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CILE PRACE

Vypracovat literarni reSersi na dané téma s dirazem na stanoveni stresovych hormond.
Vypracovat analytickou metodu na stanoveni vybranych pohlavnich a stresovych
hormoni savcii pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI-LC/MS) vcetn¢ provedeni
zakladni optimalizace této analytické metody, ato vSe s preferenci na stanoveni
stresovych hormonti.

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

V ptipad€ dostupnosti vzorkl a dostate¢nych casovych moznosti vyzkouset vhodnost
analytické metody pro pouziti na analyzu redlnych vzorkidi obsahujici vybranou
prirodni matrici (napf. trus apod.).

Provést kritické zhodnoceni této metody vyuzivajici chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI-LC/MS) s jiz vyvinutou metodou vyuzivajici ionizaci
vyhiivanym elektrosprejem (HESI-LC/MS).
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1 UVOD

Velkym tématem soucasnosti je ochrana ptirody. Pod tento pojem neodmyslitelné
spada iochrana ohrozenych druhd, at' uz vjejich pfirozeném prostiedi, nebo
v ramci chovnych a ochrannych zafizeni, kterymi jsou napiiklad zoologické zahrady. Snaha
zajistit co nejlepsi podminky pro dana zvifata vyvolava poptavku po zpiisobu investigace
jejich kondice, ato nejen fyzické, ale i psychické. Pro objasnéni psychického rozpolozeni
zvitat jsou Casto uzivany behavioralni studie. Rozvoj analytickych metod vSak v soucasné
dobé¢ piinasi moznost je podpofit objektivnimi Ciselnymi tdaji. Jednd se zejména 0 obsah

riznych hormoni ve vzorcich pochazejicich od studovanych jedinct.

Piedmétem studia této prace je skupina goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla)
Vv Zoologické zahradé hl. m. Prahy (ZOO Praha), pro kterou byl 28. zafi 2022 otevien novy
pavilon, Rezervace Dja. To podnitilo zajem zjistit, jak zvifata reaguji na nové prostory a jak
stresovou situaci byl pro zvifata samotny piesun, coz vyustilo ve spolupraci mezi ZOO Praha
a P¥irodovédeckou fakultou JihoGeské univerzity v Ceskych Budé&ovicich (PiF JU). Na
katedie zoologie byla zpracovana behavioralni studie a ikolem analytické laboratote katedry

chemie bylo stanoveni obsahu stresovych a pohlavnich hormonu ve vzorcich trusu.

Metodami nejcastéji uzivanymi za timto ucelem jsou kapalinova chromatografie
s hmotnostni detekci (LC/MS) a imunochemické metody. Pro tuto praci byla zvolena praveé
metoda LC/MS pro svou vysokou selektivitu a schopnost stanovit velké mnozstvi latek
béhem jedné analyzy. Trus je hlediska potieb tohoto vyzkumu vyhodnym typem vzorku,
protoze jej lze odebrat neinvazivng. Syntéza stresovych hormont je totiz velice rychla,
a tudiZ by invazivni odbér vzorku mohl vést ke zkresleni vysledkti z divodu zvySeni hladiny
téchto hormont v organismu vlivem stresu béhem odbéru. Nevyhodou vzorkt trusu je vSak
skute¢nost, ze sev nich tyto analyty vyskytuji ve velice nizkych koncentracich (navic

ve velké mife metabolizované) a zaroven je zde velké mnozstvi interferujicich latek.

Tato bakalaiska prace je zaméfena na vyvoj a validaci analytické metody pro stanoveni
vybranych stresovych hormont (kortizol, kortikosteron, estradiol, estron, progesteron)
ve vzorcich trusu goril. Pozornost byla zamétena nejen na chromatografickou separaci

a hmotnostni detekci, ale také na extrakci analytti a piecisténi vzorku k analyze.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Steroidni hormony

Hormony jsou c¢asto popisovany jako chemické pienasSeCe informaci v organismu.
Jeden neziidka ovlivituje vice riznych bun¢k a odpovéd na jeho pfitomnost se miize lisit
podle jejiho typu. Byvaji transportovany krevnim fe€i§tém na misto urceni, ale mohou
transportu, nez je bézna diftze. Jejich koncentrace v krevnim ob&hu je nizka (fadoveé ng/ml),
apresto funguji velice efektivné. To je mozné diky vysoce specifickym receptoriim,

které jednotlivé hormony vazi.(Litwack 2022)

Povaha hormont je velice riznoroda, jednotlivé skupiny se 1i§i pivodem v organismu,
chemickou strukturou, fyzikalnimi vlastnostmi ibiologickymi u¢inky. Namatkou Ize
jmenovat naptiklad thyroidni hormony, hormony slinivky bfi$ni nebo ristové faktory. Pravé
mezi hormony slinivky bfisni patii naptiklad inzulin, ktery je snad nejzndméjSim piikladem.
Jde o peptidicky hormon, ktery se sklada ze dvou fetézcu aminokyselin, propojenych

disulfidickymi mustky, které vznikaji diky ptitomnym cysteinim. (Litwack 2022)

Skupina steroidnich hormont, do které patii latky studované v této bakalarské praci,
jsou naopak odvozeny od molekuly cholestanu, ktera disponuje tfemi $esti-uhlikatymi cykly
ajednim péti-uhlikatym, na kteryje navazan dlouhy uhlovodikovy fetézec. Jednotlivé
podskupiny, kterymi jsou napiiklad glukokortikoidy nebo progestiny, pak vznikaji
modifikaci jednotlivych ¢asti této matefské molekuly. (Litwack 2022)

Z popisu struktury zastupce peptidickych hormoni a matetské molekuly stresovych je
patrny znaény rozdil v jejich strukturnim uspotadani. Tuto skutecnost reflektuji také jejich
vlastnosti, steroidni hormony jsou lipofilni, kdezto peptidické se vyznacuji svou hydrofilitou.

(Hinson a Raven 2019)

V roce 1929 byl jako prvni steroidni hormon izolovan estron. Od té doby se znalost
této skupiny latek vyrazné rozSifila adnes vime o0vice jak 230 jejich zastupcich,

které se vyskytuji pfirozeng, pri¢emz dalsi je mozné syntetizovat. (Litwack 2022)

Na nasledujicim Obr. 1 je pro ilustraci uvedeno Sest hlavnich podskupin, kterymi jsou
estrogeny, progestiny, androgeny, glukokortikoidy, mineralokortikoidy, steroidy odvozené

od vitaminu D a zluc¢ové kyseliny. (Litwack 2022)
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Obr. 1: Schéma rozdéleni steroidnich hormont na jednotlivé skupiny — upraveno (Litwack 2022).



Tato prace sezaméfuje na stresové apohlavni hormony, konkrétné tedy
na glukokortikoidy (kortizol, kortikosteron), estrogeny (estradiol, estron) a progestiny
(progesteron). Strukturni vzorce jednotlivych latek véetné matefské molekuly cholesterolu

jsou uvedeny v Obr. 2 nize.

Obr. 2: Strukturni vzorce jednotlivych a analytii a molekuly cholestanu.
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Za syntézu vySe uvedenych péti hormoni zodpovida kura nadledvin, vajecniky,
placenta apfipadné¢ zluté télisko. V bunice dochazi ksyntéze steroidnich hormoni
v mitochondrii a hladkém endoplazmatickém retikulu. Tyto hormony nejsou v organismu
nikterak uchovavany, ale jsou difizi uvoliovany do krevniho obéhu ve chvili jejich vzniku.
Jejich syntéza je tedy velice rychla. Podle doc. MUDr. Dany MareSové, Ph.D. (Fyziologicky
ustav 1. LF UK), ktera svolila k telefonické konzultaci, se do krevniho ob&hu uvoliuji v fadu
jednotek minut od zaznamenani stresového podnétu. K zajisténi dostatku cholesterolu je

v bunkach, v nichz dochazi k steroidogenesi, ulozeno vice lipida. (Hinson a Raven 2019)



Jejich snadny prestup pies biologické membrany je zajistén vezikuldrnim transportem,
tedy vackem vychlipenym z fosfolipidové dvojvrstvy (endocytdza, exocytdza). Steroidni
hormony jsou sice oproti peptidickym relativné malé velikost a vyrazné lipofilng;si, ale
Vv organismu se ¢asto vyskytuji vazané na transportni typ globulinu tzv. transkortin. (Litwack

2022; Svihovec a spol. 2018)

Cely endokrinni systém je velice komplexni a provazany. Vzhledem k tomu, ze se tato
prace zaméfuje zejména na stresové hormony, Ize tuto skuteCnost demonstrovat
na reakci organismu na stresovy podnét. Ten je zaznamenan mozkovou kurou odtud
informace putuje do hipokampu apies né do hypothalamu, kde dochazi kuvolnéni
kortikoliberinu ~ (CRH), kteryje  transportovan  do hypofyzy, kde  stimuluje
sekreci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). ACTH i CRH jsou peptidickymi hormony,
je tudiz patrné, ze v celém procesu nefiguruji pouze ty steroidni. V nadledvinach pak ATCH
iniciuje syntézu a exkreci kortizolu (a ostatnich glukokortikoid). Ten pak putuje krevnim
fecistém do svalu, jater atukovych bunék. Je zajimavé, ze jeho ucinek se odviji od mista
pusobeni. ve svalovych bunikach inhibuje proteosyntézu a v tukovych burikach syntézu tukd.
V obou téchto piipadech zastavuje procesy, piikterych dochéazi ke spotfebé molekul
glukosy. V jatrech naopak katalyzuje glukoneogenesi, jejimz produktem je glukosa.
Z uvedeného je tedy ziejmé, ze cilem uvolnéného kortizolu je zvySeni hladiny glukosy
v krvi. Diky tomu ma pak organismus vys$§i mnozstvi rychle dostupné energie a je schopen
na stres reagovat. ZvysSena hladina kortizolu v krvi poskytuje mozku tzv. negativni zpétnou

vazbu a ma za nasledek tlumeni sekrece ACTH. (Litwack 2022)

K sekreci kortizolu vSak nedochazi pouze v reakci na stres. V krvi ¢lovéka se piirozené
vyskytuje v koncentraci 6—20 pg/100 ml a pokud jeho hladina klesne pod tuto mez, dojde
k jeho syntéze a uvolnéni do ob¢hu (Litwack 2022).

Studium steroidnich hormont tedy umoziuje prohloubit znalosti 0 chovani a obecné
kondici zvitat, at’ v ptirodé Cc¢iv zajeti. Vzhledem Kk rychlému uvoliovani téchto latek
do organismu je stézejnim cilem vyvinuti takové metody pro jejich identifikaci
a kvantifikaci, ktera pro tyto ucely dokaze vyuzit biologicky material, kteryje mozné
od studovanych jedinct ziskat neinvazivné. Tudiz je také patrna snaha piejit od analyz

krevni plazmy ke studiu steroidnich hormonti ze vzorki srsti nebo trusu. (Clark a spol. 2012)



2.2 Moznosti odbéru vzorku

Odbéry vzorkii saveil muzeme rozdélit dodvou zakladnich kategorii. Jedna
se 0 invazivni odbér, kdy je vzorkem napt. krev nebo plazma, a pfi némz je nezbytny kontakt
¢lovéka se zkoumanym jedincem. Druhym typem je odbér neinvazivni a matricemi jsou
V tomto piipad¢ trus, mocC nebo srst. U tohoto zplisobu odbéru neni nezbytny ptimy kontakt

¢loveka se zvifetem. (Shutt a spol. 2012)

Jak jiz bylo v této praci popsano dfive, stresové hormony se vylucuji extrémné rychle.
Z tohoto dtivodu je pfi jejich studiu nevyhodné pouzivat vzorky ziskané invazivné, ato
proto, Ze u nich mize dochazet Kk faleSné pozitivité, respektive ziskana informace nemusi
vypovidat 0 pfirozeném stavu zvifete, ale bude ovlivnéna stresem zplsobenym samotnym
odbérem. Kvuli tomu je v soucasné dob¢ ¢im dal vice pfistupovano k odbéru neinvazivnimu
a v dasledku toho také k vyvoji metod, kterymi je mozné stanovit stresové hormony z téchto

matric. (Weisser a spol. 2016)
2.3 Vliv typu vzorku

Kortizol je mozné stanovit z mnoha typi vzorki, kazdy vsak reflektuje jeho
produkci v jiném ¢asovém horizontu. Vzorky srsti (resp. vlastl) jsou vhodné pro studium
chronického stresu a vypovidaji 0 obdobi piiblizné jednoho mésice. Oproti tomu krev,
plazma a sliny jsou matricemi, do kterych se metabolicka odpovéd’ na stres propisuje velice
rychle, tedy v fadech minut, maximalné nékolika hodin. Do posledni skupiny mizZeme

zatadit mo¢ a trus, které podavaji informaci vétSinou za jeden az dva dny. (Gao a spol. 2010)

Zde je dilezité uvést, ze v disledku okamzité syntézy stresovych hormoni v buiikach
je v piipad¢ zvifat, ale i lidi, méné vhodné tyto latky stanovovat z krve nebo plasmy, protoze
v téchto matricich byva vyssi koncentrace zejména proto, ze samotny odbér vzorku je pro
jedince stresovym podnétem, na ktery jeho organismus reaguje. Z tohoto divodu je kladen
diraz na provadéni neinvazivnich odbért vzorku (je-li to mozné) a pro studium stresovych
hormont vyuzivat vysledk ziskanych ze vzorkd trusu, moci ¢i srsti. (Davenport a spol.
2006)



2.4 Moznosti analyzy steroidnich hormont

Stejné jako je velké mnozstvi matric, ve kterych je mozné tyto analyty stanovovat, je
také vice metod, kteréza timto ucelem lze pouzit. Steroidni hormony byly hojné
stanovovany metodou ELISA (enzyme-linked imuno sorbent assay). Jedna se 0 heterogenni
kompetitivni enzymovou imunoanalyzu spadajici pod imunochemické metody. Tato metoda
ma nekolik modifikaci. Cely proces lze provadét v kapalném skupenstvi a nasledné vyuzit
srazecich reakci a centrifugace pro separaci vzniklych komplexti nebo je mozné uzit
variantu, pfi niz je protilatka vazana na pevnou fazi. V pfipad¢ této metody je imunokomplex
znacen enzymem a V reakci s vhodnou latkou vznika barevny produkt, jehoz absorbance je
nasledné métena. Oproti nekompetitivnim imunoanalytickym metodam je zde absorbance

imunokomplexu neptimo umérna k jeho koncentraci. (Schneiderka Petr 2012)

Metodu ELISA lze vyuzit prakticky pro v§echny matrice vzorku, tedy trus (Tallo-Parra
a spol. 2015), sliny (Simpson a spol. 2008), krev (Dahl a spol. 2018), plazmu (Krasowski
aspol. 2014) nebo také moc¢ (Rincon aspol. 2019). Jeji podstatnou nevyhodou je vSak
ktizova reaktivita, atedy faleSna pozitivita, kterdje zplisobena reakcemi ostatnich
steroidnich hormont, pfipadné jejich metaboliti, S protilatkami pro stanovovany steroid
(Krasowski aspol. 2014). Piikladem mohou byt protilatky testosteronu, které se ochotné
vazi na jiné steroidy, napiiklad kortizol (Rincon aspol. 2019). V dasledku toho mize
nasledné¢ dojit knadhodnoceni koncentrace stanovovaného steroidu achybné

interpretaci vysledkt vyzkumu (Gao a spol. 2013).

Byt Ize imunochemické metody pouZzit na prakticky vSechny dostupné matrice vzorku,
je jejich vypovédni hodnota pro kazdou z nich vzdy néjak odlisna. Jsou velmi vhodné pro
méteni vzorkl krve, kde je jen mala ¢ast hormonil konjugovana a vétSina se vyskytuje volné.
V piipad¢ trusu a moci je vSak nutné brat v ivahu, ze steroidy byly podrobeny metabolismu
V jatrech atenkém stievé, atak se v téchto vzorcich vyskytuji spiSe jen jejich metabolity

a ptipadné konjugované formy. (Rincon a spol. 2019)

Imunochemické metody konkuruji LC/MS svou nizkou cenou apocétem vzorki,

které je mozné v urcitém Case zpracovat (Rincon a spol. 2019).



Zejména kvili zminéné kiizové reaktivité je vSak snaha stanovovat steroidni hormony
pomoci jinych nez imunochemickych metod, naptiklad kapalinovou chromatografii
s fluorescen¢ni detekci (Gao aspol. 2010) nebo plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci. Obé tyto metody vsak pfed samotnou analyzou steroidli vyzaduji jejich derivatizaci,
coz zvySuje jejich ¢asovou naro¢nost (Gao a spol. 2013; Vanaelst a spol. 2013). Ptevazné
se v8ak vyuziva LC/MS. Na metodach s hmotnostni detekci jiz bylo provedeno relativné
velké mnozstvi studii, v nichz byly steroidni hormony stanovovany z riiznych matric vzorku
a byly provadény na Siroké skale Zivocisnych druht, od ¢loveéka (Vanaelst a spol. 2013)
po mekkyse (Dévier a spol. 2010).

Kortizol a progesteron spolu s endokanabinoidy studovali ve své praci Ney a spol.
2021. Nasledkem legalizace kanabinoidnich vyrobkl v nékterych statech se zvysil zajem
0 pochopeni jejich Uc¢inku na ostatni systémy v téle, to bylo také pfedmétem této studie,
ktera méla za cil objasnit vliv endokanabinoidii na glukokortikoidy a pohlavni hormony.
Pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci tedy byly analyzovany tfi rtizné
kanabinoidy, kortizol a progesteron ze vzorkd vlasti. Podminky analyzy jsou uvedeny
v Tab. 1 nize. (Ney a spol. 2021)

Tab. 1: Parametry analytické metody pro stanoveni kortizolu, progesteronu a kanabinoidd
(Ney a spol. 2021).

Kapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC
Chromatografické kolona Waters Acquity BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 pum)
Teplota kolonového prostoru | 45 °C
A: 2mM Octan amonny (pH = 4,5)
Mobilni faze o
B: Acetonitril
0-0,5 min (30 % MFB); 0,5-1 min (50 % MFB); 1-4 min
Gradientovy program
(70 % MFB); 4-8,5 min (90 % MFB)
Priitok MF 0,35 ml/min
Hmotnostni spektrometr Trojity kvadrupdl — Waters Xevo
Zpusob ionizace +ESI




Porovnani metody LC/MS a ELISA pfinasi studie Rincon a spol. 2019. Porovnavany
byly imunochemickéd metoda pro kortizol a dvé imunochemické metody pro testosteron. Za
matrici vzorku byl zvolen trus asledovanym zivocCichem byl magot bezocasy (Macaca
sylvanus). Tato studie zaroven popisuje dulezitost dekonjugace nékterych steroidi pied
analyzou, tomu se vSak vice vénuje kapitola 2.5 Priprava vzorku. Specifikace analytické

metody pomoci LC/MS jsou uvedeny v Tab. 2 nize.

Tab.2: Parametry analytické metody pro stanoveni kortizolu a testosteronu (Rincon a spol.
2019).

Kapalinovy chromatograf Waters Acquity UPLC

Chromatograficka kolona Waters Acquity BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 pum)

A: 0,1% Kyselina mravenci

Mobilni faze o

B: Acetonitril
Hmotnostni spektrometr Trojity kvadrupo6l — Waters Xevo
Zpusob ionizace +ESI

Weisser a spol. 2016 ve své studii stanovovali stresové hormony (aldosteron, kortizol
a kortikosteron) ze srsti medveédt lednich (Ursus maritimus). Jako jedna z mala praci
vyuziva chemickou ionizaci za atmosférického tlaku stejné jako tato bakalafska prace. Dalsi

podrobna specifika analytické metody jsou uvedena nize v Tab. 3.

Tab. 3: Parametry analytické metody pro stanoveni aldosteronu, kortizolu a kortikosteronu

ze vzorkda srsti (Weisser a spol. 2016).

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 HPLC

Chromatograficka kolona Phenomenex Kinetex C18 (75 x 2,1 mm; 2,6 um)

Teplota kolonového prostoru | 40 °C

A: 0,1% Kyselina mravenci

Mobilni faze

B: Methanol

0-2 min (10 % MFB), 2,2 mim (30 % MFB), 8 min
Gradientovy program )

(60 % MFB), 10-13 min (99,5 % MFB)
Hmotnostni spektrometr Trojity kvadrupol typu QTRAP - AB Sciex API 4400
Zpiisob ionizace +APCI




v

(Cebus capucinus). Z trusu téchto opic bylo stanovovano tiicet steroidnich hormont a jejich
metabolitd, od stresovych po pohlavni. Pouzitou instrumentaci byla pravé kapalinova
chromatografie s hmotnostni detekci. Detaily v tomto ptipadé pouzité analytické metody
jsou uvedeny nize v Tab. 4. (Weltring a spol. 2012)

Tab. 4: Parametry analytické metody uzité pfi analyzach vzorkt trusu malp kapucinskych

(Cebus capucinus) (Weltring a spol. 2012)

Kapalinovy chromatograf Waters Alliance 2695 separation module
Chromatografické kolona Phenomenex Gemini C18 (150 mm x 2 mm; 3 um)
Teplota kolonového prostoru | 50 °C

A: 95:5 (H20:ACN) + 1% kyselina mravenci
Mobilni faze

B: 5:95 (H20:ACN) + 1% kyselina mravenci

0 min (30 % MFB); 20 min (45 % MFB); 32 min
Gradientovy program (78 MFB); 32-37 min (100 % MFB); 37-42 min

(30 % MFB)
Hmotnostni spektrometr Trojity kvadrupdl - Waters Micromass Quattro Premier XE
Zptsob ionizace +ESI

kortizol 363 — 121, 97

kortikosteron 347 — 121; 91
lon prekurzoru — )

. estradiol 255 — 159; 133

produktové ionty

estron 271 — 159; 157

progesteron 315 — 97; 109

Jak je v Tab. 4 patrné, tak v této studii byl estradiol kvantifikovan na jiném iontu
prekurzoru (255) nez v ostatnich studiich, bohuzel vSak zde neni uvedeno, z jakého divodu.

(Weltring a spol. 2012)

Obecné¢ 1ze 0 LC/MS metodach pro stanoveni steroidnich hormonti konstatovat, ze pro
chromatografickou separaci se vyuziva stacionarnich fazi separujicich na principu
obracenych fazi (modifikované zejména C18 alkyly), pro ionizaci se témét vyhradné voli
pozitivni polarita a hmotnostni detekce byva feSena tandemovym detektorem nejéastéji typu
trojitého kvadrupolu. Zaroven se Casto za ucelem podpory ionizace pouZzivaji mobilni faze
s pfidavkem organickych kyselin. Toto jsou zasadni informace pro vyvoj nové analytické

metody. Parametrim hmotnostniho detektoru neni v reSerSi vénovana takova pozornost,
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protoze je nezbytné tyto parametry optimalizovat pro konkrétni piistroj ajsou tedy
V podstaté nepienositelné. Dulezité je také poznamenat, Ze je nezbytné validovat analytickou
metodu s ohledem na typ matrice, ale isohledem na dany zivocisny druh. Jako dobry
ptiklad slouzi napiiklad pravé trus zminénych malp kapucinskych (Cebus capucinus)
V porovnani s trusem goril nizinnych, kterym se zabyva tato prace. Podle prace Weltring
a spol. 2012 je koncentrace kortizolu v trusu malp kapucinskych v fadu stovek ng/g, naopak
u goril nizinnych se pohybuje v fadu jednotek az desitek ng/g (Clark a spol. 2012). Tento
vyrazny rozdil v koncentracnich trovnich tedy klade jiné naroky na kazdou z metod.
Dulezité je také brat v potaz vliv slozeni potravy na matrici trusu, kterd mize byt zdrojem

odli$nych interferujicich latek.

V ramci porovnani LC/MS aimunochemickych metod je mozné shrnout, ze
hmotnostni detekce by méla ze své podstaty poskytovat vyrazné vyssi selektivitu, nez
které l1ze dosahnout imunochemickymi metodami. Je tomu tak proto, ze méfeny signal zavisi
na konkrétni specifické hmotnosti iontu prekurzoru ¢i produktového iontu daného analytu
aneni tedy mozna zaména jednoho hormonu za jiny cist¢ z divodd jeho strukturni
podobnosti (Rincon aspol. 2019). Metoda LC/MS také umoziiuje stanovovat nékolik
riznych steroidi v ramci jedné analyzy aneni potfeba nékolika imunochemickych metod
s riznymi specifickymi protilatkami (Dévier a spol. 2010; Simkova a spol. 2022). Jak viak
bylo jiz vySe zminéno, imunochemické metody jsou stale konkurenceschopné zejména diky

svym niz§im finan¢nim nakladim.
2.5 Priprava vzorku

Prace se vzorkem, ktera predchazi samotnym analyzam, je velice dilezita ¢ast celého
procesu, kterda mizZe zdsadné ovlivnit vysledky méfeni. Tuto skutecnost dobie ilustruje
porovnani, které pouzil Rincon aspol. 2019. ve svém c¢lanku hovoii 0 dvou nezavislych
studiich (Muller a Wrangham 2004; Sobolewski aspol. 2013) na Simpanzech (Pan
troglodytes), v nichz byly studovany hladiny testosteronu samct v zavislosti na jejich
dominanci. Tyto studie se vsak rozchazi ve vysledcich — v prvni byla zjisténa jasna zavislost,
kdy dominantnéjsi samci disponuji vys$si hladinou testosteronu (Muller a Wrangham 2004),
nicméné ve druhé studii tento zavér prokazan nebyl (Sobolewski aspol. 2013).
Je samoziejm¢é mozné, ze rozdil mohl byt zplisoben vyuzitim jiného souboru zvitat. AvSak
studie se také 1isi prave i ve zpuisobu piipravy vzorku pied analyzou pomoci imunochemické
metody pro testosteron. Muller aWranagham 2004 provedli pied vlastni analyzou

dekonjugaci analytu, ale Sobolewski a spol. 2013 jej stanovovali bez této piedchozi upravy.
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Mira afinity konjugovaného testosteronu K protilatkam testosteronu vSak neni znama, tudiz
je otazkou, zda vysledky druhé studie (Sobolewski a spol. 2013) reflektuji skute¢ny stav,
¢i jsou n¢jak zkreslené (Rincon a spol. 2019).

(Weisser aspol. 2016) provadéli analyzy kortikosteroidd ze vzorki srsti medvédi
lednich (Ursus maritimus). Vzorky byly nejprve tiikrat promyty isopropanolem a nasledné
deionizovanou vodou. Po nékolikadennim susSeni v exikatoru byly homogenizovany a byla
provedena extrakce za zvySeného tlaku. Extrakt byl zakoncentrovan odpafenim na objem
asi 1 ml, pot¢ knému byly pfidany 4 ml deionizované vody aroztok byl kvantitativné
pteveden na SPE kolonku (10 ml, 500 mg, Bond elut C18; Agilent). Po prokapani vzorku
byly kolonky promyty vodou a nasledné 25% methanolem pii pouziti vakua. Analyty byly
eluovany 80% methanolem a eluat byl zakoncentrovan odpaienim do sucha pod proudem
dusiku pti 60°C. k odparku bylo pfidano 200 ul 80% methanolu a vzorek byl tak piipraven

k analyze.

Weltring a spol. 2012 extrahovali 100 mg vzorku trusu do 80% methanolu. VVzorek byl
piecistén pomoci SPE extrakce pfes kolonku Chromabond HR-X (30 mg,
Macherey-Nagel), jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit methanol a ethylacetat. Nasledné byla
provedena extrakce z kapaliny do kapaliny (voda a tertc-butyl methyl ether), aby byly
rozdéleny konjugované anekonjugované steroidy. Konjugované steroidy, které zlstaly
ve vodné fazi, byly solvolyzovany smési ethylacetatu a kyseliny sirové. Poté byla opakovéana
extrakce z kapaliny do kapaliny a obé¢ frakce steroidi (jak dekonjugované, tak volné) byly
smichany a analyzovany. Mezi nejvice konjugované steroidy zde pattil hlavné testosteron,

kortizol se naopak vyskytoval zejména ve volné podobé. (Weltring a spol. 2012)

SPE vyuziva také studie Bilkové aspol. 2019, ktera se zaméfuje na stanoveni
testosteronu a kortikosteronu ze vzorkl pefi metodou LC/MS. Zde byly porovnavany tii typy
sorbentti SPE kolonek (Bond Elut C18, Oasis HLB, Strata X), z nichz byla nakonec vybrana
kolonka se stacionarni fazi C18, rozdily ve vysledcich vSak nebyly shledany nikterak
vyznamnymi. Zajimavé na této studii je, ze nestanovuje piimo molekuly testosteronu
a kortikosteronu, ale vyuziva derivaty téchto latek, které poskytuje reakce jejich keto skupin
s derivatizacnim c¢inidlem (Amplifex Ketoreagent, AB SCIEX) pouzitym béhem pfipravy
vzorku. Zaroven byla v této studii testovana vhodnost rtiznych organickych rozpoustédel
(methanol, acetonitril, aceton, dichlormethan a diethyl ether) pro extrakci téchto steroidnich

hormont ze vzorki pefi. Nejlepsi z téchto moznosti byl dle této studie methanol.
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Studie Bilkové a spol. 2019 vSak neni zdaleka jedinou, ktera vyuziva derivatizaci této
skupiny latek pro jejich analyzu. Dal$im ptikladem muze byt studie Gao a spol. 2010. V této
studii jsou steroidni hormony stanovovadny metodou LC/FLU (fluorescen¢ni detekce).
V ramci pfipravy vzorku je zde extrakt kortizolu derivatizovan pomoci kyseliny sirové
a roztoku fluoresceinu. Dalsi prace zaméfujici Se na stanovovani derivatu steroidd, tentokrat
pomoci LC/MS, je napiiklad Chen aspol. 2006. Ta vyuziva 1,2-benzo-
3,4-dihydrocarbazole-9-ethoxy-carbonylhadrazine (BCEC) a kyselinu trichloroctovou jako

derivatiza¢ni ¢inidla.

Jak derivatizaci steroidi, tak jejich precisténi pfes SPE kolonky vyuZiva studie Dévier
a spol. 2010 s GC/MS instrumentaci. SPE kolonky jsou v této praci pouzity hned dvé, ato
Supelco EnviChrom-P (PS-DVB, 500 mg) a Supelco Supelclean (LC-NH2, 500 mg).

Derivatiza¢ni reakce je zde pomérné€ slozita a vznikaji zde ethery steroidi.

Obecné lze fici, ze piiprava vzorku K analyze je velice individualni a odviji Se zejména
od matrice vzorku adale pak konkrétnich stanovovanych latek. SPE je pro piecisténi
extraktl hojné uZzivano, ale nelze vybrat sorbent, ktery by extrakcim této skupiny latek
dominoval. Zaroven Se hojné uzivaji i rizné metody derivatizace steroidnich hormont, neni

zde vSak n¢jaky ustéleny a obecné uzivany postup.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Instrumentalni vybaveni

e Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo) S hmotnostnim detektorem Velos
Pro (Thermo) vybavenym chemickou ionizaci za atmosférického tlaku nebo
vyhtivanym elektrosprejem

e Chromatograficka kolona Kinetex EVO C18 (150 x 3.0 mm; 2,6 um) s pIné kompati-
bilni pfedkolonou (Phenomenex)

e Analytické vahy MS105DU (Mettler Toledo) - maximalni vaZivost: 120 g s odecita-
telnosti 0,1 mg (42 g s odecitatelnosti 0,01 mg)

e Vyrobnik deionizované vody Water purification system Smart2Pure (Thermo)

¢ Generator dusiku Genius 1022 (Peak Scientific)

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

e Centrifuga 3-30 k (Sigma)

e Sada automatickych pipet v rozsahu 10-100 pl, 100-1000 ul a 1-10 ml (Eppendorf)

e Aparatura pro SPE

e Software Thermo Scientific Xcalibur (Thermo)

e Software LTQ Tune Plus (Thermo)

3.2 Chemikalie a spotiebni material
Chemikalie

e Standardy analytli [oznaceni]

o Hydrocortisone (VETRANAL, analytical standard) [F]
(M = 362,46 g/mol; Cistota: > 98,0 %; CAS: 50-23-7)

o Corticosterone (VETRANAL, analytical standard) [B]
(M = 346,46 g/mol; ¢istota: > 98,0 %; CAS: 50-22-6)

o Estradiol (Pharmaceutical Secondary Standard; Certified Reference Material) [E2]
(M = 272,38 g/mol,; ¢istota: 96,5 %; CAS: 50-28-2)

o Estrone (VETRANAL, analytical standard) [E1]
(M = 270,37 g/mol,; ¢istota: > 98,0 %; CAS: 53-16-7)

o Progesterone (VETRANAL, analytical standard) [P4]
(M = 314,46 g/mol,; ¢istota: > 98,0 %; CAS: 57-83-0)
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Vnitini standardy analyt [oznaceni]
o Hydrocortisone-9,11,12,12-d4 (Sigma Aldrich) [IS-F]
(M = 366,48 g/mol; ¢istota > 98 %; CAS: 73565-87-4)
o Corticosterone-9,11,12,12-d4 (Sigma Aldrich) [IS-B]
(M = 350,49 g/mol; cistota > 97 %; CAS: neuvedeno)
o 17p-Estradiol-2,3,4-13C3 (Sigma Aldrich) [1S-E2]
(M = 275,33 g/mol; ¢istota > 98 %; CAS: 1261254-48-1)
o Estrone-2,3,4-13C3 (Sigma Aldrich) [IS-E1]
(M = 273,34; cistota > 98,0 %; koncentrace = 90,0-110,0 pg/ml;
CAS: 1241684-29-6)
o Progesterone-2,3,4,20,21-13Cs (Sigma Aldrich) [1S-P4]
(M = 319,42 g/mol)
Rozpoustédla
o Acetonitril — ¢istota LC/MS > 100 % (VWR Chemicals)
o Methanol — ¢istota LC/MS > 99,95 % (Biosolve Chimie SARL)
o Methanol — ¢istota LC > 99,9 % (Lab-Scan analytical scienses)
Kyselina octova — ¢istota LC/MS (Sigma Aldrich)
Octan amonny — ¢istota LC/MS > 99,0 % (Sigma Aldrich)
Kyselina mravenci — Cistota LC/MS (Fisher chemical)
Mravenc¢an amonny — Cistota LC/MS > 99,0 % (Fluka Analytical)
Fluorid amonny — ¢istota LC/MS > 99,99 % (Sigma Aldrich)
Kyselina mravenci — ¢istota = 98-100 % (EMSURE; Merck KGaA)

Spotiebni material

e Stiikackovy filtr — Titan3, 30 mm filter green, 2,0 um, PTFE hydrophilic (Thermo)
e Centrifugacni zkumavky — 50 ml, max. 12,5 k x g (VWR Chemicals)
e Centrifugacni zkumavky — 15 ml, max. 12,0 k x g (Jet Biofil)
e Chromatografické krimpovaci vialky — 2 ml (Aligent Technologies)
e Krimpovaci vicka — 11 mm, PTFE/silikon (Algient Technologies)
e Parafilm
e Spicky pro pipety 10-100 pl, 100-1000 pl a 1-10 ml
e SPE kolonky
o Spe-ed C18/18 — 3 ml/500 mg; 40 um (Applied Separations)
o Strata C18-E — 3 ml/500 mg; 55 um (Phenomenex)
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3.3 Priprava roztoku

3.3.1 Priprava roztoki standardi

Pro pfipravu zasobniho roztoku kortizolu bylo do odmérné banky (5 ml) navazeno
5,10 mg standardu anavazka byla rozpusténa v methanolu (MS Cdistota). Ziskany roztok
0 koncentraci 1020,0 mg/1 byl rozdélen po 500 ul do chromatografickych vialek ozna¢enych

pismenem F a vialky byly ulozeny do mraziciho boxu pfi teploté¢ —20 °C.

Pro piipravu zasobniho roztoku kortikosteronu bylo do odmérné banky (5 ml)
navazeno 5,01 mg standardu a navazka byla rozpusténa v methanolu (MS Cistota). Ziskany
roztok o koncentraci 1002,0 mg/l byl rozdélen po 500 pl do chromatografickych vialek

oznacenych pismenem B a vialky byly ulozeny do mraziciho boxu pii teploté —20 °C.

Pro piipravu zasobniho roztoku estradiolu bylo do odmérné barniky (10 ml) navazeno
10,14 mg standardu a navazka byla rozpusténa v acetonitrilu (MS Cistota). Ziskany roztok
0 koncentraci 1014,0 mg/1 byl rozdélen po 500 ul do chromatografickych vialek oznacenych

pismenem E2 a vialky byly ulozeny do mraziciho boxu pii teploté —20 °C.

Pro piipravu zasobniho roztoku estronu bylo do odmérné banky (10 ml) navazeno
10,05 mg standardu a navazka byla rozpusténa v methanolu (MS ¢istota). Ziskany roztok
o0 koncentraci 1004,9 mg/1 byl rozdélen po 500 pl do chromatografickych vialek oznacenych

pismenem E1 a vialky byly ulozeny do mraziciho boxu pii teploté —20 °C.

Pro pfipravu zéasobniho roztoku progesteronu bylo do odmérné baniky (10 ml)
navazeno 10,38 mg standardu a navazka byla rozpusténa v acetonitrilu (MS Cistota). Ziskany
roztok o koncentraci 1038,0 mg/l byl rozdélen po 500 pl do chromatografickych vialek

oznacenych pismenem P4 a vialky byly ulozeny do mraziciho boxu pfi teploté —20 °C.

Z takto pripravenych zasobnich roztokii standardii byly déle pfipraveny smésné
pracovni roztoky standardd. Nejprve byl pfipraven pracovni roztok s ozna¢enim HORM-ST-

B podle nize uvedené Tab. 5. Koncentrace kazdého analytu v tomto roztoku je 10 mg/I.
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Tab. 5: Pfiprava smésného pracovniho roztoku standardd HORM-ST-B.

Roztok F B E2 El P4
Objem zas. roztoku [pl] 98,0 99,8 98,6 99,5 96,3
Objem rozpoustédla [pl] 9508
Celk. objem roztoku [ul] 10000
Rozpoustédlo ACN
Koncentrace [pug/1] 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00

Z pracovniho roztoku HORM-ST-B byl nasledné pfipraven smésny pracovni roztok
standardi s oznatenim HORM-ST-C, v némZ je koncentrace kazdého analytu 100 pg/l.
Tento roztok byl pfipraven odpipetovanim 100 pl roztoku HORM-ST-B do 10 ml odmérné
barnky, ktera byla nasledn¢ doplnéna po rysku 20% acetonitrilem.

Dale byl pripraven roztok HORM-ST-D, ato odpipetovanim 2 ml roztoku
HORM-ST-C do 10 ml odmérné banky, ktera byla nasledné¢ doplnéna po rysku 20%

acetonitrilem. Tento roztok mél koncentraci 20 pg/l.

3.3.2 Priprava roztoki vnitfnich standardi

Vnitini standard estronu byl jako jediny zakoupen jiz ve formé roztoku, a to 0 objemu
1 ml akoncentraci 100 pg/ml, jako rozpoustédlo byl pouzit methanol. Ostatni vnitini
standardy byly zakoupeny v krystalické podob¢€, z nichz byly nasledné pfipraveny roztoky.
Od kazdého ze zbylych ¢ty vnitinich standardt byl navazen 1 mg a ten nasledné rozpustén
vV 1 ml rozpoustédla. Pro kortizol a kortikosteron byl pouzit methanol (MS grade) a pro
estradiol a progesteron acetonitril (MS grade). Kazdy roztok vnitiniho standardu byl
rozdélen po 100 pl do chromatografickych vialek oznacenych piislusnou zkratkou vnitfniho

standardu.

Nasledné byl pfipraven smésny pracovni roztok vnitinich standardd s oznacenim
HORM-IS-B o objemu 20 ml akoncentraci jednotlivych analytd 500 ug/l podle udaji
v Tab. 6.
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Tab. 6: Pfiprava smésného pracovniho roztoku

vnitinich standarda HORM-IS-B.

HORM-IS-B
Oznaceni
IS-F IS-B IS-E2 IS-E1 IS-P4

HORM-IS-A [ul] 10 100 10 10 10
Objem rozp. [ul] 19860
Celk. objem rozt. [pl] 20000
Rozpoustédlo ACN
Koncentrace [pg/1] 500 500 500 500 500

Smésny pracovni roztok vnitinich standarda HORM-IS-C byl pfipraven

odpipetovanim 2000 pl roztoku HORM-IS-B
po rysku 20% acetonitrilem (MS grade).

3.3.3 Priprava kalibraénich roztoki

do 10 ml odmérné barky a jejim doplnénim

Kalibra¢ni roztoky byly ptipravovany piimo do chromatografickych vialek tak, ze byl

do vialky nejprve odpipetovan 20% acetonitri

1 (MS grade), nasledn¢ roztok HORM-ST-D

ana zaveér roztok HORM-IS-C. Objemy jednotlivych slozek kalibra¢nich roztokti jsou

uvedeny v Tab. 7 nize.

Tab. 7: Ptiprava kalibra¢nich roztoku.

Objem [ul]
Oznaceni Koncentrace analytu [pg/1]
HORM-ST-D HORM-IS-C  20% ACN
KK1 5 100 895 0,100
KK 2 10 100 890 0,200
KK 3 25 100 875 0,500
KK 4 37,5 100 863 0,750
KK 5 50 100 850 1,000
KK 6 75 100 825 1,500
KK 7 100 100 800 2,000
KK 8 250 100 650 5,000
KK 9 375 100 525 7,500
KK 10 500 100 400 10,000
Objemy standardt a vnitinich standardt byly pipetovany

sklenénymi stiikackami firmy Hamilton.
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Pro ovéfeni, zda nedoSlo v prabéhu piipravy ke kontaminaci, byly pfipraveny
tii kontrolni ~ vialky. Dojedné byl napipetovan 1ml  20%  acetonitrilu,
do druhé 900 ul 20% acetonitrilu al100 pl roztoku HORM-ST-D a do teti
900 ul 20% acetonitrilu a 100 pl roztoku HORM-IS-C.

3.4 Priprava optimalni mobilni faze

Optimalnimi mobilnimi fazemi, které byly zvoleny na zaklad¢ kap. 4.2, byly jako
MFA 0,025% kyselina octova s SmM octanem amonnym a jako MFB 100% acetonitril.

MFA byla pfipravovana vétSinou v 200ml sklenéné odmérné bance. Do 20ml kadinky
bylo navdzeno 77 mg octanu amonného. Tato navazka byla rozpusténa deionizovanou vodou
a kvantitativné pievedena do odmérné banky. Do odmérné banky bylo dale piidano 50 pl
kyseliny octové a banika byla doplnéna deionizovanou vodou po rysku. Takto pfipravena

MFA byla pielita do suché zasobni lahve pro MF.
3.5 Priprava elu¢niho ¢inidla pro SPE

Jako elucni ¢inidlo pro SPE byla na zakladé doporuceni vyrobce Phenomenex zvolena
2% kyselina mravenci v acetonitrilu. Pro jeho pfipravu byla vyuzita kyselina mravenci
0 Cistoté¢ 98—100 %. Na zaklad¢ pozadovaného objemu elu¢niho Cinidla byla odpipetovana

do odmérné banky a ta byla nasledné doplnéna acetonitrilem (MS grade) po rysku.
3.6 Odbér, transport a skladovani vzorki trusu

Vzorky trusu pochazely od sedmi jedinct goril nizinnych (Gorilla gorilla gorilla). Jde
0 skupinu tfi samic a ¢tyf samcid, kteraje chovana v ZOO Praha. Sbér trusu byl
proveden oSetfovatelem zvifat v obdobi od bfezna roku 2022 do ¢ervna roku 2022. Soub&zné
s kolekci vzorkli trusu probihalo shromazd’ovani dat pro behavioralni studii této skupiny
goril pod vedenim Mgr. Martiny Konec¢né, Ph.D., pro kterou by mély byt vysledky

chemickych analyz jednim z podkladi.

Sbér vzorkll byl proveden primérné jednou za Ctyii dny. Vzorek trusu byl odebran
do igelitového sacku, oznafen Stitkem (druh, jméno jedince, datum sbéru) auloZen
v prostorach ZOO Praha do mraziciho boxu pfi teploté —18 °C. Pro pievoz na PiFHPL JU
byly pouzity termoboxy s ledem. Po doruceni do laboratofe byly vzorky opét ulozeny

do mraziciho boxu pfi teploté —18 °C.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vychozi podminky vyvoje metody

Vychozim bodem byly podminky analytické metody, kterou vyvinul a validoval Filip
Strach v ramci své dosud nepublikované bakalaiské prace na téma stanoveni steroidnich

hormoni metodou LC/MS s ionizaci vyhfivanym elektrosprejem.

Kapalinova chromatografie

e Chromatograficka kolona: Phenomenex Kinetex EVO C18 (150 x 3,0 mm; 2,6 um)

e Objem nastiiku: 25 pl

e Prutok mobilni faze: 0,5 ml/min

e Teplota kolonového prostoru: 35 °C

e Mobilni faze: MFA: 0,025% octova kyselina s 5mM octanem amonnym ve vodé
MFB: 100% acetonitril

e Doba analyzy: 12 min

e Gradient: 0 min (30 % MFB); 7 min (80 % MFB); 7,5-2 min (30 % MFB)

Hmotnostni detekce

e Hmotnostni detektor: Velos Pro — Thermo (linearni iontova past)

e lontovy zdroj: ESI

e Teplota iontového zdroje: 300 °C

e Pritok hlavniho zmlzovaciho plynu: 35 arb

e Pratok pomocného zmlzovaciho plynu: 10 arb

e Proud na vybojové elektrodé: 4 uA

e Teplota vstupni kapilary: 300 °C

o Uroven RF S-¢ogek: 60 %

e Napéti na F-Cockéch: -9 V

e Analyt, prekurzorovy ion — produktovy ion [m/z], polarita a normalizovana kolizni

energie [%]:

o kortizol 363 — 327 + 25
o kortikosteron 345 — 327 - 25
o estradiol 271 — 145 - 33
o estron 269 — 145 - 34
o progesteron 315 — 297 + 33
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Pii pfechodu  odionizace  vyhfivanym elektrosprejem (HESI) Kk chemické
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) byla na zaklad¢ literarni reSerSe zachovana
chromatografickd kolona z vychozi metody, protoze staciondrni faze typu CI18 je pro
stanovovani steroidnich hormonti vzhledem K jejich chemické podstaté vhodna a stale Siroce
pouzivana (Weltring a spol. 2012; Rincon a spol. 2019) a dané chromatografické podminky

jsou pln¢ kompatibilni s obéma technikami ionizace.

Béhem prvnich testovacich analyz roztoku standardti 0 koncentraci 1 mg/l se ukazalo,
ze oproti HESI je nutné vSechny analyty pii pouziti APCI sledovat v pozitivnim moédu
ionizace. Zaroven je vhodné zminit, ze v ptipadé APCI ionizace je tteba molekulu estradiolu
sledovat pfi jiné specifické hmotnosti nez pti pouziti HESI, a to pii 255. Stejny prekurzorovy
iont byl pouzit i béhem studie na malpach kapucinskych (Cebus capucinus), kde byl
estradiol také sledovan v pozitivni ionizaci, byt za pouziti ionizace elektrosprejem (ESI)
(Weltring a spol. 2012). Divod této odlisnosti vSak nebyl zjistén a neuvadi jej ani zminéna
studie. Prekurzorové ionty pro jednotlivé analyty ijejich vnitini standardy jsou uvedeny

v Tab. 8 nize. Za téchto podminek bylo piistoupeno k optimalizaci analytické metody.

Tab. 8: Prekurzorové ionty analytl a jejich vnitinich standarda pii APCI.

Analyt (vnitini standard) lon prekurzoru [m/z]

Kortizol (IS) 363 (367)
Kortikosteron (IS) 347 (351)
Estradiol (IS) 255 (258)
Estron (1S) 271 (274)
Progesteron (IS) 315 (320)
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4.2 Optimalizace parametri chromatografické separace

Prvnim bodem optimalizace chromatografickych podminek byla volba slozeni
mobilnich fazi a typu eluce. Cilem optimalizace bylo v idealnim ptipadé dosazeni plného
chromatografického rozdéleni analytd, aby bylo nésledné mozné kazdy analyt méfit
V hmotnostnim detektoru v individudlnim casovém okn¢€. Pro hodnoceni miry separace
a objektivni porovnani riznych MF byl vyuzit kapacitni pomér, jehoz vypocet byl provadén
podle rovnice 1.

k = BRZtM 1)

tMm

V rovnici K reprezentuje retencni faktor (bezrozmérna veli¢ina), tm je retencni Cas
nezadrzované slozky (mrtvy c¢as) v minutich atr je retencni Cas analytu v minutach

(Novakova a Dousa 2013).

Dale byla také sledovana mira separace dvou sousednich pikii, ktera se da objektivné
charakterizovat parametrem rozliSeni, které by mélo nabyvat hodnot 1,5-2,0. K vypoctu
rozliSeni byla vyuzita rovnice 2.

R1,2 =2 IRy TRy 2)

wo+wq

V rovnici Ry charakterizuje rozliSeni, tr znaci retenéni ¢as analytll v minutach a w je
Sitka piku na zakladni linii v minutdch. Samotné rozliSeni je bezrozmérna veliina

(Novéakova a Dousa 2013).

Symetrie piku, kterd je také nedilnou soucésti hodnoceni chromatografické separace,

se vyjadiuje pomoci faktoru asymetrie a byla pocitana podle rovnice 3.

A= 3)

V rovnici a znaci faktor asymetrie, ktery je bezrozmérnou veli¢inou, t je Sifka sestupné
¢asti piku v 1/20 jeho vySky [mim] a f je Sitka vzestupné Casti piku v 1/20 jeho vySky [min]
(Novakova a Dousa 2013). Optimalni rozmezi pro tento parametr je 0,8 az 1,5 (Novakova

a Dousa 2013).

Hmotnostni detekce pro ucely této Casti optimalizace byla provedena vzdy v modu
méfeni plného skenu (Full scan) v rozsahu 50-400 m/z a prezentovana v modu zobrazeni

chromatogramii extrahovanych iontd prekurzort testovanych analyta (viz Tab. 8).
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V ramci této casti optimalizace bylo vyzkouSeno né€kolik kombinaci MFA a MFB
a n¢kolik raznych gradientovych i izokratickych eluci. Nejprve bylo provedeno hodnoceni,
zda jako MFB zvolit methanol nebo acetonitril a pocatecni obsah MFB. Byly vyzkouseny

varianty uvedené v Tab. 9 nize.

Tab. 9: Hodnocené podminky chromatografické separace.

MFA MFB | Typeluce | Slozeni MF (% MFB)

1mM fluorid acetonitril | eradientova 1 min (30 %), 7 min (80 %), 7,5 min (30 %),
amonny SHAdiEiovVal 15 min (30 %)

1 min (30 %), 7 min (80 %), 7,5 min (30 %),
12 min (30 %)

2mM octan amonny

acetonitril | gradientova
pH 4,5 (k. octova) gradientova

1 min (30 %), 7 min (80 %), 7,5 min (30 %),

voda acetonitril dientov3 )
gradientova 12 min (30 %)

2mM octan amonny
pH 4,5 (k. octova)

1 min (30 %), 7 min (80 %), 7,5 min (30 %),

hanol i 4 :
methanol | gradientova 12 min (30 %)

2mM octan amonny

methanol |izokraticka 90 %
pH 4,5 (k. octova) {ZoKTateRa °
2mM octan amonny . .y
) methanol |izokraticka 50 %
pH 4,5 (k. octova)
2mM octan amonny ) 1,
methanol |izokraticka 70 %

pH 4,5 (k. octova)

Analyzy provedené za vySe uvedenych podminek mély za cil zejména zjistit jakou
MFB zvolit a v jakém poméru kK MFA. Volbou vhodnych aditiv se zabyvaly dal$i pokusy

popsan¢ dale v praci.

Pfi pouziti gradientové eluce s methanolem jako MFB doslo ke koeluci estradiolu
a progesteronu. Izokratickd eluce s obsahem methanolu 90 % byla zcela nepftijatelna, protoze
doslo K eluci vSech analyti v mrtvém objemu 1,4 min. Kdyz byl obsah methanolu v MF
snizen na 50 %, kortizol byl eluovan v ¢ase 4,2 min, coz by bylo z hlediska separace tohoto
analytu optimalni, av§ak progesteron nebyl eluovan ani do 24 min, proto byla tato varianta
zavrzena. Jako posledni varianta izokratické eluce bylo vyzkouSeno nastaveni obsahu
methanolu na 70 %. Za téchto podminek byl vSak reten¢ni faktor vSech analyti pfilis nizky
(k < 2) a navic dochazelo ke koeluci estradiolu a estronu, jak je vidét na Obr. 3. S ohledem
na neuspokojivé vysledky separaci pomoci izokratické eluce a zamysSlené pouziti metody na

analyzu vzorkt trusu, byla dal§i pozornost vénovana gradientové eluci.
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Obr. 3: Extrahované iontové chromatogramy prekurzorovych iontd analytd. Izokraticka
eluce (70 % MFB) za pouziti 2mM octanu amonné¢ho (MFA) a methanolu (MFB) pii

nastiiku 1 pl smésného standardu o koncentraci 1 mg/I.

V Tab. 9 uvedené gradientové ecluce s acetonitrilem poskytovaly téméf totozné
vysledky bez toho, aby byl patrny vliv aditiva v MFA. Oproti vSem elucim s methanolem
vSak byly vSechny analyty zcela chromatograficky oddélené. Byt by koeluce s ohledem na
obecny princip hmotnostniho detektoru neméla byt zasadnim problémem, je pro tuto praci
vyuzivajici detektor pracujici na principu linedrni iontové pasti velice vhodné, kdyZ piky
analytd chromatograficky oddélené jsou. Ocekavana koncentrace analytd v extraktu vzorku
se totiz pohybuje v jednotkdch az nizSich desitkdch ng/l, tudiz je tfeba dosahnout
analytil, protoze takto lze v dany retenéni ¢as méfit vzdy jen jeden analyt a vyuzit cely Cas
doby plnéni pasti, bez nutnosti jeho rozdéleni mezi vice analytd. Vlivu aditiv do MF
se vénuje dalsi Cast této kapitoly. Nize na Obr. 4 je uveden chromatogram pii pouziti

70 % 2mM octanu amonného (MFA) a 30 % acetonitrilu (MFB) pii nastiiku 1 pl.
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Obr. 4: Extrahované iontové chromatogramy prekurzorovych ionti analytti. Gradientova
eluce za pouziti 70 % 2mM octanu amonného (MFA) a 30 % acetonitrilu (MFB) pfi nésttiku

1 pl smésného standardu o koncentraci 1 mg/1.

Na zdklad¢ vySe uvedenych vysledkti byl jako MFB zvolen acetonitril. Dale byly
provedeny analyzy po sniZzeni obsahu MFB z vychozich 30 % na 20 %. Tato zména byla
podnicena nizkym retenénim ¢asem kortizolu, ktery je analytem eluujicim se z kolony jako
prvni a je tedy nejblize oblasti mrtvého ¢Casu. Pii pouziti 30% acetonitrilu byl reten¢ni Cas
kortizolu 2,9 min a pti pouziti 20% acetonitrilu byl reten¢ni ¢as kortizolu 3,8 min. Pro ob¢
varianty byla vypoctena hodnota reten¢niho faktoru podle rovnice 1 uvedené na zacatku této
kapitoly. Pro gradient za¢inajici na 30 % MFB nabyval hodnoty 1,1 a pro gradient zacinajici
na 20 % MFB mél hodnotu 1,7. Chromatograficka separace tedy tomuto doporuceni
nevyhovuje zcela Uiplné, ale hodnota 1,7 je jiZ velice blizk4 pozadované minimalni hodnoté 2
atvar zékladni linie v chromatogramu realného vzorku nenaznacuje vysokou piitomnost
interferujicich latek v oblasti mezi mrtvym ¢asem a reten¢nim ¢asem kortizolu, takze tyto
chromatografické podminky byly v této fazi shledany jako vyhovujici. Na Obr. 5 je uveden

graf zvoleného gradientového programu.
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Obr. 5: Gradientovy program zvoleny pro dalsi kroky optimalizace.

Byt byla aditiva zahrnuta jiz ve vybéru MFB, pro tplnost bylo provedeno hodnoceni
vlivu pfidavku riznych aditiv do MFA na pomér signalu analytu ku Sumu zékladni linie.
Byly testovany kyselina mravenc¢i a kyselina octova, ato vzdy ve dvou koncentracich
(0,025 % a 0,1 %). Nasledné byla MFA poskytujici lepsi vysledky vyzkouSena s amonnou
soli ptislusné kyseliny. Schéma postupu pfi testovani vlivu aditiv do MFA je uvedeno
na Obr. 6.

Kyselina
octova

Kyselina
mravenci

/ \ 0,025 % 0,1 %

0,025 % 0.1 % l

l + 5mM octan amonny

+ 5mM mraven¢an amonny

Obr. 6: Schéma testovani vlivu ptidavku aditiv do MFA.
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VSechny pokusy byly provadény pii nastiiku smésného standardu o koncentraci

10 pg/l. Fluorid amonny, ktery byva ptidavan pro podporu negativni ionizace, byl jakozto

aditivum do MF po prvnich analyzach vyfazen, protoze bylo dle ocekavani zjisténo,

ze vSechny analyty je v pfipad¢ pouziti APCI méfit pii pozitivni ionizaci.

Na obrazcich Obr. 7-9 nize jsou uvedeny chromatogramy pii pouziti vody a obou

kyselin s pfislusnymi solemi jako MFA.
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Obr. 7: Extrahované iontové chromatogramy prekurzorovych ionti

pti pouziti MFA obsahujici pouze deionizovanou vodu.
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Obr. 8: Extrahované iontové chromatogramy prekurzorovych iontli analytl ziskané

pii pouziti MFA obsahujici 0,025% octovou kyselinu a 5mM octan amonny.
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Obr. 9: Extrahované iontové chromatogramy prekurzorovych iontt analyti ziskané

pii pouziti MFA obsahujici 0,025% kyselinu mraven¢i a SmM mraven¢an amonny.

Hlavnim parametrem, podle kterého byla hodnocena vhodnost zkouSenych aditiv,
byl pomér signalu k Sumu (S/N). Varianta vody jakozto MFA byla v tomto bod¢é vytazena,
octové s5mM octanem amonnym avarianta 0,025% kyseliny mravenéi s5mM

mravenéanem amonnym.

Nésledné byly pro zavérecné ovéteni vhodnosti MF provedeny analyzy kalibrac¢nich
roztokli na vSech koncentracnich uUrovnich za pouZiti obou MFA. Tyto analyzy byly pro
kazdy analyt provedeny jiZ v reZimu MRM (monitorovani vice reakci) a vizualizovany jako

extrahovany iontovy chromatogram produktového iontu.

V Tab. 10 niZe je uvedeno porovnani S/N na nejniz$i koncentraci kalibra¢nich roztoki
(0,100 pg/).

Tab. 10: Porovnani S/N pro jednotlivé analyty za pouziti 0,025% kyseliny mravenci

(FormA) s 5mM mravencanem amonnym (AmForm) a 0,025% kyseliny octové (AcA)

cw v

S/IN
Analyt . . .
Kortizol ~ Kortikosteron  Estradiol Estron  Progesteron
0,025% FormA
+5mM AmForm 10 ! 3 3 !
0,025% AcA
+5mM AmAc 13 ! 3 2 !

Vyse uvedené vysledky S/N ukazuji, Ze hodnoty jsou srovnatelné, a tak na nizkych
koncentracich téchto analytl je vliv pfidavku testovanych aditiv mobilni fdze na odezvu

detektoru viceméné bezvyznamny. Z detailnéjSiho studia chromatogramu vsak vyplynulo,
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ze pouziti 0,025% kyseliny mravené¢i s SmM mravenéanem amonnym je nevhodné,
protoze na nizSich kalibracnich trovnich (0,1-1,0 ug/l) je patrnd znacnd interference
necistoty z MF Vv oblasti reten¢niho c¢asu kortikosteronu. Chromatogram kalibracniho

roztoku o koncentraci 0,200 pg/1 pii pouziti této MFA je uveden na Obr. 10 nize.
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Obr. 10: Extrahovany iontovy chromatogram vybraného produktového iontu kortikosteronu
— kalibracni roztok o koncentraci 0,200 pg/l. V oblasti retencniho €asu 4,51 min je zjevna

koeluce interferentu s analytem.

Na zakladé vysledkl optimalizace slozeni MFA byla tedy zvolena 0,025% kyselina

octovd s SmM octanem amonnym.

Teplota kolonového prostoru a objem nastiiku vzorku byly pievzaty z vychozi metody

a zachovany na 35 °C a 25 pl.

Rozliseni pikt estradiolu a estronu, ktery byl pro tuto metodu kritickym parem, bylo
vypocteno podle rovnice 2, ktera je uvedena na zacatku této kapitoly. K vypoctu byly
pouzity vysledky analyz Ctyfech nezavislych opakovani kalibraéniho roztoku o koncentraci
0,200 pg/l. Vysledna primérna hodnota ¢inila 2,7, coz je dostatecné pro moznost aplikace
individudlnich MS/MS skenti pro kazdy analyt.

Pro estron (vizualn¢ nejméné symetricky pik analytu) byl déale s pomoci rovnice 3
vypocten faktor asymetrie, ktery mél hodnotu 1,4, a tedy spliloval kritérium uvedené na

zacatku této kapitoly (rozmezi 0,8-1,5).
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4.3 Optimalizace parametri hmotnostni detekce

Podminky hmotnostni detekce pti APCI ionizaci byly optimalizovany za ucelem
ziskani co nejlepsi odezvy, zejména u analytti ze skupiny stresovych hormonti — Kortizolu
a kortikosteronu. Kazdy analyt byl v této tivodni ¢asti méfen za pouziti pozitivni polarity
ionizace v rezimu MRM, kdy byl ve hmotnostnim spektru produktovych iontd ptislusného
prekurzorového iontu vzdy vybran ten, ktery vykazoval maximalni relativni intenzitu
pii normalizované  kolizni  energii 35 %  (standardni  vychozi  hodnota).
Pro optimalizaci parametri  MS detektoru byl pouzit roztok smésného standardu
o koncentraci 10 mg/l. Udaje tykajici se zvolenych MRM piechodii pro viechny analyty jsou

uvedeny v Tab. 11 nize.

Tab. 11: Prekurzorové a produktové ionty pro jednotlivé analyty.

Reten¢ni Cas Prekurzorovy ion Produktovy ion
Analyt
[min] [m/z] [m/z]
3,75 Kortizol 363 327
4,42 Kortikosteron 347 329
5,12 Estradiol 255 159
5,47 Estron 271 253
6,62 Progesteron 315 297

Optimalizace parametric hmotnostniho detektoru byla provedena tak, aby bylo
dosazeno co nejlepsi odezvy pro ionty stresovych hormont, tedy kortizolu a kortikosteronu.
V grafech prubéhu optimalizace jednotlivych parametri je vzdy zelené vyznaCena oblast

testovani zvolené hodnoty parametru a oranzove oblast testovani ostatnich hodnot.
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Nejprve byla optimalizovana hodnota proudu na vybojové elektrodé v rozsahu od 1 nA

do 10 pA postupné po 1 pA. Zavislost odezvy detektoru na proudu je znazornéna na Obr. 11

nize.
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Obr. 11: Graf zavislosti odezvy detektoru na proudu na vybojové elektrodé; testované

hodnoty 1-10 pA; po kazdych 100 skenech byl proud zvySen o 1 pA.

Protoze nebylo v tomto pifipadé nutné vyckavat na stabilizaci pfistroje, je v grafu
na Obr. 11 vyznaéena pouze oblast zvolené hodnoty proudu na vybojové elektrodé. Jak je
na tomto zaznamu ziejmé, tak vliv tohoto parametru nebyl nijak vyznamny, a proto byla

vybrana hodnota uprostied testovaného intervalu (5 pA).
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Dale byly testovany rizné teploty vstupni kapilary, ktera vede ionty z prostoru APCI
do iontové optiky, ato 250 °C, 300 °C a 350 °C. Naméiené hodnoty ziskané v ramci této
optimalizace jsou znazornény na Obr. 12. Vzhledem ke skutecnosti, ze zména teploty
a nasledna stabilizace trva urcity Cas (fadoveé minuty), bylo vzdy po zméné nastaveni nutné

vyckat na stabilizaci piistroje.
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Obr. 12: Graf zavislosti odezvy detektoru na teploté vstupni kapilary; testované hodnoty:
250 °C (skeny 0—500), 300 °C (skeny 1500—2000), 350 °C (skeny 3500—4000).

Z Obr. 12 je jiz patrné, Ze tento parametr vliv na odezvu detektoru mél. S rostouci
teplotou odezva detektoru sice mirn¢ klesala, ale na druhou stranu byl signal stabilnéjsi, a tak

byla jako optimalni zvolena teplota 350 °C.

32



Poté bylo provedeno testovani vlivu teploty susicich plynt v APCI o teplotach 350 °C,

400 °C a 450 °C na odezvu detektoru, jehoz vysledky jsou uvedeny na Obr. 13. | v tomto

piipadé zmeéna teploty a nasledna stabilizace trva urcity Cas (fadové minuty), a proto bylo

vzdy po zméné nastaveni opét nutné vyckat na stabilizaci pfistroje.
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Obr. 13: Graf zavislosti odezvy detektoru na teploté iontového zdroje; testované hodnoty:

350 °C (skeny 0—500), 400 °C (skeny 1200—1700) a 450 °C (skeny 2500—3000).

V tomto piipadé se odezva detektoru s rostouci teplotou susicich plynii neménila, ale

signal se staval mirné stabilngj§im. Vzhledem K nepatrnému vlivu tohoto parametru byla

jako optimalni zvolena prostfedni teplota 400 °C.

33



Posledni optimalizovanym parametrem APCI byl pomér hlavniho ku vedlejsimu
zmlzovacimu plynu. Testovany byly poméry 30/5, 40/10, 50/15 a 60/20 a vysledky jsou
uvedeny na Obr. 14 nize.
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Obr. 14: Graf zavislosti odezvy detektoru na poméru hlavniho a pomocného zmlzovaciho
plynu; testované hodnoty: 30/5 (skeny 0-500), 40/10 (skeny 1200-1700), 50/15 (skeny
2500-3000) a 60/20 (skeny 3700-4200).

Na zaklad¢ vysledkti uvedenych na Obr. 14 se jako nejvhodnéj$im z testovanych
pomeérid jevi pomér 50/15. V rdmci ukoncovani optimalizace podminek APCI ionizace vSak
bylo jesté provedeno zavérecné experimentalni hodnoceni vlivu poméru zmlzovacich plynt
na stabilitu signalu, a to na zédkladé opakovatelnosti ploch chromatografickych pikil vnitinich
standardii kortizolu a kortikosteronu ziskanych z analyz deseti nezéavisle ptipravenych
roztokd o koncentraci 10 pg/l. Pro tyto tcely byl vybran pomér plynl poskytujici nejvetsi
odezvu detektoru (30/5) a pomér plynti poskytujici nejstabiln€jsi odezvu detektoru (50/15).
Vysledky ukazaly, ze pti poméru 50/15 cinilo RSD ploch IS kortizolu 7,7 % a IS
kortikosteronu 8,1 %. Pomér 30/5 vsak poskytoval vyrazné niz$i hodnoty, a to 5,1 % pro

kortizol a 2,9 % pro kortikosteron, a proto byl vybran.

Nastaveni S-Cocek bylo optimalizovano pro ionty obou stresovych hormont. Pro

kortizol bylo nalezeno optimum na urovni 60 % a pro kortikosteron na trovni 64 %. Rozdil
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byl tedy velmi maly, navic charakter této zavislosti v dané oblasti 50—70 % vykazoval formu

plata, a tak byly S-¢ocky nastaveny na hodnotu 60 %.

F-Cocky byly na zakladé vysledkt optimalizace pro kortizol a kortikosteron nastaveny

na hodnotu -7 V, coz byla optimalni hodnota totozna pro oba stresové hormony.

Souhrn optimalizovanych parametri a hodnot vybranych pro dalsi uzivani je uveden

v Tab. 12 nize.

Tab. 12: Vybrané parametry hmotnostniho detektoru po provedeni optimalizace.

Optimalizované parametry Nastavena hodnota
Teplota iontového zdroje [°C] 400

Prttok hlavniho zmlZovaciho plynu [arb] 35

Pritok pomocného zmlzovaciho plynu [arb] 5

Proud na vybojové elektrodé [pnA] 5

Teplota vstupni kapilary do iontové optiky [°C] 350
Uroveii RF S-¢ocek [%)] 65

Napéti na F-Cockach [V] -7

Po provedeni optimalizace podminek APCI ionizace aiontové optiky byla nasledné
provedena optimalizace normalizované kolizni energie (NCE). Zavislosti intenzity odezvy
vybraného produktového iontu pfi riznych hodnotach NCE pro kortizol a kortikosteron jsou

uvedeny nize na Obr. 15 a 16.
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Obr. 15: Zavislost odezvy detektoru na normalizované kolizni energii — Kortizol;

MRM prechod 363 — 327; optimum pii 28 % NCE.
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Obr. 16: Zavislost odezvy detektoru na normalizované kolizni energii — kortikosteron;
MRM piechod 347 — a 329; optimum pii 31 % NCE.
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Pro sledované pohlavni hormony se optimalni hodnota NCE také vzdy pohybovala
od 28 % do 35 %. Pro vSech pét analyti byla s ohledem na pribéh této zavislosti nastavena
jednotna hodnota NCE, a to 30 %.

V pribéhu optimalizace nebylo nejprve pozorovano vyrazné zlepseni odezvy pro
jednotlivé analyty. Po jejim dokonceni vSak byla provedena analyza roztoku smésného
standardu pomoci pavodni neoptimalizované metody anasledné pomoci metody

optimalizované. Porovnani téchto chromatogramt kortizolu je uvedeno na Obr. 17.
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Obr. 17: Porovnani S/N kortizolu pied a po optimalizaci podminek hmotnostni detekce.

Zvyse uvedeného Obr. 17 je patrné, jak vyznamny pozitivni vliv mize proces
optimalizace mit. ZlepSeni S/N u kortikosteronu a estradiolu bylo téméf dvojnasobné,
u progesteronu byl nartist 58 %, jediny estron nevykazoval po optimalizaci MS parametri
zlepSeni. Ilustrace na piikladu kortizolu byla zvolena ztoho divodu, Ze jde o jeden
Z prioritnich analytd této prace. Toto nastaveni hmotnostniho detektoru bylo vyuZzito pro

validaci kalibra¢ni kiivky a nasledné dale uzivano k dalsim analyzam.
4.4 Odhad IDL a IQL, hodnoceni linearity kalibra¢nich kiivek

Za ucelem provedeni zakladni validace byly nejprve pro kazdy analyt vyhodnoceny
instrumentalni meze detekce (IDL) a instrumentalni meze stanovitelnosti (IQL) a na zakladé
vysledkl téchto odhadii byla pfipravena fada kalibra¢nich roztoki, jejichz zmétenim byly

ziskany podklady pro hodnoceni linearity kalibra¢nich kfivek.

Instrumentalni mez detekce byla hodnocena na zaklad¢ vysky sumu a byla stanovena
jako takova koncentrace analytu, ktera poskytuje pik 0 vySce trojnasobku vysky Sumu
zakladni linie. Mez stanovitelnosti byla stanovena analogicky jen s tim rozdilem, ze vyska

piku analytu musela byt desetindsobna oproti vySce sumu zakladni linie. Hodnoty IDL a IQL
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byly hodnoceny na adekvatnich (pfiméfené nizkych) koncentra¢nich urovnich 0,1 a 0,2 pg/l.

Vysledky jsou uvedeny nize v Tab. 13 a detailni udaje k vypoctu jsou K nalezeni v piiloze D.

Tab. 13: Instrumentalni meze detekce a instrumentdlni meze kvantifikace.

Analyt IDL [ug/1] IQL [ug/1]
Kortizol 0,02 0,07
Kortikosteron 0,02 0,07
Estradiol 0,06 0,2
Estron 0,06 0,2
Progesteron 0,04 0,1

S ohledem na vysledky IQL byly pfipraveny kalibra¢ni kiivky, ato od koncentraci
shodnych s IQL (nebo vhodné zvolenych nepatrné vyssSich koncentraci) az po koncentraci
10 pg/l. Kazda kalibracni kiivka byla pfipravena ve Ctyfech nezéavislych opakovénich
dle postupu uvedeném v kap. 3.4.3 a byla zméfena za podminek po provedeni optimalizace

analytické metody.

Jako kritérium pfijatelnosti pro prokazani linearity kalibracni kiivky byly zvoleny
pozadavky vychézejici z doporueni FDA pro validaci bioanalytickych metod — relativni
diference experimentalné zjisténé koncentrace analytu od teoretické (nominalni) koncentrace
analytu na urovni nejnizsiho kalibracniho bodu musi byt niz8i nez 20 % a na vSech ostatnich
(vyssich) koncentra¢nich trovnich musi byt nizsi nez 15 %. Tato podminka linearity byla
splnéna v rozsahu 0,100-10,000 pg/l pro kortizol, kortikosteron a progesteron, v rozsahu
0,200-10,000 ug/l byla splnéna pro estradiol aestron. Detailni vysledky validace

kalibra¢nich k¥ivek jsou uvedeny v piiloze C.
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4.5 Optimalizace pripravy vzorku k analyze

Vzhledem Kk nepolarni povaze studovanych latek ana zakladé informaci ziskanych
z literarni reSerSe byl jako extrakéni ¢inidlo Vv prvnim kroku zvolen 80% methanol o Cistoté
pro gradientovou eluci (GG). Toto extrakéni ¢inidlo bylo i stale je pro steroidni hormony
Siroce rozsifené (Weltring aspol. 2012; Hein aspol. 2021; Chu aspol. 2020; Caruso
a spol. 2010; Shutt a spol. 2012). Extrakce byla provadéna v 50ml centrifuga¢ni zkumavce,
do které bylo navazeno piesné asi 5 g trusu, na kazdych 5 g navazky bylo ptidano piesné
40 ml extrakéniho ¢inidla a sklenéné homogenizaéni kulicky. Zkumavkou bylo 10 minut
ttepano na orbitdlni tiepacce a nasledné byla centrifugovana 30 minut pii RCF 10 000 x g.
Po optické kontrole distoty supernatantu vSak byla registrovdna piitomnost drobnych
pevnych ¢astic, a proto byl supernatant nasledné piefiltrovan pies stiikackovy filtr Titan3,
aby bylo eliminovano riziko pifipadného ucpani nastfikového systému nebo

chromatografické kolony, do nové 50ml centrifugaéni zkumavky.

4.5.1 MozZnost stanoveni pfimou analyzou extraktu

Nejprve byla sohledem na zajem o0 minimalizaci ¢asovych i finan¢nich naroki
na analyzu hodnocena moznost nastiiku extraktu bez dal§iho piecisténi. Byla provedena
extrakce vzorku trusu dle postupu uvedeného vyse a ptipraveno Sest nezavislych opakovani
vzorku a vzorku obohaceného piidavkem znamého objemu smésného standardu 0 znamé

koncentraci.

Vzorek byl pfipraven odpipetovanim 800 ul 20% acetonitrilu (MS grade)
do chromatografické vialky, dale bylo ptidano 100 ul roztoku HORM-IS-C a 100 ul extraktu
trusu. Pfi pfipravé obohacené¢ho vzorku bylo pipetovano 750 pul 20% acetonitrilu, 50 pl
roztoku HORM-ST-D (obohaceni 0 1 pg/l), 100 pl roztoku HORM-IS-C a 100 pl extraktu

trusu.

Na zéklad¢ provedenych analyz byla pro kazdy analyt vypoctena spravnost vyjadiena
jako vytéznost (%) aptfesnost vyjadiena jako opakovatelnost (%), jejichz vysledky jsou
uvedeny nize v Tab. 14. V zajmu porovnani obou v laboratofi dostupnych iontovych zdroju

byly tyto vzorky zméteny jak s APCI ionizaci, tak s ESI ionizaci.
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Tab. 14: Vysledky validace pfi pfimé analyze extraktu goriliho trusu pifi pouziti APCI a ESI.

Iontovy zdroj APCI ESI
Analyt Spravnost [%] Ptesnost [%] Spravnost [%] Ptesnost [%0]
Kortizol 105 9,7 96 14
Kortikosteron 97 9,8 98 3,4
Estradiol 94 13 87 32
Estron 132 12 99 13
Progesteron 110 11 86 3,7

Dle pozadavkti AOAC je na koncentraéni tirovni jednotek pg/l vyzadovana spravnost

v rozmezi 40—120 % a ptesnost < 30 %.

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze pozadované valida¢ni parametry pro estron
nebyly splnény (spravnost prekracuje maximalni povolenou hodnotu 120 %). To podnitilo
vyzkouseni jiného MRM piechodu, ato konkrétné¢ 271 — 157. Piitomto piechodu byla
spravnost pro estron 102 % a ptesnost 23 %, takze oba parametry jiz spliiovaly pozadovana
kritéria. Na zdklad¢ toho byl za kvantifikaéni MRM piechod pro estron zvolen pravé
zminény 271 — 157. Zaména za tento piechod vsak vedla K pfiblizné dvojnasobnému
zvySeni instrumentalnich mezi detekce a kvantifikace. Porovnani parametrii metody pro

ptechod 271 — 253 a 271 — 157 je uvedeno v Tab. 15.

Tab. 15: Porovnani valida¢nich parametri obou MRM piechodu pro estron pii pouziti APCI.

IDL IQL Ptesnost Spravnost
MRM piechod
[ng/l] [ng/l] [%] [%]
271 — 253 0,07 0,2 12 132
271 — 157 0,2 0,5 23 102
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Zvyse uvedenych vysledki byl pro vizualizaci spravnosti pii pouziti riznych
iontovych zdroju sestrojen graf uvedeny na Obr. 18 nize. Pro vizualizaci estronu byl vyuzit

MRM piechod spliujici pozadavky pro validaci, tedy 271 — 157.

Spravnost [%] =
o

Kortizol ~ Kortikosteron  Estradiol Estron Progesteron

Obr. 18: Graf porovnani spravnosti pii pouziti APCI a ESl iontového zdroje pro ptimou

analyzu extraktu steroidnich hormont.

Z vizualizace na Obr. 18 je ziejmé, ze vhodnost iontového zdroje je v tomto piipadé
rizna a mize byt posouzena nejlépe pro kazdy analyt samostatnég, spi§ nez pro cely soubor.
Pti uziti ESI vSak v pfipad¢ estradiolu nebyly splnény pozadavky na ptesnost, ktera méla
hodnotu 32 %. Pii pouziti APCI byly splnény pozadavky na pfesnost a spravnost pro
vSechny analyty.

V chromatogramech vzorkd extraktia byl vSak zfetelny velky vliv matrice.
V neobohaceném vzorku byly obsahy kortizolu a kortikosteronu pod mezi detekce (Obr. 19)
aVvpfipadé¢ obohaceni téchto vzorki 01 pg/l (Obr. 20) byly piky analytd jiz
kvantifikovatelné, kritéria piijatelnosti pro piesnost ispravnost sice byla splnéna, ale
sohledem na vysledky icharakter chromatogrami bylo zifejmé, Ze na této nizké
koncentraéni urovni by byla metoda na samé hranici pouzitelnosti. Vzhledem ke skute¢nosti,
ze ocekavana koncentrace analytli ve vzorku extraktu je pravé v fadu jednotek az nizsich
desitek pg/l, bylo pfistoupeno k testovani dodate¢ného piecisténi extraktu pomoci extrakce

na pevné fazi (SPE).

41



2 8 8

704

Relativni intenzita [%]

[ 3.48 ~
283 | | N
|

J OV sl
J \ -._\-f.' "\N ,,_\ ?;9 4

R S

-

Kortizol Kortikosteron

T
2.5 3.0 3.5 4.0 45 2.0

Retenéni ¢as [min]

Obr. 19: Extrahovany iontovy chromatogram vybraného produktového iontu kortizolu

a kortikosteronu — piima analyza extraktu vzorku bez obohaceni.
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Obr. 20: Extrahovany iontovy chromatogram vybraného produktového iontu kortizolu

a kortikosteronu — piima analyza extraktu vzorku obohaceném 0 1 pg/l.
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4.5.2 Moznosti stanoveni s vyuzitim SPE extrakce

Vzhledem k velice komplikované matrici redlnych vzorkt trusu a negativnimu vlivu
interferujicich latek bylo provedeno hodnoceni vlivu SPE extrakce za ucelem precisténi
vzorku. Pro zakladni piehled byly testovany dva typy SPE kolonek aktualn¢ dostupnych
Vv laboratofi, které obsahovaly univerzalni C18 a C18-E sorbenty, jejichZ parametry a uzité

oznaceni jsou uvedeny v Tab. 16 nize.

Tab. 16: Testované SPE kolonky.

) Mnozstvi
Nazev Objem
Vyrobce Oznaceni sorbentu Typ sorbentu
kolonky
[ma]
Spe-ed Applied Silikagel modif. C18
P PP ) C18 3 500 :
C18/18 Separations (40 um)
Strata Silikagel modif. C18;
Phenomenex C18-E 3 500
C18-E Endcapped (55 um)

Kolonky byly pied pouzitim kondiciovany 3 ml methanolu (MS grade) a3 ml
deionizované vody. Nasledné bylo na kolonky naneseno 2,5 ml deionizované vody, 100 pl
smésného vnitiniho standardu HORM-IS-C, v ptipadé obohacenych vzorkli 50 ul smésného
standardu HORM-ST-D a nakonec 100 ul extraktu vzorku. Takto pfipravena SPE kolonka
se nechala prokapat anasledné¢ byla promyta 3 ml deionizované vody. Voda byla po
prokapani odsata a poté¢ bylo na kolonku aplikovano eluéni ¢inidlo (2% mravenci kyselina
v acetonitrilu — MS grade). Eluat byl jiman aZz do naplnéni chromatografické vialky,
ktery byl nasledné proudem dusiku pii 40 °C odfoukan do sucha a ziskany odparek byl
nakonec rozpus§tén v 1 ml vychozi mobilni faze, tedy ve 20% acetonitrilu (MS grade).
Vialkou bylo tfepano do uplného rozpusténi povlaku odparku na sténach a poté byl vzorek

analyzovan.

Pro jednotlivé analyty byla porovnana spravnost metody za pouziti obou kolonek. Pro
tuto praci byly stézejni hodnoty pro stresové hormony, které v ptipadé kolonky C18 ¢inily
pro kortizol 103 % a pro kortikosteron 87 %. V piipadé pouziti kolonky C18-E vsak bylo
dosazeno lepsich hodnot, ato 96 % pro kortizol a 101 % pro kortikosteron. Tento pozitivni
efekt mohl byt zpusoben pravé metylaci volnych ¢asti silikagelu (Endcapping). Vysledky

ostatnich analytl také vyhovovaly pozadavkiim AOAC (spravnost v rozmezi 40-120 %) pro

43



oba typy kolonek. Pro dalsi dtikladnéjsi testovani ve vice opakovanich byla na zakladé téchto

vysledkii zvolena kolonka C18-E.

Cv v

kolonce (C18-E) vyzkouSeny rtzné objemy extraktu. Bylo tedy kondiciovano Sest C18-E

kolonek. Na ty byl nasledn€ nanesen vzorek podle nize uvedené Tab. 17.

Tab. 17: Objemy jednotlivych roztokli nanasenych na SPE pfi testovani vhodnosti riznych

objemu extraktu (ST = HORM-ST-D; IS = HORM-IS-C).

N Objem extraktu Objem vody Objem IS Objem ST
azev
[ml] [ml] [ml] [pl]
C18-E 0,5 ml 0
0,5 2
Cl18-E0,5mlS 50
C18-E1ml 0
1,0 1 100
C18-E1mlS 50
C18-E 1,5ml 0
1,5 0,5
C18-E15mlS 50

Od kazdé kolonky byly do vialek odebrany 3 frakce. Nejprve byla do jedné vialky
jimana prvni frakce pfi prokapavani vzorku, poté byla jimana druha frakce pfi prokapavani
vzorku a do tfeti vialky byla jimana frakce po aplikaci elu¢niho ¢inidla. VSechny vialky byly
odfoukany do sucha, ziskany odparek byl rozpustén ve 20% acetonitrilu (MS grade),
anasledné byly vzorky analyzovany. Cilem analyz bylo zjistit, zda je moZzné pii pouziti
vétsiho mnozstvi extraktu dosahnout vétsi odezvy detektoru azda analyty nejsou z SPE
kolonky eluovany diive nez po aplikaci eluéniho ¢inidla, k ¢emuz by mohlo dojit vzhledem

k vysoké koncentraci methanolu (80 %) v ptivodnim extraktu.

Vysledky analyz téchto vzorkt potvrdily, Ze nejvhodnéjSim objemem extraktu je
ptavodnich 100 pl, pfi tomto objemu extraktu se pomér S/N u obohacenych vzork o 1 ug/|
pohyboval u vSech analytii v rozmezi 10—20. Pii vysSich objemech extraktu doslo ke snizeni
poméru S/N tak, Ze piky analytl nebylo témé&f mozné integrovat s dostatecnou spolehlivosti
(S/N nabyvalo hodnot 1-5). Koncentrace methanolu v extraktu v8ak na SPE extrakci neméla

negativni vliv a analyty se eluovaly az po aplikaci elu¢niho ¢inidla.
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Vzhledem k pfistoupeni k SPE byla snizena doba centrifugace na 15 minut a vzhledem
k finan¢ni narocnosti bylo upusténo od pouziti stiikackovych filtri, protoZze mechanické

necistoty z extraktu budou odstranény ¢asten¢ centrifugaci a nasledné¢ zcela pomoci SPE.

Pro ilustraci je nize na Obr. 21 a22 uvedeno porovnani chromatogrami analytd

s vyuzitim extrakce na pevné fazi a bez ni v ptipad¢ vzorkt obohacenych 0 1 pg/l.
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Obr. 21: Porovnani extrahovanych iontovych chromatogrami vybraného produktového iontu
stresovych hormoni s vyuzitim SPE abez n& — vzorek obohaceny o 1 pg/l. Na ose y je

vynesena relativni intenzita [%] a na ose X je zaznamenan reten¢ni ¢as [min].
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Obr. 22: Porovnani extrahovanych iontovych chromatogrami vybraného produktového iontu

pohlavnich hormonti s vyuzitim SPE abez néj — vzorek obohaceny o 1 pg/l. Na ose y je

vynesena relativni intenzita [%] a na ose X je zaznamenan reten¢ni ¢as [min].

Je zieymé, Ze vyuziti SPE pfineslo jisté ocekavané zvySeni S/N, ¢imZ byl castecné

snizen negativni vliv interferujicich latek z matrice. Zaroven doslo i K viditelnému zlepSeni

symetrie pikl (viz estron).

Pro dukladné&jsi objektivni zhodnoceni Uc¢innosti extrakce za pouziti zvolené SPE
kolonky byl proveden experiment v Sir§im rozsahu. Do tfi 15ml centrifuga¢nich zkumavek
byly k navazkam (0,5203 g, 0,5083 g, 0,5276 g) vzorku goriliho trusu pfidan 1 ml smésného
vnitiniho standardu o koncentraci 500 pg/l, nasledné byly ptidany 4 ml 80% methanolu
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(GG) asklenéné homogenizac¢ni kulicky. Centrifugaénimi zkumavkami bylo 10 minut
ttepano a nasledné byly umistény na 15 minut do centrifugy pi#i 10 000 RCF. Byl odebran
supernatant a napipetovan do tii 8ml sklenénych nadobek suzavérem. Soubézné byly
pfipraveny tfi totozné centrifuga¢ni zkumavky slepého vzorku, tedy se shodovaly s vyse
popsanymi zkumavkami vzorku, az na absentujici navazku vzorku trusu. S témito
zkumavkami bylo zachazeno zcela totozné jako se zkumavkami vzorku. Po centrifugaci byla
provedena extrakce pomoci SPE a elu¢ni frakce byla dusikem odfoukana do sucha. Odparek

byl nasledné rozpustén v 1 ml 20% acetonitrilu (MS grade).

Dale pak byly pfipraveny tfi chromatografické vialky michaného roztoku vnitiniho
standardu. Bylo odpipetovano 900 ul 20% acetonitrilu (MS grade) do chromatografické
vialky a pfidano 100 pl roztoku HORM-IS-C.

Zhodnot ploch pikli jednotlivych vnitinich standardi analytd byla vypoctena
vytéznost extrakce. Plochy pikt i vytéznosti pro kazdy z analyt jsou uvedeny v piiloze F.
Vytéznost extrakce vzorku trusu byla v priméru 76 % a slepého vzorku Cinila primérné

95 %.

Pro vybranou SPE kolonku byla validovana analyticka metoda jako celek véetné SPE
extrakce. Hodnocenymi parametry byla spravnost, pfesnost a mez stanovitelnosti metody
(MQL). Analyzy vzorku trusu byly provedeny vzdy ve ¢tyfech opakovanich, ato jak pro
neobohaceny vzorek, tak pro vzorek obohaceny 01 pg/l a pro vzorek obohaceny 0 10 ng/l.
Pro tyto tcely byl pfipraven jeden spolecny extrakt goriliho trusu dle postupu popsaného

vySe Vv kap. 4.6. Nasledné davkovani roztoki na kolonku je popsano v Tab. 18 nize.

Tab. 18: Ptiprava vzorki pro validaci kompletni analytické metody.

Vzorek Vzorek
Roztok Jednotky Vzorek obohaceny obohaceny
01lpgl 010 pg/l
Deionizovana voda 2500 2500 2500
HORM-IS-C 100 100 100
pl
HORM-ST-D 0 50 500
Extrakt 100 100 100
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Odlisny vysledny objem vzorku je korigovan vnitinim standardem, vysledky jsou

proto srovnatelné.

V Tab. 19 niZe jsou uvedeny vysledky validace kompletni analytické metody, detailni
data jsou knalezeni v pfiloze E. Na koncentra¢ni trovni 1l pg/l Se musela spravnost
pohybovat v rozmezi 40-120 % a piesnost musela nabyvat hodnotu nizs$i nez 30 %. Na
koncentra¢ni arovni 10 pg/l se musela spravnost pohybovat v rozmezi 60-115 % a piesnost

musela nabyvat hodnoty nizsi nez 21 %.

Tab. 19: Vysledky spravnosti a piesnosti analytické metody.

Spravnost [%] Piesnost [%]
Analyt
1 pg/l 10 pg/l 1 pg/l 10 pg/l
Kortizol 102 102 7,5 3,9
Kortikosteron 112 104 6,5 3,2
Estradiol 110 109 4,5 6,5
Estron 119 96 12 9,6
Progesteron 94 97 6,2 3,2

Z vysledkti uvedenych v Tab. 19 je patrné, Zze analytickd metoda spliiuje na obou

koncentracnich urovnich pro vSechny analyty veSkeré pozadavky na pfesnost a spravnost.

Vysledky téchto analyz byly dale vyuzity k odhadu mezi stanovitelnosti metody,
ktera s ohledem na navazku vzorku Kkanalyze (5 g), proces piipravy vzorku postupem
s vyuzitim SPE extrakce, vysledkim spravnosti a pfesnosti pii obohaceni vzorku 01 pg/l
i charakteru jejich chromatogrami (Obr. 22 a 23) na této koncentra¢ni urovni, ¢ini v piipadé
vSech analytti shodné 8 ng analytu na 1 gram goriliho trusu, coz by mélo byt s ohledem na
nékteré dosud publikované vysledky (kortizol 10-20 ng na 1 g suchého vzorku) vyhovujici
(Tallo-Parra a spol. 2015).
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4.6 Kompletni analyticka metoda

Pro ptehlednost je zde uveden souhrn veSkerych parametrii uspe€sné vyvinuté

a validované analytické metody.

Extrakce vzorku

e Extrak¢ni ¢inidlo: 80% methanol (GG)
e Navazka/objem extrakéniho ¢inidla: 5/40 [g/ml]
e Doba extrakce: 15 min
e Daoba centrifugace: 10 min
e RCF: 10000 x g
e SPE: Strata C18-E 500 mg/3 ml; Phenomenex
o Kondicionace: 3 ml methanol (GG), 3 ml voda
o Vzorek: 2,5ml voda, 100 pl HORM-IS-C, 100 pl extrakt,
(50 ul HORM-ST-D v piipadé obohacenych vzork)
o Promyti: 3 ml voda
o Eluce: 2% mravenc¢i kyselina (GG) v acetonitrilu (MS grade)
e SusSeni: 40 °C; dusik; do sucha

e Rozpusténi: 1 ml 20% acetonitrilu (MS grade); tiepani

Kapalinova chromatografie

e Kapalinovy chromatograf: Thermo UltiMate 3000
e Chromatograficka kolona: Phenomenex Kinetex EVO C18 (150 x 3,0 mm; 2,6 um)
s pln¢ kompatibilni pfedkolonou

e Objem nastiiku: 25 pl

e Prutok mobilni faze: 0,5 ml/min

e Teplota kolonového prostoru: 35 °C

e Mobilni faze:
o MFA: 0,025% octova kyselina s 5mM octanem amonnym Ve vodé
o MFB: 100% acetonitril

e Doba analyzy (v€etné nastiiku a proplachu nasttikového systému):
o Standardy: 14 min

o Redlné vzorky: 19 min
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e Gradient:
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Obr. 23: Gradientovy program pro analyzy vzorkl standardi.
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Obr. 24: Gradientovy program pro analyzy realnych vzorku trusu.
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Hmotnostni detekce

Hmotnostni detektor: Velos Pro — Thermo (linearni iontova past)
Iontovy zdroj: APCI

Polarita ionizace: pozitivni

Teplota iontového zdroje: 400 °C

Prutok hlavniho zmlzovaciho plynu: 35 arb

Prttok pomocného zmlzovaciho plynu: 5 arb

Proud na vybojové elektrodé: 5 pA

Teplota vstupni kapilary: 350 °C

Uroven RF na S-Gockach: 65 %

Napéti na F-cockach: -7 V

Analyt, prekurzorovy ion — produktovy ion [m/z], polarita a normalizovana kolizni

energie [%]:

o kortizol 363 — 327 + 30
o kortikosteron 347 —-329 + 30
o estradiol 255 — 159 + 30
o estron 271 — 157 + 30
o progesteron 315 —» 297 + 30

Typ skenu: Hmotnostni spektrum produktovych iontd z daného prekurzorového iontu
(Full Scan MS/MS)
Maximalni doba plnéni iontové pasti: 200 ms

Pocet mikroskenu: 1
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5 ZAVER

V ramci teoretické Casti této bakalaiské prace zaméfené na stanoveni stresovych
(kortizol, kortikosteron) a pohlavnich (estradiol, estron, progesteron) hormond byla
vypracovana literarni reSerSe. V prvé fadé byl poskytnut uvod do problematiky steroidnich
hormonu a jejich funkce v organismu. Dale byly rozebrany moznosti jejich stanoveni
z ruznych matric vzorku, zejména trusu, s dirazem na kvantifikaci pomoci LC/MS.
Pozornost byla soustfedéna zejména na podminky chromatografické separace, tedy typy

pouzitych chromatografickych kolon a slozeni mobilni faze. Nebyly vSak opomenuty ani

rizné postupy ptipravy vzorki K analyze, zejména s vyuzitim SPE.

V experimentalni ¢asti této prace je popsan vyvoj a validace analytické metody pro
stanoveni vySe uvedenych péti analyti ze skupiny steroidnich hormonti. Pouzitym
instrumentalnim vybavenim byl vysokouc¢inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim
detektorem typu linearni iontové pasti a chemickou ionizaci za atmosférického tlaku. Oproti
dosud nepublikované praci kolegy Filipa Stracha, ktera vyuZivala ionizaci vyhiivanym
elektrosprejem, vykazoval pro tuto praci zvoleny zplsob ionizace dle ocekavani lepsi
vysledky. Béhem vyvoje analytické metody se postupovalo od volby vhodnych mobilnich
fazi (vCetné¢ volby aditiv a gradientového programu) po optimalizaci parametrd

hmotnostniho detektoru.

V dalsi fazi byla provedena validace rozsahu kalibraéni kiivky pro kortizol,
kortikosteron a progesteron (0,1-10 ug/l) apro estron a estradiol (0,2-10 ug/1). Poté byla
upfena pozornost na postup ptipravy realného vzorku trusu k analyze. Moznost analyzy
zfedéného neupraveného extraktu trusu byla zavrzena kvili vysokym matricnim vliviim.
Bylo tedy pfistoupeno K jejich potlaéeni pomoci SPE. Pro ucely této metody byly testovany
dva typy univerzalnich sorbent (C18 a C18-E), pticemz nejlepsi vysledky poskytovala SPE
kolonka Strata C18-E (Phenomenex), na které byl nasledné validovan postup ptipravy
vzorku. Na zavér byl proveden odhad meze stanovitelnosti metody, ktery pro kazdy analyt
¢inil 8ng na 1g vzorku, coz by mélo byt s ohledem na dosud publikované vysledky

vyhovujici.

Tato metoda bude v budoucnu vyuzita pro analyzu série vzorkd trusu goril nizinnych
(Gorilla gorilla gorilla) ze ZOO Praha avysledky budou piedany skupiné zoologu
Mgr. Martiny Kone¢né, Ph.D., jako podklady pro behavioralni studii.

52



6 SEZNAM POUZITE LITERATURY

BILKOVA, Zuzana, Marie ADAMKOVA, Toma§ ALBRECHT a Zdenék SIMEK,
2019. Determination of testosterone and corticosterone in feathers wusing liquid
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography A [online]. 1590,
[vid. 2023-03-29]. ISSN 0021-9673. Dostupné z: doi:10.1016/J.CHROMA.2018.12.069

CARUSO, D., M. PESARESI, O. MASCHI, S. GIATTI, L. M. GARCIA-SEGURA a
R. C. MELCANGI, 2010. Effect of short-and long-term gonadectomy on neuroactive steroid
levels in the central and peripheral nervous system of male and female rats. Journal of
Neuroendocrinology [online]. 22(11), [vid. 2022-09-23]. ISSN 09538194.
Dostupné z: doi:10.1111/J.1365-2826.2010.02064.X

CLARK, Fay E., Malcolm FITZPATRICK, Andy HARTLEY, Andrew J. KING,
Tracey LEE, Andrew ROUTH, Susan L. WALKER a Katherine GEORGE, 2012.
Relationship between behavior, adrenal activity, and environment in zoo-housed western
lowland gorillas (Gorilla gorilla gorilla). Zoo Biology [online]. 31(3), [vid. 2022-10-22].
ISSN 07333188. Dostupné z: doi:10.1002/Z200.20396

DAHL, Sandra R., Ingrid NERMOEN, Ingeborg BRONSTAD, Eystein S. HUSEBYE,
Kristian LOVAS a Per M. THORSBY, 2018. Assay of steroids by liquid chromatography—
tandem mass spectrometry in monitoring 21-hydroxylase deficiency. Endocrine Connections
[online]. 7(12), [vid. 2022-11-25]. ISSN 2049-3614. Dostupné z: doi:10.1530/EC-18-0453

DAVENPORT, Matthew D., Stefan TIEFENBACHER, Corrine K. LUTZ, Melinda A.
NOVAK a Jerrold S. MEYER, 2006. Analysis of endogenous cortisol concentrations in the
hair of rhesus macaques. General and Comparative Endocrinology [online]. 147(3),
[vid. 2023-03-06]. ISSN 10956840. Dostupné z: doi:10.1016/J.YGCEN.2006.01.005

DEVIER, Marie Héléne, Pierre LABADIE, Anne TOGOLA a Héléne BUDZINSKI,
2010. Simple methodology coupling microwave-assisted extraction to SPE/GC/MS for the
analysis of natural steroids in biological tissues: Application to the monitoring of
endogenous steroids in marine mussels Mytilus sp. Analytica Chimica Acta [online]. 657(1),
[vid. 2022-09-23]. ISSN 18734324. Dostupné z: doi:10.1016/J.ACA.2009.10.023

53



GAO, Wei, Tobias STALDER, Paul FOLEY, Manfred RAUH, Huihua DENG a
Clemens KIRSCHBAUM, 2013. Quantitative analysis of steroid hormones in human hair
using a column-switching LC-APCI-MS/MS assay. Journal of Chromatography B [online].
928, [vid. 2022-04-18]. ISSN 1570-0232. Dostupné
z: doi:10.1016/J.JCHROMB.2013.03.008

GAO, Wei, Qiaozhen XIE, Jing JIN, Ting QIAO, Haiyang WANG, Ligin CHEN, H.
DENG HUIHUA a Zuhong LU, 2010. HPLC-FLU detection of cortisol distribution in
human hair. Clinical Biochemistry [online]. 43(7-8), [vid. 2023-03-04]. ISSN 00099120.
Dostupné z: doi:10.1016/J.CLINBIOCHEM.2010.01.014

HEIN, Anna, Katrin BAUMGARTNER, Lorenzo VON FERSEN, Thea
BECHSHOFT, Benno WOELFING, Clemens KIRSCHBAUM, Gabriela
MASTROMONACO, Alex D. GREENWOOD a Ursula SIEBERT, 2021. Analysis of hair
steroid hormones in polar bears (Ursus maritimus) via liquid chromatography—tandem mass
spectrometry: comparison with two immunoassays and application for longitudinal
monitoring in zoos. General and Comparative Endocrinology [online]. 310, [vid. 2022-04-
18]. ISSN 10956840. Dostupné z: doi:10.1016/J.YGCEN.2021.113837

HINSON, Joy a Peter RAVEN, 2019. Hormones. B.m.: Oxford University Press.
ISBN 978-0-19-883282-9.

CHEN, Wandong, Haifeng ZHANG, Qingjun GUO, Xianfeng WANG, Yourui SUO,
Guichen CHEN, Honghai ZHANG a Jinmao YOU, 2006. Determination of Steroids from
Rat Feces by High Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Derivatization
and Identification by On-line Mass Spectrometry. Chinese Journal of Analytical Chemistry
[online]. 34(10), [vid.2022-04-15]. ISSN 1872-2040. Dostupné z: doi:10.1016/S1872-
2040(07)60012-7

CHU, Liuxi, Na LI, Jia DENG, Yan WU, Haoran YANG, Wei WANG, Dongrui
ZHOU a Huihua DENG, 2020. LC-APCI+-MS/MS method for the analysis of ten hormones
and two endocannabinoids in plasma and hair from the mice with different gut microbiota.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 185,
[vid. 2022-04-26]. ISSN 0731-7085. Dostupné z: doi:10.1016/J.JPBA.2020.113223

54



KRASOWSKI, Matthew D, Denny DREES, Cory S MORRIS, Jon MAAKESTAD,
John L BLAU a Sean EKINS, 2014. Cross-reactivity of steroid hormone immunoassays:
clinical significance and two-dimensional molecular similarity prediction. BCM Clinical
Pathology [online]. Dostupné z: doi:10.1186/1472-6890-14-33

LITWACK, Gerald, 2022. Hormones. 4th vyd. Academic Press. ISBN 979-0-323-
90262-5.

MARESOVA, Dana — ustni sdéleni (docentka Fyziologického tstavu 1. LF UK)
dne 29.3.2023

MULLER, Martin N. a Richard W. WRANGHAM, 2004. Dominance, aggression and
testosterone in wild chimpanzees: a test of the ‘challenge hypothesis’. Animal Behaviour
[online]. 67(1), [vid. 2023-03-08]. ISSN 0003-3472. Dostupné
z: d0i:10.1016/J. ANBEHAV.2003.03.013

NEY, Luke J., Kim L. FELMINGHAM, Raimondo BRUNO, Allison MATTHEWS a
David S. NICHOLS, 2021. Chloroform-based liquid-liquid extraction and LC-MS/MS
quantification of endocannabinoids, cortisol and progesterone in human hair. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 8 [vid. 2022-03-24]. ISSN 1873264X.
Dostupné z: doi:10.1016/J.JPBA.2021.114103

NOVAKOVA, Lucie a Michal DOUSA, 2013. Moderni HPLC separace V teorii a
praxi |. ISBN 978-80-260-4243-3.

RINCON, Alan V., Julia OSTNER, Michael HEISTERMANN a Tobias DESCHNER,
2019. Measuring urinary cortisol and testosterone levels in male Barbary macaques:
A comparison of EIA and LC-MS. General and Comparative Endocrinology [online]. 281,
[vid. 2022-04-11]. ISSN 10956840. Dostupné z: doi:10.1016/J.YGCEN.2019.05.017

SHUTT, Kathryn, Joanna M. SETCHELL a Michael HEISTERMANN, 2012. Non-
invasive monitoring of physiological stress in the western lowland gorilla (Gorilla gorilla
gorilla): Validation of a fecal glucocorticoid assay and methods for practical application in
the field. General and Comparative Endocrinology [online]. 179(2), [vid. 2022-10-21].
ISSN 10956840. Dostupné z: doi:10.1016/J.YGCEN.2012.08.008

SCHNEIDERKA PETR, 2012. Imunochemie [online]. 2012. B.m.: Univerzita
Palackécho v Olomouci. [vid. 2023-03-07]. Dostupné z: http://pfyziolklin.upol.cz/wp-
content/uploads/2012/04/Imuno.pdf

55



SIMPSON, Ellen E.A., Chris MCCONVILLE, Gordon RAE, Jacqueline M.
O’CONNOR, Barbara J. STEWART-KNOX, Charles COUDRAY a J. J. STRAIN, 2008.
Salivary cortisol, stress and mood in healthy older adults: The Zenith study. Biological
Psychology  [online].  78(1), [vid. 2023-03-06]. ISSN 0301-0511.  Dostupné
z: doi:10.1016/J.BIOPSYCHO.2007.12.001

SOBOLEWSKI, Marissa E., Janine L. BROWN a John C. MITANI, 2013. Female
parity, male aggression, and the Challenge Hypothesis in wild chimpanzees. Primates
[online]. 54(1), [vid. 2023-03-08]. ISSN 00328332. Dostupné z: d0i:10.1007/S10329-012-
0332-4/FIGURES/3

SIMKOVA, Markéta, Lucie KOLATOROVA, Pavel DRASAR a Jana VITKU, 2022.
An LC-MS/MS method for the simultaneous quantification of 32 steroids in human plasma.
Journal of Chromatography B [online]. 1201-1202, [vid. 2023-03-29]. ISSN 1570-0232.
Dostupné z: doi:10.1016/J.JCHROMB.2022.123294

SVIHOVEC, Jan, Jan BULTAS, Pavel ANZENBACHER, Jaroslav CHLADEK, Jan
PRIBORSKY, Jiti SLIVA, Martin VOTAVA a Miroslav BARTAK, 2018. Farmakologie.
Grada Publishing. ISBN 9788024755588.

TALLO-PARRA, Oriol, Elena ALBANELL, Annais CARBAJAL, Laura MONCLUS,
Maria SABES-ALSINA, Carles RIBA, Mireia MARTIN, Teresa ABELLO a Manel
LOPEZ-BEJAR, 2015. Prediction of faecal cortisol metabolites from western lowland
gorilla (Gorilla gorilla gorilla) by near infrared reflectance spectroscopy (NIRS) [online]
[vid. 2022-10-22]. Dostupné
z: https://www.researchgate.net/publication/304246775 Prediction_of faecal cortisol_meta
bolites_from_western_lowland_gorilla_Gorilla_gorilla_gorilla_by near_infrared_reflectanc
e_spectroscopy_NIRS

VANAELST, Barbara, ab NOELLIE RIVET, Inge HUYBRECHTS, ad BERTRAND
LUDES, Stefaan DE HENAUW AE a Jean SEBASTIEN RAUL, 2013. Measurement of
cortisol and cortisone in children’s hair using ultra performance liquid chromatography and
tandem mass spectrometry. Analytical Methods [online]. 8, [vid. 2023-03-04]. Dostupné
z: doi:10.1039/c3ay26570f

56



WEISSER, Johan J., Martin HANSEN, Erland BJORKLUND, Christian SONNE,
Rune DIETZ a Bjarne STYRISHAVE, 2016. A novel method for analysing key
corticosteroids in polar bear (Ursus maritimus) hair using liquid chromatography tandem
mass spectrometry. Journal of Chromatography B [online]. 1017-1018, [vid. 2022-03-24].
ISSN 1570-0232. Dostupné z: doi:10.1016/J.JCHROMB.2016.02.029

WELTRING, Anja, Franka S. SCHAEBS, Susan E. PERRY a Tobias DESCHNER,
2012. Simultaneous measurement of endogenous steroid hormones and their metabolites
with LC-MS/MS in faeces of a New World primate species, Cebus capucinus. Physiology &
Behavior [online]. 105(2), [vid. 2022-03-24]. ISSN 0031-9384. Dostupné
z: doi:10.1016/J.PHYSBEH.2011.09.004

57



7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AcA — octova kyselina

ACN - acetonitril

ACTH — adrenokortikotropni hormon

AmMAC — octan amonny

AmForm — mravenc¢an amonny

AOAC — Mezinarodni asociace oficidlni analytické spoluprace

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku

BCEC - 1,2-benzo-3,4-dihydrocarbazole-9-ethoxy-carbonylhadrazine
BEH — technologie ethylenovych pfemosténych hybridnich ¢astic
C18 — oktadecylsilikagel

C18-E — oktadecylsilikagel s dodate¢né pokrytymi volnymi silanolovymi skupinami
CRH — kortikoliberinu

ELISA — enzymova imunosorb¢ni analyza

ESI — ionizace elektrosprejem

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

FLU — fluorescen¢ni detekce

FormA — mravenci kyselina

GC — plynova chromatografie

GG — latka o ¢istoté pro podminky gradientové eluce

HESI — ionizace vyhifivanym elektrosprejem

HLB — hydrofilné-lipofilni vyvazeny N-vinylpyrolidon-divinylbenzen kopolymery
HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

HR-X — hydrofobni polystyren-divinylbenzenova pryskyfice

IDL — instrumentalni mez detekce
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IQL — instrumentalni mez kvantifikace

IS — vnitini standard

LC — kapalinova chromatografie

LC/MS — kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

1. LF UK - 1. lékatska fakulta Univerzity Karlovy

MF — mobilni faze

MFA — mobilni faze A

MFB — mobilni faze B

MQL — mez stanovitelnosti metody

MRM — monitorovani vice reakci

MS — hmotnostni detekce

MS grade — latka o Cistoté pro uziti v hmotnostni spektrometrii

MS/MS — hmotnostni spektrum ziskané pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
NCE — normalizovana kolizni energie

PiF JU — Piirodovédecka fakulta JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich
PS-DVB - polystyren divinylbenzen

PTFE — polytetrafluorethylen

QTRAP — Hmotnostni detektor skladajici se ze sériové zapojenych tfi kvadrupoli

S moznosti vyuZziti posledniho z nich jako linedrni iontové past
RCF — relativni centrifugacni sila

RSD — relativni smérodatna odchylka

S/N — pomér signalu (vysky piku) analytu k Sumu zakladni linie
SD — smérodatna odchylka

SPE — extrakce na pevné fazi

ST — standard

59



8 PRILOHY

Priloha A — Hmotnostni spektra produktovych ionti analyti
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Priloha B — Grafy optimalizace normalizované kolizni energie
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Odezva detektoru [1]
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Priloha C — Hodnoceni linearity kalibra¢nich krivek

Analyt Oznacent MRM piechod Rovnice kalibraéni kiivky Koeﬁ(?ient

analytu determinace
Kortizol F 363 — 327 y =-0,00077 + 0,152134x R?=0,9972
Kortikosteron B 347 — 329 y =0,01215 + 0,10558x R?=0,9936
Estradiol E2 255 — 159 y =0,00154 + 0,0788905x R?=0,9981
Estron El 271 — 253 y =0,00814 + 0,0839074x R?=0,9983
Estron = 271 — 157  y=-0,00471 + 0,105848x R?=0,9948
Progesteron P4 315 — 297 y =0,003432+0,0746791x R? =0,9988
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Kortizol 363 — 327

Teoreticka Experimentalné Relativni
Kalibra¢ni roztok  (nominalni) koncentrace zjisténa koncentrace diference

[ng/l] [ng/l] [%]
KK1A 0,105 5
KK1B 0,113 13
KK1C 0,100 0,117 17
KK1D 0,118 18
KK2A 0,194 -3
KK2B 0,228 14
KK2C 0,200 0,213 6
KK2D 0,212 6
KK3A 0,460 -8
KK3B 0,519 4
KK3C 0,500 0,488 -2

KK3D 0,447 -11
KK4A 0,771 3
KK4B 0,775 3
KK4C 0,750 0,731 -3
KK4D 0,731 -3
KK5A 0,998 0
KK5B 0,968 -3
KK5C 1,000 0,996 0
KK5D 1,002 0
KK6A 1,457 -3
KK6B 1,436 -4
KK6C 1,500 1,424 -5
KK6D 1,453 -3
KK7A 1,927 -4
KK7B 2,095 5
KK7C 2,000 2,111 6
KK7D 1,987 -1
KK8A 4772 -5
KK8B 5,122 2
KK8C 5,000 4,981 0
KK8D 5,174 3
KK9A 7,911 5
KK9B 7,311 -3
KK9C 7,500 7,460 -1
KK9D 7,645 2
KK10A 9,482 -5
KK10B 9,479 -5
KK10C 10,000 10,361 4
KK10D 10,424 4
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Kortikosteron 347 — 329

Teoreticka Experimentalné Relativni
Kalibra¢ni roztok  (nominalni) koncentrace  zji$téna koncentrace diference

[ng/l] [ng/l] [%]

KK1A 0,117 17
KK1B 0,106 6
KK1C 0.100 0,102 2
KK1D 0,112 12
KK2A 0,205 3
KK2B 0,228 14
KK2C 0.200 0,220 10
KK2D 0,227 14
KK3A 0,525 5
KK3B 0,503 1
KK3C 0,500 0,500 0
KK3D 0,507 1
KK4A 0,751 0
KK4B 0,761 1
KK4C 0.750 0,732 -2
KK4D 0,730 -3
KK5A 0,988 -1
KK5B 0,946 -5
KK5C 1,000 1,016 2
KK5D 0,951 -5
KK6A 1,539 3
KK6B 1,576 5
KK6C 1,500 1,516 1
KK6D 1,573 5
KK7A 2,052 3
KK7B 1,896 -5
KK7C 2,000 1,917 -4
KK7D 1,968 -2
KK8A 4,616 -8
KK8B 4,944 -1
KK8C 5,000 5,445 9
KK8D 4,930 -1
KK9A 7,227 -4
KK9B 7,401 -1
KK9C 7,500 7,595 1
KK9D 7,596 1

KK10A 8,853 -11
KK10B 10,316 3
KK10C 16,000 10,099 1
KK10D 10,911 9
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Estradiol 255 — 159

Teoreticka Experimentalné Relativni
Kalibra¢ni roztok  (nominalni) koncentrace zjisténa koncentrace diference

[ng/l] [ng/l] [%]
KK2A 0,210 5
KK2B 0,204 2

KK2C 0,200 0,170 -15
KK2D 0,205 2
KK3A 0,514 3

KK3B 0,428 -14
KK3C 0,500 0,529 6
KK3D 0,502 0
KK4A 0,739 -1
KK4B 0,725 -3
KK4C 0,750 0,740 -1
KK4D 0,740 -1
KK5A 1,040 4
KK5B 0,932 -7
KK5C 1,000 0,922 -8
KK5D 0,982 -2
KKB6A 1,467 -2
KK6B 1,523 2
KK6C 1,500 1,550 3
KK6D 1,585 6
KK7A 1,879 -6
KK7B 1,948 -3
KK7C 2,000 2,017 1
KK7D 2,063 3
KK8A 5,072 1
KK8B 4,975 0
KK8C 5,000 4,973 -1
KK8D 5,044 1
KK9A 7,571 1
KK9B 7,733 3
KK9C 7,500 7,545 1
KK9D 7,695 3
KK10A 9,682 -3
KK10B 10,519 5
KK10C 10,000 9,604 -4
KK10D 9,775 -2
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Estron 271 — 253

Teoreticka Experimentalné Relativni
Kalibra¢ni roztok  (nominalni) koncentrace zjisténa koncentrace diference
[ng/l] [ng/l] [%]
KK2A 0,197 -2
KK2B 0,187 -6
KK2C 0,200 0,182 -9
KK2D 0,201 0
KK3A 0,542 8
KK3B 0,486 -3
KK3C 0,500 0,491 -2
KK3D 0,496 -1
KK4A 0,715 -5
KK4B 0,764 2
KK4C 0,750 0,779 4
KK4D 0,741 -1
KK5A 1,021 2
KK5B 1,025 2
KK5C 1,000 0,981 -2
KK5D 1,024 2
KKB6A 1,460 -3
KK6B 1,578 5
KK6C 1,500 1,454 -3
KK6D 1,453 -3
KK7A 2,123 6
KK7B 2,051 3
KK7C 2,000 2,083 4
KK7D 1,866 -7
KK8A 4,864 -3
KK8B 5,146 3
KK8C 5,000 4,863 -3
KK8D 5,034 1
KK9A 7,227 -4
KK9B 7,610 1
KK9C 7,500 7,319 -2
KK9D 7,725 3
KK10A 9,922 -1
KK10B 9,584 -4
KK10C 10,000 10,432 4
KK10D 10,178 2
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Estron 271 — 157

Teoreticka Experimentalné Relativni
Kalibra¢ni roztok  (nominalni) koncentrace  zji$téna koncentrace diference

[ng/l] [ng/l] [%]

KK2A 0,230 15
KK2B 0,224 12
KK2C 0.200 0,218 9
KK2D 0,236 18
KK3A 0,506 1
KK3B 0,509 2
KK3C 0,500 0,560 12
KK3D 0,498 0
KK4A 0,753 0
KK4B 0,731 -3
KK4C 0.750 0,781 4
KK4D 0,739 -2
KK5A 1,051 5
KK5B 0,968 -3
KK5C 1,000 0,930 -7
KK5D 1,023 2
KK6A 1,437 -4
KK6B 1,631 9
KK6C 1500 1,454 -3
KK6D 1,563 4
KK7A 2,141 7
KK7B 2,068 3
KK7C 2,000 1,906 -5
KK7D 1,983 -1
KK8A 4,690 -6
KK8B 5,076 2
KK8C 5,000 5,301 6
KK8D 4,694 -6
KK9A 6,987 -7
KK9B 7,401 -1
KK9C 7,500 7,246 -3
KK9D 7,631 2
KK10A 9,944 -1
KK10B 9,442 -6
KK10C 10,000 10,268 3
KK10D 10,981 10
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Progesteron 315 — 297

Teoreticka Experimentalné Relativni
Kalibra¢ni roztok  (nominalni) koncentrace zjisténa koncentrace diference

[ng/l] [ng/l] [%]

KK1A 0,097 -3
KK1B 0,095 -5

KK1C 0,100 0,084 -16

KK1D 0,083 -17
KK2A 0,189 -6
KK2B 0,212 6

KK2C 0,200 0,174 -13
KK2D 0,203 2
KK3A 0,528 6
KK3B 0,480 -4
KK3C 0,500 0,471 -6
KK3D 0,533 7
KK4A 0,696 -7
KK4B 0,749 0
KK4C 0,750 0,740 -1
KK4D 0,745 -1
KK5A 0,910 -9
KK5B 1,100 10
KK5C 1,000 1,018 2
KK5D 0,973 -3
KK6A 1,560 4
KK6B 1,513 1
KK6C 1,500 1,514 1
KK6D 1,515 1
KK7A 2,007 0
KK7B 1,992 0
KK7C 2,000 2,025 1
KK7D 1,997 0
KK8A 4,989 0
KK8B 5,253 5
KK8C 5,000 4,788 -4
KK8D 5,066 1
KK9A 7,282 -3
KK9B 7,601 1
KK9C 7,500 7,632 2
KK9D 7,337 -2
KK10A 9,930 -1
KK10B 9,615 -4
KK10C 10,000 10,214 2
KK10D 10,291 3
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Priloha D — Instrumentalni meze detekce a stanovitelnosti

Koncentr ysk ysk Primé IDL Primérna IQL Primérna
Analyt Vzorek oncentrace sz a V}’ls a S/N rumer rumérnd Q rumérnd
[ng/1] Sumu piku SIN [nug/1] IDL [pug/1] [ng/1] IQL [ug/]
KK1A 5 95 19 0,016 0,053
Kortizol KK1B 5 95 19 0,016 0,053
363 — 327 KK1C 0,100 5 90 18 16 0,017 0,020 0,056 0,068
KK1D 10 90 9 0,033 0,111
KK1A 7 85 12 0,025 0,082
Kortikosteron ~ KK1B 6 85 14 0,021 0,071
347 329  KKILC 0:100 4 85 21 1o To01a 00 oo 00
KK1D 5 88 18 0,017 0,057
KK2A 4 88 22 0,027 0,091
Estradiol KK2B 9 86 10 0,063 0,209
255 — 159 KK2C 0,200 10 88 9 12 0,068 0,056 0,227 0,188
KK2D 10 89 9 0,067 0,225
KK2A 10 70 7 0,086 0,286
Estron KK2B 7 66 9 0,064 0,212
271 — 253 KK2C 0.200 5 70 14 10 0,043 0,063 0,143 0,210
KK2D 7 70 10 0,060 0,200
KK2A 30 80 3 0,225 0,750
Estron KK2B 15 85 6 0,106 0,353
271157 KK2C 0200 20 80 2 > o150 ¥ o500 0400
KK2D 10 85 9 0,071 0,235
KK1A 8 75 9 0,032 0,107
Progesteron KK1B 10 72 7 0,042 0,139
315 — 297 KK1C 0.100 8 74 9 10 0,032 0,033 0,108 0,108
KK1D 6 75 13 0,024 0,080

73



Priloha E — Pfesnost a spravnost metody

Kortizol
363 — 327
Mnozstvi
Vzorek Ovakovéni [no/l] Relativni mnozstvi Spravnost SD Piesnost
P [%] [%] [%] [%]
Ocekavané Zjisténé
Vzorek L 0.92 92
. 2 1,03 103 7,5
obohaceny 3 1,00 111 11 102 1,7
01 pg/l
4 1,01 101
Vzorek 1 10,3 103
2 10,3 103 102
obohaceny 10,00 0 4.0 3,9
3 10,4 104
010 pg/l
4 9,57 96
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Kortikosteron

347 — 329
Mnozstvi
Vzorek Opakovani [uo/l] Relativni mnozstvi Spravnost SD Piesnost
pareY [%] [%] [%] [%]
Ocekavané Zjisténé
Vazorek 1 1,04 104
) 2 1,16 116
obohaceny 3 1,00 120 120 112 7,3 6,5
olpngl
4 1,08 108
Vazorek 1 10,2 103
2 10,2 103
obohaceny 10,00 104 3,3 3,2
010 e/l 3 10,8 108
HE 4 10,0 101
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Estradiol

255 — 159
Mnozstvi
Vzorek Opakovani [uo/l] Relativni mnozstvi Spravnost SD Piesnost
paroy [%] [%] [%] [%]
Ocekavané Zjisténé
Vazorek 1 1,06 106
) 2 1,07 107
obohaceny 3 1,00 112 112 110 50 45
01lpgl
4 1,17 117
Vazorek 1 10,1 101
2 10,8 108
obohaceny 10,00 109 71 6,5
010 we/l 3 11,8 118
HE 4 10,7 107
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Estron

271 — 253
MnozZstvi
K Kovani [uo/l] Relativni mnozstvi Spravnost SD Piesnost
Vzore Opakovani [%] (%] [%] [%]
Ocekavané Zjisténé
Vzorek 1 0,36 36
, 2 0,97 97
obohaceny 3 1,00 117 117 69 44,5 64,4
0lpgl
4 0,27 27
Vzorek 1 4,35 44
2 0,88 9
obohaceny 10,00 57 38,1 67,4
010 wo/l 3 8,13 81
He 4 9,25 92
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Estron

271 — 157
Mnozstvi
[ne/l] Relativni mnozZstvi Spra I
L pravnost SD Piesnost
V k k
zore Opakovani [%] [%] [%] [%]
Ocekavané Zjisténé
Vzorek 1 1,22 122
2 1,01 101
h J 1 ! 14 12
obohaceny 3 ,00 135 135 119 3 0
01 pugl
4 1,19 119
Vzorek 1 10,0 101
2 9,37 94
obohaceny 10,00 96 9,2 9,6
010 e/l 3 8,49 85
HE 4 10,6 106
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Progesteron

315 — 297
Mnozstvi
[ne/l] Relativni mnozstvi Spré iy
L pravnost SD Piesnost
Vzorek Opakovani [%] [%] [%] (%]
Ocekavané Zjisténé

Vzorek 1 0,86 86
, 2 0,98 98

obohaceny 3 1,00 0.98 98 94 5,8 6,2

01 pugl

4 0,95 95
Vzorek 1 9,58 96
2 9,56 96

obohaceny 10,00 97 3,1 3,2
010 wo/l 3 10,1 101
HE 4 9,45 94
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Priloha F — VytéZnost extrakce

Analyt Plocha piku IS [1] Vytéznost — slepy vzorek Vytéznost — vzorek trusu
na
MF Slepy vzorek Vzorek trusu Opak. [%] Pramér [%] Opak. [%] Pramér [%]
31333 25 780 24 292 82 78
Kortizol
30 397 25 332 17 943 83 83 59 75
363 — 327
30490 25172 26 642 83 87
_ 74 094 70 569 57 112 95 77
Kortikosteron
74 366 70679 51 855 95 96 70 77
347 — 329
73 247 72 509 61 813 99 84
16 821 18 925 13 816 113 82
Estradiol
17712 18 476 13 294 104 108 75 79
255 — 159
17 891 19178 14 091 107 79
4129 3 686 3071 89 74
Estron
3634 3793 3026 104 96 83 80
271 — 157
3863 3682 3218 95 83
123 408 106 748 77 691 86 63
Progesteron
120 055 111172 85213 93 91 71 69
315 — 297
119 496 111 232 85 692 93 72
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