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Nazev diplomové prace: Vyvoj UHPLC-MS/MS metody a postupu pfipravy vzorkd pro

stanoveni steroidnich latek v potkani plasmé

Diplomova prace se zabyva vyvojem UHPLC-MS/MS metody pro analyzu 37 steroidnich

latek v potkani plazmé a optimalizaci Upravy vzorku pomoci PP.

Analyzované latky zahrnuji jak strukturné velmi podobné I[atky liSici se poctem
hydroxylovych ¢i ketonickych funkcnich skupin, tak izomerni a vzajemné izobarické
slouceniny. Protoze tyto latky velmi snadno odstépuji molekulu vody, v MS spektru
mohou byt patrné prekurzorové ionty se stejnou m/z pro rizné latky. Z téchto divodu
byla zcela zasadni peclivd a podrobna charakterizace prekurzor(, nasledné provedeni

skenu produktovych iontl a vybér vhodnych SRM prechodd.

Dulezita byla také separace kritickych slouéenin se stejnou m/z pro prekurzorové ionty.
V prvni fazi optimalizace byl proveden screening 7 kolon. Bylo vyuzito gradientové eluce
mobilni faze ACN/0,1 % FA v rozsahu 5 - 98 % ACN. Na zakladé vysledk(l byla provedena
podrobna optimalizace gradientu mobilni faze. Jako optimalni byla vybrana kolona
Cortecs C18, kde vétsina analytl eluovala v gradientu 35 — 60 % ACN. Délka analyzy byla

18 min s 2 minutovou ekvilibraci kolony.

Nasledné byl optimalizovdn postup proteinova precipitace. Program MODDE byl pouzit
pro navrh a vyhodnoceni experimentu. Testovany byly nasledujici faktory: typ a objem
precipitacniho &inidla, ¢as precipitace a centrifugace. Jako vhodné precipitacni Cinidlo
byl vybran acetonitril v objemu 1000 pl na 100 pl plazmy. Doba precipitace byla 10 minut
a precipitat byl centrifugovan 5 minut pfi 8°C a 14000 RPM. Na zavér bylo provedeno

ovéreni nékterych validacnich parametr(.
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