, a to
s pouzitim rozdilli energii o hodnoté 5 eV v okoli maxima z pfedchoziho méteni (metoda
oznacena jako CE2). Hodnota kolizni energie s nejvyssi intenzitou pro dany prechod v sérii
CE2 analyz byla poté pouzita v analyzach v MRM modu. Vysledky vSech téchto analyz jsou

rozepsany v tabulce VI
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Kolizni energie pro danou sérii méreni

Tabulka VI — vysledky analyzy koliznich energii; tu¢né je uvedena vzdy nejvhodné;si

SRM CEl Intenzita SRM CE2 Intenzita
prechod [eV] [county] prechod [eV] [county]
45 284 25 748
EE2-01 EE2-01
35 594 20 770
440 — 285 440 — 285
25 787 15 707
45 18204 25 25277
EE2-02 EE2-02
35 30819 20 26064
425 — 193 425 — 193
25 38912 15 24229
45 568 25 175
GSD-01 GSD-01
35 846 20 142
325 —> 199 325 —> 199
25 896 15 92
45 6123 55 1069
GSD-02 GSD-02
35 5720 50 1137
382 > 73 382 > 73
25 3483 45 1204
45 242 40 221
CHOL-01 CHOL-01
35 301 35 253
458 — 159 458 — 159
25 296 30 254
45 627 S5 545
CHOL-02 CHOL-02
35 439 50 502
329 —» 55 329 —» 55
25 241 45 452

4.4. Méreni kalibracni zavislosti standardi pomoci vyvinutych
metod

4.4.1. Uvodni analyzy

Optimalizované parametry pro MRM analyzu byly vyuzity pro nasledujici série analyz,
jejichz cilem bylo sestrojeni kalibra¢ni kiivky EE2 a GSD, pficemz CHOL slouzil jako
interni standard (IS). Koncentra¢ni rozsah kalibracni kiivky vychazel rovnéz z dfive
uvedené prace Zhanga ef al [25] a cilem byla replikace vysledkt prezentovanych v této praci

pomoci nami upravené metody. Rozsah kalibrace ¢ital 12 roztokd (6 pro EE2 a 6 pro GSD;
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kazdy z analyti méfen samostatn€) o koncentraci 1 mg/l az 1000 mg/1, které byly pro tucely
této analyzy pfipraveny upravenym postupem 3 (Gprava spocivala v umisténi vSech analyti
do jedné wvialky). Ztakto pfipravenych zasobnich roztoki o danych kalibrac¢nich
koncentracich bylo do krimpovacich vialek odpipetovano vzdy 100 ul EE2, respektive
100 ul GSD o dané koncentraci spolecné s piidavkem 100 pl cholesterolu o koncentraci
100 mg/l. Ke smési analytu a cholesterolu byl po odfoukani ptfidan ekvivalentni objem

HMDS, tedy 300 pl.

Vlastni méfeni téchto vzorkd probihalo jak v MRM6, tak v MRM3 moédu s tim, ze
vSechna méfeni byla provedena v triplikatech. Na obrazcich 21 a 22 je mozné vidét vysledné
prumérné kalibracni kiivky z méteni v MRM6 a MRM3 modu pro EE2 i GSD. Vyhodnoceno
bylo 5 ze 6 kalibracnich roztokt — roztoky o koncentraci 1 mg/l nebyly do kalibrace zahrnuty,
jelikoz byly piky analytd pfi této koncentraci ztracené v Sumu a nebylo je mozné
kvantifikovat. Hodnoty pro jednotlivé body v nasledujicich grafech byly vypocitany vzdy
jako primeérny pomér plochy piku analytu ku plose piku cholesterolu ze vSech tii opakovani
meéteni pfi dané koncentraci. V tabulkach VII a VIII jsou pak znazornény relativni

smérodatné odchylky (RSD) jednotlivych méfeni.
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Obrazek 21 — méreni kalibracni kiivky EE2 (modrd) a GSD (oranzova) o rozsahu 10 az 1000 mg/l
v MRMG6 modu s vyuzitim CHOL jako IS
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Obrazek 22 — méreni kalibracni kiivky EE2 (modrad) a GSD (oranzova) o rozsahu 10 az 1000 mg/l
v MRM3 modu s vyuzitim CHOL jako IS

Tabulka VII — smérodatna a relativni smérodatna odchylka namérenych hodnot EE2

MRM6 MRM3
Analyt, Relativni Analyt, Relativni
koncentrace smérodatna koncentrace smérodatna

[mg/] odchylka [mgA] odchylka
EE2 10 13 % EE2 10 30 %
EE2 50 39 % EE2 50 24 %
EE2 100 52 % EE2 100 41 %
EE2 500 16 % EE2 500 63 %
EE2 1000 32 % EE2 1000 37 %
Priomérna RSD 30% Primérnda RSD 39 %
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Tabulka VIII — smérodatna a relativni smérodatna odchylka namérenych hodnot

GSD
MRM6 MRM3
Analyt, Relativni Analyt, Relativni
koncentrace smérodatna koncentrace smérodatna
[mg/] odchylka [mgA] odchylka
GSD 10 6 % GSD 10 26 %
GSD 50 14 % GSD 50 10 %
GSD 100 41 % GSD 100 9%
GSD 500 14 % GSD 500 20 %
GSD 1000 17 % GSD 1000 28 %
Priomérna RSD 18 % Primeérna RSD 19 %

Z uvedenych graft a tabulky vyplyva, ze se nam nepodafilo dosahnout dobré shody
s teoretickou linedrni zavislosti odezvy, o Cemz vypovidaji 1 jednotlivé urovné
spolehlivosti R?, které jsou ve vech &tyfech pripadech niz§i nez 0,9900 — coz byla nami
interné dohodnuta mezni hodnota, od které jsme tésnost dat povazovali jako dostateCnou.
Tyto odchylky byly pfisouzeny nepfesnostem v piipravé vzorkd a moznym problémum
s derivatizaci pfi pouziti upraveného postupu 3. Z tohoto divodu jsme se rozhodli tyto
analyzy zopakovat snoveé pfipravenymi vzorky se snahou minimalizovat pipetovani
a rozdily v derivatizaci — a to konkrétn€ podle postupu 2A s pridanim ekvivalentniho objemu

CHOL o koncentraci 100 mg/I.

Vzorky v takto upravené formé byly z Casovych divodi analyzovany pouze jednou
a zaroven bylo pii jejich vyhodnoceni upusténo od prepoctu koncentraci pomoci interniho
standardu. Vysledky téchto analyz jsou vyobrazeny na obrazcich 23 a 24, a to opét bez
hodnoty pro vzorky o koncentraci 1 mg/l v obou metodach, ale také bez hodnoty vzorku
o koncentraci 10 mg/l v ptipadé MRM6 metody, jelikoz i tato koncentrace poskytla vysledky

pod mezi detekce metody.
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Obrazek 23 — Kalibracni krivka z upravené MRM6 analyzy FE2 (modra) a GSD (oranzova)
o rozsahu 50 az 1000 mg/l
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Obrazek 24 — Kalibracni krivka z upravené MRM3 analyzy FE2 (modra) a GSD (oranzova)
o rozsahu 10 az 1000 mg/l

Ve vysledcich téchto upravenych analyz je patrna niz$i citlivost MRM6 metody, diky
niz nebylo vlivem nedostatecného odstupu piku od Sumu mozné odecist plochu piku ani
u vzorku o koncentraci 10 mg/l. Kromé toho ale také kalibrace z MRM6 metody poskytla
0 poznani niz§i uroven spolehlivosti R? (coz plati i pro GSD, a to kvili tomu, ze v MRM6
metodé chybi 2 hodnoty oproti jedné chybé&jici v MRM3). Na zaklad¢ téchto dvou faktort
jsme se tedy rozhodli, ze s analyzami v MRM6 modu nebudeme pokracovat a budeme

nadale méfit v MRM modu pouze MRM3 metodou.
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4.4.2. Zmény rozptylu kalibra¢nich koncentraci

Tretim krokem, kterym mél sméfovat ke zlepSeni parametrt kalibracni kiivky, byla
uprava kalibra¢niho rozsahu. Ten jsme upravili tak, ze jsme pouzili vzorky o koncentracich
od 100 mg/l do 700 mg/1 (s kroky po 100 mg/l) a dale byla ptidana koncentrace 1000 mg/I.
Priprava vzorkli na analyzu pak zistala stejna, jako predchozi sada (postup 2A) s tim
rozdilem, ze jsme nyni kromé jiného koncentraéniho rozptylu EE2 a GSD upravili
1 koncentraci IS — ta byla snizena na 50 mg/l (postup 2B) jelikoz cholesterol poskytoval tak
velkou odezvu, ze nebyl problém jeho koncentraci 2x zmensSit. Méfeni byla opét z hlediska

uspory Casu provedena pouze jednou a jejich vysledky jsou vyobrazeny na obrazcich 25

a 26.

35
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Obrazek 25 — Kalibracni krivka EE2 od 100 do 700 + 1000 mg/l
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Obrazek 26 — Kalibracni kiivka GSD od 100 do 700 mg/I

Z vysledku téchto analyz musel byt vypustén kalibracni bod o hodnoté 1000 mg/I pro
GSD, ktery byl vyhodnocen jako odlehly. Hodnota korelacniho koeficientu pro oba

sledované analyty vzrostla, nicméné stale nedosahovala pozadovanych hodnot.

Na zaklad¢ téchto vysledkid bylo nasim dal§im krokem ovéreni chovani systému pfi
pouziti sady roztokl o niz§ich koncentracich. Vzorky pro tyto analyzy byly poté pfipraveny
opét postupem 2B, tedy postupnym rozied’ ovani z jiz derivatizovaného vzorku o nejvyssi
koncentraci s tim rozdilem, ze nyni bylo pouzito sedm koncentraci v rozmezi od 1 do

100 mg/l. Vysledky téchto méteni jsou vyobrazeny na obrazku 27.
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Obrazek 27 — Kalibracni krivka EE2 (modra) a GSD (oranzova) od 5 do 100 mg/l

Jak je mozné vidét na obrazku 27, tak prestoze se nam opét nepovedlo kvantifikovat
vzorek o koncentraci 1 mg/l, pro niz§i koncentrace gestodenu se podarilo dosdhnout lepsi
hodnoty korela¢niho koeficientu (R? = 0,9833 vs. R? = 0,9742). Kromé toho se nam rovnéz
potvrdil trend pozorovany jiz v pifedchozich sadach analyz — a tedy ze prubéh kalibracni
kiivky pro GSD je oproti EE2 linearné;si (vyjimku tvoti dvé MRM3 analyzy na obrazcich 22
a24)

4.4.3. Opakovatelnost méreni v nizSich koncentracich

Na zaklad¢ vysledka predeslé série analyz jsme se rozhodli v tomto koncentracnim
rozptylu méfeni zopakovat, tentokrat ale opét v triplikdtu a opét s fedénim jesté pred
derivatizaci podle postupu 3B. Zménu metody pfipravy vzorku jsme provedli z toho divodu,

abychom otestovali vliv zmény zpusobu ptipravy vzorka na linearitu predeslé série analyz.

Kromé toho jsme chtéli vyzkouSet také miru opakovatelnosti analyz. Pfi sledovani
opakovatelnosti jsme ale narazili na trend — napfi¢ tfemi méfenimi totiz ve vSech
koncentracich vzorku dochézelo ke znacnému ubytku signalu — a to jak u EE2 a GSD, tak
1u IS (cholesterolu). DalSim problémem, ktery je zndzornény na obrazku 28, byla piiliSna
kolisavost primérné odezvy cholesterolu v jednotlivych vzorcich, a to i pies skuteCnost, ze

jej bylo do vSech vzorka ptidano stejné mnozstvi o stejné koncentraci.

54



160
140

120
10
8
2
1 5 15 25 50 75 100

Koncentrace EE2 [mg/I]

Primeérna intenzita [x10!?
dopadl iont(]
5 O
O O O o o

o

Obrazek 28 — proménliva pritmérnd odezva cholesterolu v jednotlivych vzorcich EE2

Na zékladé tohoto zjisténi jsme se rozhodli, Ze se namisto snahy vylepSit linearitu
naS$ich kalibraci zamétime na sledovani opakovatelnosti analyz stejného vzorku. Toto méteni
jsme se rozhodli provést nejprve se smésnym vzorkem EE2 a cholesterolu o koncentracich
75 mg/l (EE2) a 50 mg/I (IS). Tento vzorek jsme analyzovali v sedmi opakovanich, a to jak
v MRM, tak v SIM modu, abychom zjistili, jak budou vysledky ovlivnény pouzitym MS

modem.

Vysledky téchto méfeni ukazaly, ze pfistroj bohuzel neposkytuje dostatecné
spolehliva data — dochazelo k periodickym cyklim jak poklesu, tak vzestupu signalu, s RSD
pohybujicimi se (pro jednotlivé série tvofené vzdy sedmi opakovanimi) na urovni desitek
procent. V ramci dal§iho testovani stability pfistroje bylo postupné provedeno Ccisténi
nastiiku, zména sledovaného analytu na oktadekan o koncentraci 200 mg/l, ktery byl
analyzovan bez jakékoli pfedchozi derivatizace (postup 4, kapitola 3.3.2.), a posléze analyzy
samotného derivatizovaného cholesterolu o koncentracich 50, resp. 100 mg/l. Kazdy
z parcialnich krokd sméfujicich k vylepSeni situace byl nasledovan sérii minimalné sedmi
meéteni v opakovani, jejimz ucelem bylo zjistit miru rozptylu dat. Ani pfi téchto naslednych
analyzach se nepodafilo v pfipravach vzorku, vzorcich samotnych ani pouzitych metodach
a postupech nalézt konkrétni problém, ktery by vysvétloval zpisobené odchylky
v opakovatelnosti (a tedy ani odstranit zdroj této variability dat). Usoudili jsme tedy, ze se
s nejvetsi pravdépodobnosti jedna o problém se samotnym pfistrojem, ktery ale z Casovych

divodu jiz nebylo mozné vyfesit.
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5. Zavér

Tato bakalaiska prace se zameéfuje na problematiku oralnich kontraceptiv
v povrchovych vodach a jejich instrumentalni analyzu znich za pomoci GC-MS.
V teoretické Casti jsou predstavena oralni kontraceptiva z hlediska historie jejich pouziti,
jejich postupného vyvoje az do dne$ni podoby, ale také z hlediska jejich chemické struktury.
Krom¢ toho tato prace obsahuje i stru¢ny nahled do jejich G¢inkt na lidské t€lo. Dale tato
Cast prace zprosttedkovava zakladni nahled nejen do problematiky instrumentalni analyzy
oralnich kontraceptiv, ale také k pouzivanym instrumentalnim technikam, jako jsou GC-MS
a HPLC-MS, a to v¢etné zakladnich principt jejich funkce. Tato prace se dale blize zaméfuje
i na konkrétni divody, kvili kterym jsou oralni kontraceptiva (a to zejména s ohledem na
ethynylestradiol) v povrchovych vodach oznafovana jako polutanty, a to vcetné jejich

nezadoucich ucinkt na zivotni prostiedi.

Experimentalni ¢ast této bakalarské prace se pak zamérovala prevazné na replikaci
jedné z publikovanych instrumentalnich metod zaméfené na rychlou analyzu hormont
pouzivanych v oralnich kontraceptivech, a to vCetné jejich Uprav a transferu na odlisny typ
instrumentace. V ramci prace bylo studovano chromatografické a hmotnostné
spektrometrické chovani standardd ethynylestradiolu, gestodenu a cholesterolu, pro které
byla optimalizovana derivatizace ve smyslu vybéru vhodného derivatizaniho Cinidla a
vhodného postupu piipravy vzorkd, dale byly nalezeny a optimalizovany SRM piechody pro
jednotlivé zkoumané analyty a v pfipadé EE2 byla prakticky feSena i otazka vice moznych
stuptiti jeho derivatizace. Dale byly provedeny simultanni analyzy EE2, GSD a CHOL (jako
IS), pro které byla vyvinuta nova GC metoda, ktera se vyznacovala vyssi rychlosti analyzy
oproti puvodni, ktera byla pfevzata ze zminované publikace a upravena pro nase potieby.
Nasledujicim krokem mélo byt zméfeni kalibracnich zavislosti EE2 a GSD — tento krok ale

nebylo kvili kombinaci problém s instrumentaci a nedostatku ¢asu mozné dokoncit.
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6. Seznam zkratek

ATC — anatomicko-terapeuticko-chemicka (skupina)
BSTFA — N,0-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid
CI - chemicka ionizace

ECD - detektor elektronového zachytu

EDC - endokrinng disruptivni chemikalie

EE2 — 17a-ethynylestradiol

EI — elektronova ionizace

ESI - ionizace elektrosprejem

FID — plamenové-ionizac¢ni detektor

FS — full-scan maod

GC - plynova chromatografie

GSD - gestoden

HMDS — hexamethyldisilazan

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
CHOL - cholesterol

IS — interni standard

LC - kapalinova chromatografie

LOD - limit detekce

MF — mobilni faze

MRM - multiple reaction monitoring

MS — hmotnostni spektrometr

MS/MS, MS" — tandemova hmotnostni spektrometrie

NP — normalni faze
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PNEC - predicted no-effect concentration
Q — kvadrupal

RP — reverzni faze

RSD - relativni smérodatna odchylka

SF — stacionarni faze

SHGB - sex hormone binding globulin
SIM - selected ion monitoring

SRM - selected reaction monitoring
SUKL - Statni tfad pro kontrolu 1é&iv
TCD - detektor tepelné vodivosti

TFA — kyselina trifluoroctova

TIC - total ion chromatogram

TMCS - trimethylchlorsilan

TMS - trimethylsilyl

UHPLC - ultraa¢inna kapalinova chromatografie

WHO - svétova zdravotnicka organizace
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8. Prilohy

Priloha 1: Tabulka sou¢tu vydanych baleni vybranych kombinovanych oralnich

kontraceptiv obsahujicich EE2 CR na zakladé vetejné dostupnych dat Statniho tstavu pro

kontrolu 1é¢iv za obdobi od kvétna 2020 do Cervence 2023. Jednotlivé kombinace ucinnych

latek jsou rozdéleny podle jednotlivych ATC skupin tak, ze se vzdy jedna o EE2 v kombinaci

s dal$im hormonem.

Tabulka I — pocet vydanych baleni vybranych oralnich kontraceptiv od V. 2020
do VIL. 2023; nejvyssi hodnota souctu je vyznacena tuéné a kurzivou

M:(S)Lc ? GO03AA07 | GO3AA09 | GO3AA10 | GO3AA1l | GO3AA12 | GO3AA13 | GO3AA1LS
V. 20 9797 7294 36429 355 27506 1338 4117
VI. 20 12592 9746 48059 387 37472 1913 5241
VII. 20 13502 10550 49490 412 38882 1909 5403

VIII. 20 11269 8112 40776 395 31229 1644 4822
IX. 20 11526 8556 41767 350 32114 1674 4748
X. 20 12043 8876 43697 447 34098 1766 5070
XI. 20 11466 8330 41154 429 31579 1633 4698
XII. 20 11483 8587 42034 406 32993 1749 4957
I.21 11476 7929 41033 431 32446 1655 4750
II. 21 10823 7637 38534 389 30605 1585 4581
I1I. 21 11655 8315 41098 472 33282 1728 4949
IV. 21 11114 7743 39272 460 31543 1702 4741
V.21 11044 7779 39493 433 31744 1663 4673
VI. 21 11677 8297 41806 494 33810 1837 4888
VII. 21 11220 7675 39558 475 32616 1750 4842

VIII. 21 10985 7526 38640 422 31444 1705 4744
IX. 21 10988 7657 38874 502 32280 1727 4686
X.21 10972 7503 38628 486 31884 1751 4643
XI. 21 11425 7594 39808 461 32993 1750 4830
XII. 21 10953 7601 38453 472 32342 1833 4591
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I.22 11045 7219 38199 444 32317 1795 4633
II. 22 9912 6700 34663 390 29378 1594 4407
I11. 22 11090 7700 39115 490 33450 1857 4773
IV. 22 10543 7005 36291 426 31463 1777 4618
V.22 11167 7400 38693 446 33497 1856 4748
VI. 22 11569 7839 40137 382 34689 1947 4839
VILI. 22 10099 6685 34049 191 29531 1717 4239

VIII. 22 10864 6993 36617 37 32408 1826 4770
IX. 22 10748 6830 36026 1 31855 1800 4596

X. 22 11335 6974 37598 0 32537 1813 4783
XI. 22 10168 6452 33979 0 30536 1735 4339
XII. 22 10608 6913 34403 0 31229 1796 4351

I. 23 10840 6578 35461 0 32718 1779 4660
II. 23 10126 6115 32334 0 29488 1757 4225
I11. 23 11182 6888 36100 0 32670 1909 4875
IV. 23 10849 6633 35413 0 32669 1799 4628
V.23 10905 6516 35289 0 33089 1896 4404
VI. 23 11721 7071 37314 0 34331 1931 4893
VII. 23 10297 5886 32607 0 30320 1808 4205
Soucet 433078 293704 1502891 11485 1261037 68704 182960
Pozn.: GO34A407 (levonorgestrel + FE2), GO34A09 (desogestrel + FEE2), G034A10

(gestoden + EE2), GO3AAll (norgestimdt + EE2), GO3AAI2 (drospirenon + EE2), GO3AAI3
(norelgestromin + EE2), GO34A15 (chlormadinon + EE2)
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