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Abstrakt

Tato diplomova prace byla zaméiena na vyvoj nové metody vyuzivajici vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS) pro
kvantifikaci vybranych steroidnich hormonti, a to 17a-ethynylestradiolu (EE2) a
progesteronu (PRG), v M2 fertilizatnim médiu. Toto médium je pouzivané pfi
kapacitaci spermii in vitro, coz je proces, kdy dochazi ke komplexnim molekularné-
biochemickym zménam ve spermii, na jejichz zaklad¢ spermie ziskavaji schopnost
oplodnéni. Fyziologicky prubéh tohoto procesu je tudiz zasadni pro ziskani fertiliza¢ni
schopnosti sam¢ich gamet. Optimalizované HPLC-MS/MS podminky (kolona Kinetex
EVO Cis, mobilni faze 50/50 (v/v) ACN/H,0, s 0,1% obsahem mravenci kyseliny v
obou slozkach, prutok mobilni faze 0,3 ml/min, néstfik 7,5 pl) byly aplikované pro
sledovani koncentra¢nich zmén jednotlivych analytti béhem casové zavislé kapacitace
mysich spermii. Testované koncentrace pro EE2 byly 200, 20 a 2 pg/l a pro PRG pouze
200 pg/l. Bylo zjisténo, Ze nejprve dochazi k poklesu koncentrace volného, nevazaného
EE2 (minimum okolo 60. min kapacitace) a poté k jejimu opétovnému nartstu. Tento
trend vykazovaly vSechny testované koncentrace. Koncentrace (200 pg/l) volného,
nevazaného PRG klesala po celou dobu kapacitace. Zavislosti koncentrace volného,
nevazan¢ho hormonu na dobé kapacitace budou podkladem pro nésledné studium
kinetiky tohoto procesu, jehoz vysledky by mély pomoci objasnit interakcni

mechanismus mezi spermii a vybranymi steroidnimi hormony na molekularni rovni.



Abstract

The present project aims were development of a new sensitive separation method using
high performance liquid chromatography with tandem mass spectrometric detection,
which enables quantification of selected steroid hormones, namely 17a-ethynylestradiol
(EE2) and progesterone (PRG) in M2 fertilizing medium. M2 medium is used during
sperm capacitation in vitro, which is the physiological process of complex molecular
and biochemical changes, essential for obtaining fertilizing ability of male gametes.
Optimized separation and detection conditions (column Kinetex EVO C,g with mobile
phase consisted of 50/50 (v/v) acetonitrile/water with 0.1% formic acid in both
components) were applied on monitoring of concentration changes of each hormone
during time dependent sperm capacitation. The concentration tested for EE2 were 200,
20 and 2 pg/l and for PRG 200 pg/l only. It was found that concentration of free,
unbounded EE2 firstly decreases, reaches the minimum in about 60 min of capacitation
and then increases again. This trend was observed for all three tested concentrations.
Concentration (200 pg/l) of free unbounded PRG decreased during whole capacitation.
The following kinetic analysis will be based on the concentration dependences of the
free unbound hormones on the capacitation time. The results of kinetic study should
help to understand better the interaction mechanism between the sperm and the selected

steroid hormones on a molecular level.
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1. Seznam zkratek a symbolii

APCI

AR

a.u.

BIOCEV

BSA
DAD
EDC
e-EDC

E2

E3
EE2
EI
ELISA
ER
ESI
FD

GC
HPLC

IT
mER
LLE
MRM

MS

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric
Pressure Chemical Ionization)

akrozomalni reakce (Acrosomal Reaction)

relativni jednotka (Arbitrary Unit)

Biotechnologické a biomedicinské centrum Akademie véd a
Univerzity Karlovy ve Vestci

hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumine)

detektor diodového pole (Diode Array Detector)

endokrinni disruptor (Endocrine Disrupting Chemicals)
estrogenni endokrinni disruptor (Estrogene Endocrine Disrupting
Chemicals)

estron

17B-estradiol

estriol

17a-ethynylestradiol

elektronové ionizace (Electron Ionization)
enzymoimunoanalyza (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
intracelularni estrogenni receptor (Estrogen Receptor)

ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)

fluorescen¢ni detektor (Fluorescent Detector)

plynova chromatografie (Gas Chromatography)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (High

Performance Liquid Chromatography)

iontova past (Ion Trap)

membranovy estrogenni receptor (Membrane Estrogen Receptor)
extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction)

sken jedné nebo vice iontovych reakci (Multiple Reaction
Monitoring)

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)



m/z

PRG

QqQ

Scan
SIM
SPE

TOF
uv
VY,

oE2

pomér molekulové hmotnosti a nabojového cisla

progesteron

kvadrupdl (Quadrupole)

trojity kvadrupol

zékladni sken - sken hmotnostnich spekter v ur€itém rozsahu m/z
selektivni zaznam vybraného iontu (Selected Ion Monitoring)
extrakce na pevné fazi (Solid Phase Extraction)

¢as (min)

priletovy analyzator (Time of Flight)

ultrafialova oblast (ultraviolet)

objem/objem

170-estradiol



2. Uvod

Estrogenni latky jsou pfitomné v zivych organismech a fidi fadu fyziologickych
procesu, véetné maturace spermii a jejich pfipravu k oplozeni. Shodné latky ¢i jejich
farmakologické modifikace se dostavaji do Zivotniho prostfedi jako disledek zvySené
produkce a konzumace tady 1é¢iv, podptrnych latek nebo krmiv v podobé odpadnich
produktli, které predstavuji toxikologické reprodukéni riziko jiz pfi velmi nizkych
koncentracich (ng/l) [1]. Vhodné ptipady pro studium reprodukéni biologie predstavuji
zmény pohlavi a reprodukénich funkci u zéstupci vodnich Zivocichii v duasledku
vyskytu tzv. endokrinnich disruptord (EDC) v zivotnim prostfedi [2]. Riziko jejich
pfitomnosti i ve velmi nizkych koncentracich spocivd v tom, ze mohou simulovat
chovani endogennich hormonl vazbou na jejich receptory [3]. Tato vazba muze
inhibovat sekreci gonadotropin-vylucujiciho hormonu, nésledné¢ i luteiniza¢niho
hormonu, coz vede ke snizovani funkce, pfipadné aktivity varlat a ovlivnéni prabéhu
spermatogeneze, procesu tvorby a vyvoje spermii, jejimz vysledkem je zrald samci
pohlavni bunika [4,5]. O aktualnosti této problematiky svéd¢i i fakt, ze b&hem
poslednich n¢kolika desetileti se vyrazné sniZila kvalita lidského spermiogramu [6],
kterd je ur€ovana parametry WHO [7]. Spermie produkované ve varlatech jsou sice
morfologicky zral¢, ovSem nejsou schopné oplodnéni, a po ejakulaci nemohou
bezprostfedné po vniknuti do samiciho pohlavniho Ustroji oplodnit vajicko [8].

Po ejakulaci do samiciho reprodukéniho Ustroji podléhaji spermie komplexnim
biochemickym a fyziologickym zméndm, souhrnné nazyvanych jako kapacitace [9],
ktera je klicovou udalosti pifi studiu chovani spermii pied oplodnénim. Pouze
kapacitované spermie ziskavaji progresivni motilitu a jsou schopny proniknout obaly
vajicka pfi procesu znamém jako akrozomalni reakce (AR) a oplodnit jej. Ke kapacitaci
in vivo dochazi v déloze a vejcovodech a je aktivovdna latkami, vyluCovanymi ze
samiciho pohlavniho traktu. RovnéZ tak ndsledna AR je proces, kdy dochazi k
uvoliiovani lytickych enzymt, které cilené narusi glykoproteinovy obal vajicka (zona
pellucida) a umozni spermii prinik a oplozeni [10]. Oba procesy jsou provazany a
nejsou mozné jeden bez druhého. Sledovani pribéhu kapacitace in vivo by nebylo
technicky mozné, a proto se veskeré experimenty tohoto druhu provadi in vitro [11] v
kultivatnim médiu, simulujicim in vivo prostfedi. Albumin je hlavnim proteinem,

nachazejicim se v sami¢im pohlavnim Uustroji a je taktéz pfitomny v



kapacitacnim/fertilizacnim M2 médiu [11]. Pro kapacitaci in vitro musi byt spermie
nejprve inkubovany za pfesné danych podminek. Aby bylo mozné studovat vliv
pritomnosti exogennich hormonil na kapacitaci spermii in vitro, je dilezité zjistit, jak je
spermie schopna tyto hormony béhem téchto déji vyvazovat a jaka je dynamika tohoto
procesu.

Metody studia vlivu estrogennich hormonii na kapacitaci spermii jsou v
literatute publikovany pouze ojedinéle. Imunochemické metody byly pouzity pro
studium vlivu estrogent na kapacitaci mySich spermii in vivo [12] a kancich spermii in
vitro [13]. Vliv estriolu na kapacitaci mySich spermii byl sledovan pomoci HPLC s UV
detekci, avSak s nizkou citlivosti detekce [14]. Vyuzitim citlivé, tandemové hmotnostni
detekce je mozné studovat i nizsi pocatecni testovaci koncentrace hormonti nez 200 pg/l
[15, 16] a tim se vice pfiblizit reAlnym hodnotam expozice.

Cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv pfitomnosti vybranych dvou
steroidnich hormoni, a to 17a-ethynylestradiolu (EE2) a progesteronu (PRG), na mysi
spermie. Dané hormony se rovnéz vyskytuji v zivotnim prosttedi a mohou tudiz
simulovat hormony endogenni. Za timto i¢elem byla vyvinuta citliva analytickd metoda
s vyuzitim vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni detekci pro jejich kvantifikaci. Bylo zjistovéno, zda a v jakém rozsahu
mohou byt tyto hormony vazany na mysi spermie béhem jejich kapacitace in vitro v M2

kapacitaénim médiu.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory jsou environmentalni chemické latky s negativnim vlivem
na endokrinni systém zivocCichi, potazmo 1 Cloveéka [17]. Mohou piisobit na jedince
nebo i na celé populace a nasledkem bioakumulace v zivych tkanich mohou ovliviiovat
také jedince jiného zivocisného druhu. Chemicka povaha EDC je riznoroda a zahrnuje
Sirokou skalu latek od ptirodnich estrogenti, androgent a syntetickych hormonti, pies
farmaka, pesticidy az k primyslovym chemikaliim a tézkym kovim. Lze je nalézt
v bézn¢ pouzivanych produktech jako napt. v plastovych lahvich, jidle nebo kosmetice
[18, 19]. Ve vétsin¢ piipadl jde o dlouhodobou expozici organismi u¢inkim EDC.
Jedna se tedy o mechanismus chronické toxicity. Pfikladem muze byt feminizace samci
ryb i ptaka v blizkosti ¢istiren odpadnich vod nebo jiného vodniho zdroje [20].

Zlazy s vnitini sekreci (endokrinni systém) vyluGuji hormony, které svym
specifickym u¢inkem zajistuji chod organismu. Ridi jeho vyzivu, rist a reprodukci a
podili se také na udrZovani homeostdzy. VSechny tyto procesy mohou endokrinni
disruptory naruSovat [21]. Evropskd komise klasifikuje EDC jako ,.exogenni latky,
popf. jejich smési, které ovliviiuji funkce endokrinniho systému a nasledn¢ zplsobuji
vedlejsi zdravotni uinky v celém organismu, jeho potomstvu nebo v (sub)populacich*
[22].

Ptikladem EDC mohou byt estrogenni endokrinni disruptory (e-EDC), coz jsou
hormonalni estrogeny nebo chemikalie, které napodobuji vliv estrogennich hormonti na
organismus. Tyto latky maji rizné€ silny negativni dopad na ZivoCichy, nékteré jsou
extrémné Skodlivé, jiné méné. Estrogenni endokrinni disruptory se v pifirod¢é objevuji
jak ptirodni (napt. 17B-estradiol, (E2)), tak syntetické (napt. EE2), a to hlavné
v odpadnich vodach nebo v sedimentech, ale také v podzemnich a povrchovych vodach,
a dokonce mohou byt ve velmi nizkych koncentracich (ppb a ppt) pfitomny 1 v pitné

vodé [23 - 25]. Schéma kolob&hu e-EDC je znazornéno na obr. 1.
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Obr. 1. Schéma vyskytu a transportu e-EDC v zivotnim prostiedi [17].

3.2 Hormony

Hormony jsou latky, které zprosttedkovavaji signaly mezi bunkami, a jsou tedy
tzv. chemickymi ptenaSe€i. Plsobeni hormonu je zavislé na jeho detekci butkou,
interaguje tedy s odpovidajicim receptorem, ktery nasledné spusti kaskadu reakci,
vedoucich k odezve. Hormony v lidském téle jsou syntetizovany endokrinnimi Zl4zami,
které je vyplavuji do krevniho ob&hu a ty poté piisobi na vzdalené bunky [26].

Steroidni hormony, do kterych patfi estrogeny, androgeny, gestageny
(progestiny) a kortikosteroidy, jsou lipofilni, nizkomolekularni a biologicky aktivni
latky. Jsou syntetizovany z cholesterolu (procesem steroidogeneze, viz obr. 2) [27],
ktery je tvofen cyklopentaperhydro[a]fenantrenovym skeletem, také oznacovanym jako
steran [28]. Jednotlivé skupiny steroidl se liSi v pozicich funkénich skupin pravé na
steranu nebo v oxidaci tohoto skeletu. Funkéni skupiny steroid mohou byt navic jak
v ekvatorialni, tak v axialni rovin¢, diky ¢emuz jsou biologicky aktivni. Podle toho

mohou byt tyto hormony rozdéleny do dvou skupin, a to na pohlavni hormony
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(estrogeny, androgeny a gestageny) a kortikosteroidy (kortikoidy), které se nadale déli

na glukokortikosteroidy a mineralokortikosteroidy. Steroidni hormony mohou byt

rozdeleny do jednotlivych skupin také podle toho, zda jsou syntetizovany v lidském téle

nebo nikoliv. Poté je délime na endogenni, télu vlastni latky (napi. E2), které hraji roli

jako chemické ptfenaseCe zjedné buiiky na jinou, a na exogenni hormony (napf.

methyltestosteron), coz jsou latky télu cizi a mohou byt jak pfirodni, tak syntetické [29].
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Obr. 2. Schéma procesu steroidogeneze v lidském téle [27].
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3.2.1 Estrogenni hormony a progestiny

Estrogeny jsou steroidni latky, reprezentujici sami¢i pohlavni hormony, jejichz
jméno pochazi z estralniho cyklu (oznaceni pro periodické, fyziologické zmény v téle
samic placentalnich savcll), vnémz hraji dulezitou roli. Mezi télu vlastni (pfirodni,
endogenni) estrogeny patii biologicky nejaktivnéjsi E2, dale pak 17a-estradiol (aE2),
estriol (E3) a estron (E), nebo také umély (synteticky, exogenni) EE2 [30]. Zastupce
syntetickych hormonti, tedy hormon EE2, je dale popsan v kapitole 3.2.2.

Endogenni estrogenni hormony jsou syntetizovany pifevazné z androgennich
prekurzort ve vaje¢nicich, v tukové tkani a nadledvinkami. Tyto latky hraji dulezitou
roli v dospivani, stimuluji vyvoj sekundarnich pohlavnich znak, ovliviiuji menstruacni
cyklus u zen azajisStuji reprodukci i1 fizeni menopauzy. Kromé& reprodukce jsou
estrogeny dulezit¢ i v metabolismu proteinti, tukdi, minerdll a cukri a byly také
pouzivany ve zvifecich krmivech kvili svému anabolickému ucinku.

Kromé estrogend, patii mezi zenské pohlavni hormony i progestiny (gastageny).
Progestiny jsou steroidni hormony tvoiené skeletem s 21 uhliky, tedy tzv. pregnanem.
Mohou byt opét ptfirodni nebo syntetické. Hlavnim a soucasné i jedinym ptirodnim
progestinem je praveé progesteron [29].

Estrogeny, podobné jako vSechny hormony, interaguji s odpovidajicimi
receptory. Vazi se na klasické, intracelularni estrogenni receptory (ERj), které se déli na
dvé skupiny: ERa (ESR1) a ERB (ESR2). Estrogeny mohou interagovat rovnéz s
membranovym estrogennim receptorem (mER), spfazenym s G-proteiny tzv. GPER

(GPR30) [31].

3.2.2 170-Ethynylestradiol (EE2) a Progesteron (PRG)

17a-Ethynylestradiol, derivat estradiolu, je synteticky estrogenni hormon, ktery
byl vyvinut v roce 1938 jako prvni perordln€ G¢inny estrogen na svété, a v roce 1961
byl pouzit jako kontraceptivum. Je odolny vici jaternimu odbouravéani a doposud je
pouzivan téméf ve vSech formach kombinovanych ordlnich kontraceptiv [32].
Kombinované antikoncep¢ni tablety obsahuji krom& EE2 také PRG. Obvyklé mnozZstvi
EE2 se v jedné antikoncepcni tableté pohybuje okolo 0,2 — 0,3 mg, pfi kterém je snizené

riziko moznych nezadoucich ucinkt uzivani.
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Obe¢ latky, které jsou chemicky velmi stabilni, se z téla Zeny vyluc¢uji moc¢i bud’
ve volné form¢, nebo jako konjugaty (nejcastéji gluko- a sulfo-konjugaty). Tim se také
dostavaji do odpadnich, povrchovych a podzemnich vod, kde funguji jako endokrinni
disruptory [33, 34]. Koncentrace estrogenni hormont se v podzemnich a povrchovych
vodach pohybuje vrozmezi setin az jednotek ng/l, v odpadnich vodach se mitize
pohybovat do desitek az stovek pg/l [35, 36].

PRG je v organismu syntetizovan z cholesterolu, a to hlavné ve zlutém télisku
vajecnikll, v obdobi te€hotenstvi také v placenté a nadledvinkach, a v malém mnozstvi
také ve varlatech [28]. Navozuje sekre¢ni fazi menstrua¢niho cyklu a podporuje rist
délozni sliznice po ovulaci. V téhotenstvi zastavuje menstruacni cyklus, navozuje vyvoj
mlécné zlazy, zvySuje mnozstvi hlenu v déloznim hrdle a tlumi (pfedc¢asné) kontrakce
délohy. Na rozdil od estrogenti vSak nema vliv na vyvoj pohlavi plodu. Progestiny
(gastrageny) a estrogeny pusobi synergicky, protoze estrogeny iniciuji tvorbu receptori
pro PRG [37]. Fyzikaln&-chemické vlastnosti a struktura EE2 a PRG jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1. Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti a struktura EE2 (nahotfe) a PRG
(dole); M, — relativni molekulova hmostnost, K,y — rozdélovaci koeficient n-

oktanol/voda_ pK, — zaporné vzaty logaritmus kyselé disociacni konstanty [38].

rozpustnost ve vodé
struktura M, log Ko pK,

(mg/1)

296.,4 11,3 3,67 10,21

314,5 8,81 3,87 -
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3.3 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces tvorby samcich pohlavnich bunék (spermii), ktera ma
tfi faze: rozmnoZzovaci, rastovou a zraci. U ¢lovéka zacind proces zrani zarode¢nych
bun¢k v obdobi puberty a pokracuje zpravidla az do konce zivota. Vychozi buiiky jsou
spermatogonie, které mitozou davaji vzniknout diploidnim primarnim spermatocyttim
(rozmnozovaci faze). Primarni spermatocyty vstupuji do meidzy (procesu déleni, ktery
redukuje pocet chromozomt na polovinu) a déli se na dvé haploidni buiiky (s polovicni
sadou chromozomil), tzv. sekundarni spermatocyty (ristovd faze). Nasleduje druhé
meiotické déleni, kdy ze dvou bunck vznikaji ¢tyfi haploidni buiiky, tzv. spermatidy
(zraci faze). Ty postupné ziskavaji svij charakteristicky tvar spermie v procesu
spermiogeneze. Schéma spermatogeneze je uvedeno na obr. 3 [39]. Cely tento proces je
druhové specificky a napt. u Clovéka trva 65 dni a u mysi 34,5 dne. Po ukonceni
procesu spermiogeneze jsou spermie vytlatovany do nadvarlat, kde nadéale dozravaji.
Dozravani je patrné hlavné u cytoplasmatické membrany, kterd je obohacena o
cholesterol a proteiny [8, 9, 40]. Findlni maturace u savci je dokoncena az

v reprodukénim traktu samice pii procesu zvaném kapacitace.
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Obr. 3. Schéma spermatogeneze [39].
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3.4 Kapacitace a akrozomalni reakce spermii

Spermie je samc¢i pohlavni bunka, ktera je urcend k oplodnéni vajicka a tudiz
k reprodukci. Spermie se skladd z hlavicky, ktera nese genetickou informaci, kréku,
spojujiciho hlavicku a bicik, a samotného bi¢iku, ktery umoziiuje pohyb spermie, tzv.
motilitu. Prostor hlavicky je vymezen cytoplazmatickou membranou, ktera ji obklopuje
[41]. Po spermatogenezi, probihajici ve varlatech, je spermie morfologicky zrala, ale
neni u savcl schopna vajicko oplodnit. K ziskani schopnosti oplozeni dochazi az po
ejakulaci spermii v sami¢im pohlavnim ustroji, kde spermie podléhaji mnoha
biochemickym a fyziologickym zméndam, které se nazyvaji kapacitace [42].

Kapacitace je stale pfedmétem intenzivnich studii a jeji pfesny prubeh neni zcela
objasnény. I piesto je znamo, ze kapacitace zahrnuje nékolik zasadnich déju, a to vzrist
tekutosti cytoplazmatické membrany, sniZzeni koncentrace cholesterolu v membrané
(tzv. cholesterolovy eflux), otevieni iontovych kanali, po kterém nésleduje zména
membranového potencidlu, dale ztrata nékterych povrchovych proteinii a také
fosforylace proteintli, navozujici hyperaktivaci a AR [43].

Uvolnovani cholesterolu z plasmatické membrany hlavicky spermie se
uskutecniuje pomoci albuminu, ktery se nachéazi v pohlavnim traktu samice [44]. Tento
déj prispiva ke vzristu fluidity membrany a je pravdépodobné zodpovédny za nésledné
navazovani spermie na vajicko [45, 46]. Béhem kapacitace se také méni membranovy
potencial z pfiblizné -30 na -60 mV. Tento pokles je zpisoben nahlym uvolnénim
draselnych iontl z buiiky, které nasledné ovliviiuji vapenaté kanaly [43, 47, 48]. Kanaly
se oteviraji a extracelularni vapnik vnika do buniky. Tento proces je pro kapacitaci velmi
vyznamnym, nebot’ vapenaté ionty jsou nutné pro fizi sam¢i a sami¢i membrany béhem
oplozeni [46]. Nasleduje fosforylace proteinli na tyrosinovych zbytcich, coz je post-
translaéni modifikace ovliviiujici chovani proteinti. Ta je pro spermii, neschopnou
transkripce, velmi dilezita, a to také pro jeji hyperaktivaci a pro pribéh AR [46, 49].

Akrozomalni reakce je vyvrcholenim kapacitace a je nezbytnym piedpokladem
pro oplodnéni vajicka spermiemi savcl. Spermie se vaze k extraceluldrnimu obalu
vajicka, tzv. zona pellucida, pies specifické receptory, které jsou lokalizovany na
anteriorni ¢asti hlavicky spermie. Vazbou spermie k zomna pellucida se aktivuji
specifické G-proteiny v plazmatické membran€ spermie. G-proteiny hraji ulohu ve

zvyseni intracelularni koncentrace vapenatych iontl, nutnou pro zdarny prubéh AR
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[50]. Pti akrozomalni reakci dochazi k uvolnéni lytickych enzymt, diky jimz je spermie
schopna projit vnéjSimi obaly vajicka.

In vitro lze proces kapacitace, popiipadé¢ navozeni AR, uskuteCnit za presné
vymezenych podminek, a to pomoci inkubace spermii v kapacitaénim/fertilizaénim
médiu, obsahujicim albumin a vapenaté ionty, za teploty 37 °C v atmosféte s 5% CO,,

¢imz se napodobi fyziologické prostiedi samiciho pohlavniho ustroji [9, 43].

3.5 Metody stanoveni estrogennich hormonii a progestini

Metody, vyuzivané ke stanoveni estrogenni hormonti, musi byt dostate¢né
citlivé pro stanoveni téchto analyti, které se v zivotnim prostiedi vyskytuji ve velmi
nizkych koncentracich (ng/l). Velmi casto tedy vlastnim separaénim technikdm
ptedchézi prekoncentrace vzorku pomoci extrakce, nej€astéji pomoci extrakce kapalina-
kapalina (LLE) nebo extrakce na pevné fazi (SPE), za pouziti methanolu, acetonitrilu
nebo diethyletheru jako elu¢niho ¢inidla.

Pro analyzu estrogenli byly v minulosti ¢asto vyuzivany imunologické metody,
jako je tzv. radio immunoassay (RIA) nebo enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Tyto metody vykazovaly dostatecnou citlivost, avSak ¢asto nizkou selektivitu
diky tzv. cross-reakci. V prubéhu posledniho desetileti byly nahrazeny metodou
plynové chromatografie (GC) a zejména HPLC [29, 30].

Plynova chromatografie se dnes nejcastéji vyuziva, v kombinaci s MS detekei.
Jelikoz maji steroidni hormony nizkou termalni stabilitu i1 tékavost, je nutnad jejich
predchozi derivatizace, nejcastéji pomoci silylace [51].

Dnes je nejvyuzivangj$i metodou pro analyzu estrogeni HPLC s hmotnostni
detekci, hlavné diky mozné kombinaci s riznymi iontovymi zdroji jako je ionizace
elektrosprejem (ESI) nebo ionizace za atmosférického tlaku (APCI) [29]. Hmotnostni
detekce se velmi Casto pouzivd v tandemovém uspotfaddani (kombinace dvou a vice
hmotnostni spektrometra), které zvysuje citlivost a selektivitu detekce [52]. Kromé MS
se v pripad¢ vyssich koncentraci vyuziva také levnéjsi spektrofotometricka detekce
(DAD, UV) nebo fluorescencni detekce. Na rozdil od GC neni nutnd derivatizace
estrogentl [53]. V ptipadé¢ HPLC analyzy estrogent se nejcastéji pouziva C;g nebo Cg
staciondrni faze v kombinaci s vodné-methanolickou ¢i vodné-acetonitrilovou mobilni

fazi. Zpusoby a podminky separace estrogennich hormonid v environmentalnich
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vzorcich a v potravindch jsou sumarizovany v né¢kolika piehlednych ¢lancich [52, 54,
55].

Pocet praci, zabyvajicich se analyzou progestini v zivotnim prostfedi, je maly.
Podobné¢ jako estrogeny se progestiny vyskytuji v environmentdlnim prostedi jen ve
velmi nizkych koncentracich (ug/l az ng/l). Proto se k jejich analyze nejcastéji opét
vyuzivaji metody GC a HPLC v kombinaci s MS detekci. Témto separacnim metoddm
Casto predchazi prekoncentrace pomoci SPE, obdobné jako u estrogennich hormont
[55, 56]. Pro stanoveni vybranych steroidnich hormoni (v¢etné¢ PRG) ve vodnych
vzorcich (Balaton, Mad’arsko) byla vyuzZita metoda HPLC/MS a separacni systém se
skladal z kolony Kinetex C;s, (velikost zrnéni 2,6 pum) a mobilni faze, tvofené
acetonitrilem a vodnym roztokem mravenci kyseliny. Koncentrace PRG, zjisténa ve 20
ruznych vodnych vzorcich, se pohybovala v rozmezi 0,23 — 13,67 ng/l [56].

Metody studia vlivu estrogennich hormonti na kapacitaci spermii a progesteronu
na AR jsou v literatufe publikovany pouze ojedinéle. Pro studium vlivu estrogenli na
kapacitaci kancich spermii in vitro bylo pouzito imunochemickych metod (ELISA,
prutokova cytometrie) [13]. Bylo zji$téno, Ze stimulacni vliv zavisi na dobé kapacitace,
konkrétnim estrogenu a konkrétnim jedinci. Pii studiu vlivu estrogentl na kapacitaci
mysSich spermii in vivo imunochemickymi metodami bylo zjisténo, Ze pfi podavani E2
myS$im samcim bé&hem jejich dospivani dochazi k pfedcasné kapacitaci spermii
v nadvarleti, coz mtize ohrozit jejich oplozovaci schopnost v sami¢im pohlavnim ustroji
[12]. V publikaci Hortové et al. byla vypracovana metoda HPLC s UV detekci pro
stanoveni E3 v M2 fertilizanim médiu, pomoci niZ byla sledovdna zbytkova
koncentrace E3 béhem kapacitace mysich spermii. Bylo zjiSténo, ze béhem kapacitace
dochazi k poklesu koncentrace volného E3 [14]. Vypracovanda HPLC metoda s UV
detekci umoznovala otestovat pouze koncentracni hladinu 200 pg/l, nikoli nizsi. Pro
sledovani zmény koncentrace E2 bcéhem kapacitace mySich spermii byla vyvinuta
metoda HPLC s tandemovou hmotnostni detekci. Pro separaci E2 byla pouZzita kolona
SunFire s navazanou Cig stacionarni fazi a s vodné-acetonitrilovou mobilni fazi. Bylo
zjisténo, Ze béhem kapacitace dochazi k poklesu a poté nartstu koncentrace nevazaného

E2 [16].
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3.6 Metoda HPLC s MS detekci

V dnesni dob¢ je HPLC jednou z nejpouzivanéjSich technik v analytické chemii.
Zvoleni spravného zptsobu detekce je, vedle vybéru vhodné kolony (stacionarni faze),
velmi dilezitym parametrem, ovliviiujicim Gspésné provedeni analyzy. V posledni dobé
je stale Cast&ji pouzivan hmotnostni spektrometr (MS), zalozeny na principu urceni
hodnoty m/z (kde m je relativni molekulova hmotnost vzniklého iontu a z je nabojové
¢islo, tedy pocet elementarnich naboji bez ohledu na polaritu), iontd vznikajicich
ionizaci a naslednou fragmentaci molekuly analytu. Tyto ionty se pak d¢li riznymi
fyzikalnimi zpisoby podle tohoto poméru.

Existuje n¢kolik riznych typd provedeni hmotnostniho spektrometru, ale
vSechny typy se skladaji ze tii zékladnich c¢asti: iontového zdroje, analyzatoru a
detektoru castic. lontovy zdroj prevadi neutralni molekuly na nabité Castice (kladné
nebo zaporné ionty), které jsou nasledné analyzovany v hmotnostnim analyzatoru [57].

Samotna separace iontil je provadéna v hmotnostnim analyzatoru, ve kterém
dochazi k separaci iontii na zdkladé poméru m/z. Pro tento ucel se mohou vyuzit
magneticky hmotnosti analyzator, kvadrupolovy analyzator (Q), pruletovy analyzator
(TOF) nebo iontova past (IT). Jiz zminény kvadrupolovy analyzator je tvofen Ctyfmi
ty¢emi s hyperbolickym nebo kruhovym prifezem, pfipojenymi ve dvou protilehlych
parech ke stejnosmérnému a sttidavému napéti. Za piesné zvolené kombinace hodnot
téchto napéti putuji do detektoru ionty o odpovidajicim poméru m/z, zatimco ostatni
jsou vychyleny a zachyceny na ty€ich a tudiz na detektor nedopadaji a nejsou
detekovany.

V poslednich letech se stile vice pouZivaji tzv. hybridni analyzatory neboli
sériové (tandemové) zapojeni dvou a vice riznych (nebo stejnych) analyzatort, kde
dochazi ke spojeni jejich vyhod. Jmenovat lze napt. trojity kvadrupdl (QqQ) [58].
Tandemové zapojeni kvadrupdlll (QqQ) bylo vyvinuto roku 1978 Yostem a Enkem.
Toto zapojeni se sklada ze dvou klasickych kvadrupoli (Q), které po vhodné zvoleném
napéti slouzi jako filtry, propoustéjici ionty pouze o definovaném poméru m/z. Mezi
nimi je umisténa kolizni cela (q), kterd je naplnéna koliznim plynem, slouZicim
k fragmentaci iontd. Trojity kvadrupdl je vhodny zejména pro kvantitativni analyzu

diky svému Sirokému dynamickému koncentracnimu rozsahu, vysoké citlivosti a
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vysoké skenovaci rychlosti. Naopak mezi jeho nevyhody patii niz$i spravnost urceni
pomeéru m/z, nizsi rozliSovaci schopnost a niz§i hmotnostni rozsah [59].

Hmotnostni spektrometr v tandemovém zapojeni umoziiuje pracovat raznymi
zpusoby, v tzv. mddech. Tyto mody dokdzi podat rozdilné informace o analyzované
latce diky odlisné kombinaci uziti jednotlivych kvadrupolt. Zakladni mody, v nichz
muze trojity kvadrupdl pracovat, jsou: Scan, SIM, Product Ion a MRM moéd. Zakladnim
typem je mod Scan, ktery pracuje v rezimu jednoduchého kvadrupdlu. K filtraci ionth
dochdzi na tfetim kvadrupdlu a prvni a druhy kvadrupol (tzv. kolizni cela) slouzi
v tomto piipadé jako iontova optika. Pomoci tohoto médu ziskame celkové hmotnostni
spektrum dané latky. Druhym typem modu je tzv. monitorovani vybraného iontu, mod
SIM. Zde je aktivni prvni kvadrupol, ktery je nastaven tak, aby propoustél pouze
pozadovanou hodnotu m/z, a v tomto ptipad¢ slouzi jako iontova optika druhy a tieti
kvadrupdl. Zaznam tohoto mddu vykazuje pouze intenzity iontu pozadované hodnoty
m/z. Ttetim typem modu je sken produktovych iontl, tzv. Product Ion mdd, pfi kterém
jsou aktivni vSechny tfi kvadrup6ly a tudiz MS pracuje v rezimu trojitého kvadrupdlu.
V tomto mddu projde prvnim kvadrupdlem pouze iont o definovaném m/z, v kolizni
cele dojde k jeho fragmentaci, diky které vznika né€kolik fragmentovanych iontd a ty
jsou nasledné skenovany tetim kvadrupdlem a dopadaji na detektor. Pomoci tohoto
moédu Ize ziskat hmotnostni spektrum fragmentl,, vzniklych pfi Stépeni iontu o
definované hodnoté m/z v druhém kvadrupdlu a lze urcit m/z produktového iontu.
Ctvrty typ modu je tzv. MRM moéd, pti kterém jsou opét aktivni viechny tii kvadrupoly
a MS tedy pracuje v reZimu trojitého kvadrupdlu. Prvnim kvadrupdlem projde iont o
definované hodnoté m/z, tzv. prekurzorovy iont, ten je St€pen v kolizni cele na
fragmenty, tfetim kvadrupdlem projde pouze fragment, iont o definované hodnoté m/z,
tzv. produktovy iont, a ten je nasledn¢ detekovan. Diky tomuto skenu Ize ziskat
vysokou selektivitu, zaloZenou na tzv. pfechodu mezi prekurzorovym a produktovym

iontem sledované latky [60].
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

17a-ethynylestradiol (Cistota > 98,0 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

progesteron (Cistota > 99,0 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

M2 médium s 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonovou kyselinou
(HEPES) bez penicilinu a streptomycinu, vhodné pro mysi embrya, s 0,4%
obsahem BSA (Sigma — Aldrich, Némecko)

acetonitril (Cistota LC-MS, Sigma — Aldrich, Némecko)

ethanol (Cistota > 99,9 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

mravenci kyselina (Cistota 98 — 100 %, Merck, Némecko)

deionizovana voda (vodivost 1,85 uS, Milli-Q Millipore, Bedford, USA)
parafinovy olej (Nr 8904.1, Carl Roth, Némecko)

4.2 Instrumentace a pomucky

HPLC Agilent Technologies 1290 Infinity (Agilent Technologies, Némecko),
sestavajici z odplyfiovace mobilni faze, kvartérni pumpy, automatického
davkovace a kolonového termostatu
MS/MS Triple Quad LC-MS Agilent Technologies 6460 tandemovy hmotnostni
spektrometr (Agilent Technologies, Némecko)
sbirani dat bylo provedeno v programu Agilent MassHunter Workstation
Acquisition verze B.03.01 (Agilent Technologies, CA, USA)
zpracovani dat bylo provedeno v programu Agilent MassHunter Qualitative
Analysis verze B.03.01 (Agilent Technologies, CA, USA), Microsoft Excel
2010 Professional (Microsoft Co., USA) a OriginPro 8.0 (OriginLab Co., CA,
USA)
kolona

o SunFire Cg (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters, MA, USA)

o Kinetex EVO Cy5 (100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex, CA, USA)
analytické vahy APX-100 (Denver Instrument, Némecko)
ultrazvuk Ultrasonic LC 30H (Némecko)
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e centrufuga MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)

e inkubator NB-203 (N-BIOTEK, Korea)

e svételny mikroskop Olympus CX 21 (Olympus, CR)

e Flow box EN 12469 Biohazard CleanAir (Telstar, Spanélsko)
e Petriho misky 35 mm x 10 mm (Corning, NY, USA)

e laboratorni mys, inbredni kmen BALB/c (Velaz, CR)

4.3 Pocate¢ni HPLC-MS/MS podminky

Predkladana diplomova prace navazuje na vysledky popsané v diplomové praci
H. Adamusové [16]. V této praci byl sledovan vliv E2 na pribéh kapacitace mySich
spermii. Zmény koncentrace E2 byly sledovany v reverznim separacnim modu. Pro
separaci byla pouzita kolona SunFire s véazanou oktadecylovou stacionarni fazi na
deaktivovaném silikagelovém nosici s velikosti zrnéni 5 pum. Mobilni faze byla tvofena
binarni smési acetonitril/voda s ptidavkem 0,1% mravenci kyseliny (HCOOH) v obou
sloZkéch v objemovém poméru 40/60 (v/v). Pro detekci a kvantifikaci E2 a ¢astecné 1
EE2 byla pouzita tandemova hmotnostni detekce s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim
ionizaénim modu. Vzhledem ke strukturni podobnosti E2 s v této praci studovanymi
hormony, bylo pfi hledani vhodného systému pro analyzu EE2 a PRG vychazeno ze

stejného separac¢niho systému.

4.4 Priprava zasobnich a pracovnich roztoki EE2 a PRG v ethanolu a vM2 médiu
pro optimalizaci HPLC-MS/MS metody

Studium plsobeni steroidnich hormonii na mysi spermie bylo v rdmci
biologického pokusu se spermiemi zaméteno na tfi rtizné koncentrace (200, 20 a 2 pg/l)
EE2 a PRG. Proto byly pfipraveny zdsobni ethanolické roztoky EE2 a PRG o
koncentraci 20 mg/I a poté pracovni roztoky EE2 a PRG v ethanolu a v M2 médiu.

Zasobni ethanolicky roztok EE2

e 2 mg standardu EE2 bylo rozpusténo ve 100 ml ethanolu.

Pracovni ethanolické roztoky EE2:
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e fedéni zasobniho ethanolického roztoku
o pfiprava koncentrace 200 pg/l
= 7z odmérné banky s koncentraci 20 mg/l bylo odpipetovano 500 ul do
50ml odmérné banky a doplnéno po risku ethanolem
o pfiprava koncentrace 20 pg/l
» 7z odmérné banky s koncentraci 20 mg/l bylo odpipetovano 50 ul do
50ml odmérné banky a doplnéno po risku ethanolem
o priprava koncentrace 2 pg/l
» 7z odmérné banky o koncentraci 200 pg/l bylo odpipetovano 500 ul do

50ml odmérné baiiky a doplnéno po risku ethanolem

Zasobni ethanolicky roztok PRG

e 2 mg standardu PRG bylo rozpusténo v 100 ml ¢istého ethanolu

Pracovni ethanolické roztoky PRG o koncentraci 200, 20 a 2 ug/l byly pfipraveny
analogicky jako v ptipadé EE2.

Nasledujicim zpiisobem byly pfipravovany také vzorky v M2 médiu, ve kterém byly
pométované stejné koncentrace (200, 20 a 2 pg/l) EE2 a PRG jako v ptipadé

ethanolickych roztoki.

Vzorky EE2 a PRG v M2 médiu:
e piiprava koncentrace 200 pg/l
o ze 100ml odmérné banky skoncentraci 20 mg/l v ethanolu bylo
odpipetovano 10 ul do 2ml vialky a doplnéno 990 ul M2 média do 1 ml
e pfiprava koncentrace 20 pg/l
oz 50ml odmérné banky s koncentraci 200 pg/1 v ethanolu bylo odpipetovano
100 pl do 2ml vialky a doplnéno 900 pul M2 média do 1 ml
e piiprava koncentrace 2 pg/l
o z50ml odmérné baiiky s koncentraci 20 pg/l v ethanolu bylo odpipetovano

100 pl do 2ml vialky a doplnéno 900 pl M2 média do 1 ml
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4.5 Priprava biologického vzorku

Nejprve byl ptipraven roztok standardu EE2 v ethanolu o koncentraci 200 mg/I.
Z tohoto zasobniho roztoku pak byly pfipraveny pracovni ethanolické roztoky EE2 o
koncentraci 20 a 2 mg/l. Biologicky vzorek, tedy smés M2 média, ethanolického
roztoku standardu EE2 a mysSich spermii, byl pfipravovan na pracovisti laboratofe
reprodukéni biologie, BTU AV CR, BIOCEV nasledujicim zptisobem:

Nejprve bylo v laminarnim boxu odpipetovano 999 pl M2 média do zkumavky a
k nému byl napipetovan 1 pl pracovniho ethanolického roztoku EE2 o pfislusné
koncentraci (200, 20 nebo 2 mg/l) tak, aby vznikla findlni testovana koncentrace EE2
v M2 médiu (200, 20 nebo 2 pg/l) a obsah ethanolu ve vzorku byl zachovan minimalni
a konstantni, coz je dulezité pro zachovani zivotnosti (viability) pozdé&ji ptidavanych
spermii. Zkumavka byla fadn€ promichana a nasledné se z ni odpipetovalo po 100 ul do
8 malych fertilizacnich Petriho misek. Napipetovand smés byla v Petriho misce
pfevrstvena 1,5 ml parafinového oleje, aby se zabranilo vypafovani. VSechny vzorky
(misky) pak byly vloZeny do inkubatoru na 60 min temperaci, probihajici pfi teploté 37
°C a pod 5% CO; ve vzduchu.

V meziCase (béhem 60 min temperace) byl usmrcen mysi samec cervikalni
dislokalizaci, kterému byla nésledné vynata prava i1 leva hlava nadvarlete (cauda
epididymis) (viz obr. 4 vlevo). Z obou caudae epididymidae byl poté odebran Ctvrty a
paty region, ktery obsahuje nejvice zralych spermii. Pod svételnym mikroskopem byla
zkontrolovédna pohyblivost (motilita) spermii. Nasledné byly caudae vlozeny do
nachystanych fertilizacnich Petriho misek s M2 médiem a parafinovym olejem na 10
min do inkubatoru, aby doSlo k uvolnéni spermii. Po 10 min byla opét zkontrolovana
motilita spermii pod mikroskopem. 5 pl uvolndnych spermii (5.10°) bylo napipetovano
do kazdé Petriho misky, obsahujici jiZ vytemperovany roztok EE2 v M2 médiu a takto
pfipravené misky byly opét inkubovany za stejnych podminek po riizné dlouhou dobu, a
to 0, 30, 60, 90, 120, 150 a 180 min, behem které¢ probihala kapacitace spermii. Po
uplynuti jednotlivych ¢ast byl ze vSech 8 Petriho misek odpipetovan roztok M2 média
se spermiemi bez parafinového oleje do jedné mikrozkumavky (Eppendorfky) a poté
centrifugovan po dobu 10 min pti 12 000 ota€kach/min. Timto zpiisobem byly oddéleny
spermie od roztoku a 600 pl ziskaného supernatantu bylo napipetovano do vialky a

pfipraveno pro naslednou analyzu optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou. Takto
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pfipraveny vzorek reprezentoval jeden ¢as odbéru béhem kapacitace. Blank (referen¢ni
vzorek) byl pfipraven stejnym experimentdlnim zplsobem jako vlastni biologicky
vzorek, avSak bez ptidavku mysich spermii. Pro kazdy prométovany ¢as odbéru (0, 30,
60, 90, 120, 150, 180 min) bylo tedy nachystano Sestnact misek, do osmi byly po 60ti
min temperaci pfidavany mysi spermie, do osmi zbylych nikoliv. Ty poslouzily jako
blank (viz obr. 4 vpravo).

Stejnym zplisobem bylo postupovano i v ptipadé ptipravy biologického vzorku a

blanku s PRG v M2 médiu.

Obr. 4. Technika odebrani mysi cauda epididymis (vlevo); ptipravené Petriho misky
obsahujici (E) biologicky vzorek a (B) blank, urcené pro kapacitaci v case 180 min

(vpravo).
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5. Vysledky a diskuze

5.1 Optimalizace separaé¢niho systému pro EE2

Jak bylo jiz uvedeno v kapitole 4.3, pro analyzu EE2 byl jako prvni vyuzit
separacni systém popsany v diplomové praci H. Adamusové [16]. Pro separaci byla
pouzita kolona SunFire a mobilni faze o slozeni 40/60 (v/v) ACN/voda, s ptidavkem
0,1% HCOOH v obou slozkach (pro lepsi ionizaci EE2 za podminek ionizace
v pozitivnim ioniza¢nim modu), pritokova rychlost mobilni faze 0,8 ml/min, velikost
nastfiku 5 pl. Pro optimalizaci byl jako vzorek pouzit roztok EE2 v ethanolu o
koncentraci 20 mg/1.

Nejprve byly optimalizovany podminky hmotnostni detekce, konkrétné
parametry elektrospreje. Byly testovany hodnoty teploty a pritoku suSiciho plynu,
napéti na kapilafe a tlak nebulizacniho plynu. Optimalizované podminky byly
nasledujici:

e teplota susSiciho plynu: 350 °C
e pritok suSiciho plynu: 10 I/min
e napéti na kapilafe: 4000 V

e tlak nebuliza¢niho plynu: 55 psi

Nasledné byl 20 mg/1 roztok EE2 zméfen v modu Scan. Bylo tedy proméfovano
jeho hmotnosti spektrum v rozsahu 100 — 350 m/z, s Casem skenu 500 ms; napéti na
fragmentoru bylo zvoleno 100 V a bylo méteno v pozitivnim ionizacnim modu. Ziskané
spektrum je uk4zéno na obr. 5. V tomto modu je mozné zvolit tzv. prekurzorovy iont,
tedy vétSinou pik s nejvyssi intenzitou. Relativni molekulovd hmotnost EE2 je rovna
296 a ve spektru byl nalezen pik sm/z = 297,2, odpovidajici protonovanému
molekularnimu iontu této latky [296 + H]', ale pouze smalou intenzitou. Jako
prekurzorovy iont byl zvolen iont [278,1 + H]", uréeny jako §tép po neutralni ztraté
vody (296 — 18 = 278). Nejintenzivnéjsi signal ve spektru s hodnotou m/z = 230,2 se
vyskytoval v pritbéhu celého méfeni s neménnou intenzitou, Slo tudiZz o nezndmou

kontaminaci.
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Obr. 5. Kompletni hmotnostni spektrum EE2 zméfené v mdodu Scan.

Dale byly v modu SIM testovany rizné hodnoty napéti na fragmentoru (80, 100
a 120 V) a v moédu Product Ion testovany rizné hodnoty kolizni energie (5, 10, 15, 20 a
25 V) a hledan produktovy iont. Jako produktovy iont byla zvolena hmota odpovidajici
m/z = 133,0. Zaznam hmotnostniho spektra EE2, zméfeného v médu Product Ion, je
uveden na obr. 6. Zobr. 6 je také patrné, Ze intenzita piku, odpovidajici
prekurzorovému iontu s m/z = 279,1, je minimalni a jde tedy o spravné zvolenou
fragmentaci. Optimalizované hodnoty, které vykazovaly nejvétsi plochu piku a tudiz

nejvyssi citlivost, byly nastaveny nésledovné:

e prekurzorovy iont = 279,1
e produktovy iont = 133,0
e napéti na fragmentoru = 100 V

e kolizni energie=15V
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Obr. 6. Zaznam hmotnostniho spektra EE2, zméfeného v moédu Product Ion po

fragmentaci prekurzorového iontu o hodnoté m/z = 279,1.

Dal8i méfeni probihala za vySe popsanych optimalizovanych podminek v tzv.
MRM modu, umoziujicimu sledovat analyt za danych specifickych podminek. Tento
mod je podstatné citlivéjsi, a tak byl pro dal§i méfeni pouzivan ethanolicky roztok EE2
o koncentraci 200 pg/l.

Vzhledem ktomu, Zze v mobilni fazi o slozeni 40/60 (v/v) ACN/voda,
s ptidavkem 0,1% HCOOH v obou slozkéach, eluoval EE2 az ve 20,4 min, byly
testovany 1 mobilni faze s vyS$§im obsahem ACN, a to vrozsahu 45 — 60 obj. %.
Z hlediska retence se jako nejvhodnégjsi jevila mobilni fdze s obsahem ACN 55 obj. %,
v niz doslo ke zkraceni retence EE2 na 6,5 min a k podstatnému zlepSeni v symetrii
piku. Vzhledem ktomu, Ze optimalizaéni méfeni byla provadéna s ethanolickym
roztokem EE2, avSak pro biologické ucely je nutné stanovovat EE2 v M2 médiu,
obsahujicim BSA, bylo nutné zjistit, zda nedochazi k vysrazeni BSA v mobilnich fazich
s vy$§im obsahem ACN. Bylo zjisténo, ze v mobilnich fazich s obsahem ACN vyS$im
nez 50 obj. % dochazi k vysrazeni média, a proto bylo pro separaci EE2 vybrano slozeni
mobilni faze 50/50 (v/v) ACN/H,O s ptidavkem 0,1% HCOOH v obou slozkéch.

Pti hmotnostni detekci je velikost odezvy zavisld na ionizaci analytu, ktera se

vétSinou zhorSuje se snizujicim se obsahem organické slozky v mobilni fazi. Nizsi
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pratokové rychlosti umoziuji dokonalej$i odsuSeni mobilni faze a tim i zlepSeni
ionizace. Na druhé stran¢ vSak dochazi k prodlouzeni retence a zhorSeni symetrie piku.
Proto byl sledovan i vliv pritokové rychlosti mobilni fadze s 50% obsahem ACN
v rozmezi 0,5 — 0,9 ml/min na symetrii piku a velikost odezvy a jako nejvhodnéjsi se
jevila pratokova rychlost 0,8 ml/min. Reten¢ni Cas analytu pfi t€chto podminkach byl
9,0 min. Jako posledni byl optimalizovan objem nastfiku vzorku. Nastiik byl sledovan
v rozsahu 5 - 25 pl a jako nejvhodnéjsi byl vybran objem 20 pl, poskytujici nejvétsi
plochu i vysku piku, aniz by byl pik frontujici, coz je ptiznakem ptedavkovani kolony.
Optimalizované parametry byly aplikovany na analyzu roztoku EE2 v M2 médiu
o koncentraci 200 pg/l. Pii prométovani vzorkli v M2 médiu byl eluat prvnich 6,5 min
analyzy odvadén do odpadu, aby se minimalizoval vstup BSA do elektrospreje a az poté
byl vzorek zavadén do hmotnostniho analyzatoru. Chromatogramy, ziskané jak pro
ethanolické roztoky EE2, tak pro roztoky EE2 v M2 médiu (koncentrace 200, 20 a 2
ng/l), byly porovnany a bylo zjisténo, Ze v obou roztocich bylo dosazeno podobné
odezvy a ze optimalizované parametry hmotnostni detekce, ziskané pro ethanolické
roztoky EE2, Ize pouzit i pro roztoky EE2 v M2 médiu a Ze matri¢ni efekt M2 média je
minimalni. Chromatogramy, ziskané¢ pro vSechny tii testované koncentrace EE2
v médiu, jsou ukdzany na obr. 7. Z obr. 7 je patrné, ze pro koncentraci 2 pg/l nebyl
ziskan pik dostatecné rozeznatelny od Sumu zékladni linie a nebylo by tudiZ moZzné
biologické vzorky s touto testovaci koncentraci spravné kvantifikovat. Z tohoto diivodu
byla kolona SunFire vyménéna za kolonu Kinetex EVO Cis, ktera také obsahuje
oktadecylovou stacionarni fazi, je vSak krat§i a s niZz§im zrnénim, a tak by mohla

poskytnout vyssi citlivost pro stanoveni EE2.
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Obr. 7. Chromatogramy ziskané pro koncentraci EE2 v M2 médiu (A) 200 pg/l, (B) 20
pg/l a (C) 2 pg/l. Podminky méfeni: kolona SunFire C;g, mobilni faze 50/50 (v/v)
ACN/H;0, s 0,1 % obsahem HCOOH v obou slozkach, pritok mobilni faze 0,8 ml/min,

nasttik 20 pl, méteno v MRM modu pii pirechodu 279,1— 133,0, retencni ¢as 9,0 min.
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Analyza EE2 na koloné¢ Kinetex EVO C;g probihala za jiz zminénych
optimalizovanych podminek pro separaci, tedy v mobilni fazi o slozeni 50/50 (v/v)
ACN/H,0, s ptidavkem 0,1% HCOOH v obou slozkdch, v MRM mddu pii pifechodu
279,1— 133,0, napéti na fragmentoru 100 V a kolizni energii 15 V. Pro tuto kolonu
byla znovu optimalizovana pratokova rychlost mobilni faze (0,2 - 0,5 ml/min) a objem
nasttiku vzorku (1-10 pl). Jako nejlepsi byla vybrana pratokova rychlost 0,3 ml/min a
nastiik vzorku o objemu 7,5 pl. Navic byl optimalizovén i parametr ,,Dwell* (100, 200,
400 a 500 ms) a byla vybrana hodnota 400 ms.

V optimalizovanych podminkach byly zméfeny vSechny tfi testované koncentrace
EE2 v M2 médiu (200, 20 a 2 pg/l) v MRM modu. Jelikoz je kolona Kinetex EVO Cjg
krat$i nez kolona SunFire Cg, byl reten¢ni ¢as EE2 3,7 min a celkova analyza trvala
pouze 4,5 min. Prvni 3 min eluoval vzorek opét do odpadu a teprve poté byl zaveden do
hmotnostniho analyzatoru. Ziskané chromatogramy jsou uvedeny na obr. 8 a je vidét, ze
pouziti kolony Kinetex EVO C;g vedlo k zuZeni piku, k podstatnému zlepseni poméru

signal/Sum a tedy ke zvySeni citlivost pro stanoveni EE2 v M2 médiu.
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Obr. 8. Chromatogramy ziskané pro koncentraci EE2 v M2 médiu (A) 200 pg/l, (B) 20
ug/l a (C) 2 png/l. Podminky méteni: kolona Kinetex EVO C,g, mobilni faze 50/50 (v/v)
ACN/H;0, s 0,1 % obsahem HCOOH v obou slozkach, priitok mobilni faze 0,3 ml/min,

nasttik 7,5 pl, méfeno v MRM modu pii prechodu 279,1— 133,0, reten¢ni ¢as 3,7 min.
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5.2 Kalibracni zavislosti pro EE2

V optimalizovanych detek¢énich a separacnich podminkéach (kolona Kinetex
EVO C;3, ACN/H,O (v/v) s 0,1% HCOOH v obou slozkach, 0,3 ml/min, 7,5 pl, MRM
mod, 279,1—133,0) byly prométeny kalibra¢ni zavislosti ploch pikti a vysek pikti na
koncentraci EE2 v M2 médiu

Prométované koncentrace byly: 1, 2, 5, 10, 20, 25, 50, 100, 150, 200 a 250 pg/l.
Tento rozsah byl zvolen tak, aby pokryval vSechny tfi testované koncentrace vzorku
(200, 20 a 2 pg/l) vbiologickém pokusu (viz kap 4.5). Kazda koncentrace byla
prométena pétkrat. Relativni smérodatnd odchylka (RSD) se pohybovala v rozmezi 1,6
— 6,4 % pro koncentrace 5 — 250 pg/l, 7,2 % pro koncentraci 2 pg/l a 12,5 % pro
koncentraci 1 pg/l. Zavislosti ploch a vysek pikli na koncentraci byly zpracovany
metodou linedrni regrese. V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky regresni analyzy.
Zavislost plochy a vysky piku na koncentraci byla vyhodnocena pro cely koncentracni
rozsah a byly vypocitany hodnoty limitu detekce (LOD) jako trojndsobek hodnoty Sumu
a limitu kvantifikace (LOQ) jako desetindsobek hodnoty Sumu. Hodnota Sumu byla
ziskana z amplitudy maximalni a minimalni hodnoty Sumu pro testovanou koncentraci 2
ng/l biologického vzorku (viz obr. 8 C). Pro ilustraci je na obr. 9, resp. 10, znazornéna
kalibra¢ni kiivka zavislosti plochy piku, resp. vySky piku, na koncentraci v celém

proméfovaném koncentraénim rozsahu.

Tabulka 2. Data, ziskana linearni regresi zavislosti plochy piku na koncentraci ('EE2) a

vysky piku na koncentraci (EE2).

smérnice usek koeficient koncentracni
(I'a.u.-min/pg) | (a.u.-min) | determinace (R%) rozsah
8,56 -29,037 0,9989 1-250 pg/l
'EE2 5,99 -1,459 0,9929 1- 25 ug/l
8,81 -74,700 0,9992 50 - 250 pg/l
smeérnice usek koeficient koncentrac¢ni | LOD | LOQ
(I'a.u./png) (a.u.) determinace (R?) rozsah (ng/h) | (ng/h
’EE2 1,05 0,77 0,9993 1-250 pg/l 0,88 1,21
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Obr. 9. Zavislost plochy piku EE2 na jeho koncentraci v M2 médiu (1-250 pg/l).
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Obr. 10. Zavislost vysky piku EE2 na jeho koncentraci v M2 médiu (1-250 pg/l).
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5.3 Biologicky pokus pro EE2

Biologicky vzorek, popsany v kapitole 4.5, poslouzil ke sledovani vyvazovani
EE2 mysimi spermiemi a byl tedy prométfen za optimalizovanych podminek vyvinuté
HPLC-MS/MS metody (kolona Kinetex EVO C;3, ACN/H,O (v/v) s0,1% HCOOH
v obou slozkéch, 0,3 ml/min, 7,5 ul, MRM mdd, 279,1— 133,0).

V literatute [61, 62] jiz byla popsana schopnost BSA vazat nc¢které estrogenni
latky, a to zejména pfi in vitro podminkach (60 min temperace, pii 37 °C, 5% CO,).
Proto bylo v ramci experimentu zjistovano, zda dochazi k vyvazovani i EE2 na BSA, a
pokud ano, po jakou dobu. Z tohoto diivodu byly béhem temperace (EE2 v M2 médiu
pfevrstveno parafinovym olejem, inkubator, 60 min) odebirdny vzorky v ¢asech 0, 30,
60 a 90 min a nasledn¢ analyzovany vyvinutou HPLC-MS/MS metodou. Byl také
zmeéten kontrolni vzorek, tzn. pouze 200 pg/l EE2 v M2 médiu bez temperace (¢as -5
min). Vysledky jsou uvedeny na obr. 11. Z obr. 11 je vidét, Ze béhem temperace
dochazi k poklesu koncentrace EE2 zejména v prvnich 30 min a od 60 do 90 min je jiz
koncentrace prakticky konstantni (~180 pg/l). To je velmi dilezité, protoze v 60. min,
kdy pfi ptipravé biologického vzorku temperace konci, jsou ke vzorku okamzité pridany
spermie a zalind jejich kapacitace. Ziskané vysledky ukazuji, Ze pribéh zavislosti
volného, nevazaného EE2 na case kapacitace v pfitomnosti spermii neni ovlivnén

pfitomnosti BSA v M2 médiu.

205

200

t (min)

Obr. 11. Zavislost koncentrace volného, nevazaného EE2 v M2 médiu béhem temperace

roztoku, testovana koncentrace EE2 200 pg/l.
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Jednotlivé koncentrace EE2 (200, 20 a 2 pg/l), testované v radmci biologického
pokusu, byly ptfipraveny v M2 médiu. Pfislusna koncentracni hladina EE2, tedy obsah
volného, nevazan¢ho EE2, byla monitorovana béhem pribéhu kapacitace v jednotlivych
Casech kapacitace. Kapacitace byla sledovana v ¢asovém intervalu 0, 30, 60, 90, 120,
150 a 180 min.

Biologicky vzorek (EE2 v M2 médiu s pfidavkem spermii) byl proméfovan ve
ttech paralelnich tadach, znichz kazda tada reprezentuje odbér spermii z jednoho
jedince a sbér vzorkli béhem jedné, casové zavislé kapacitace. Pro kazdou testovanou
koncentraci byly také pfipraveny blanky (tzv. slepé pokusy pfipravené za stejnych
experimentalnich podminek, pouze bez pfidani spermii). Blanky poslouzily pro kontrolu
naméfenych dat s biologickymi vzorky, tzn. k odhaleni piipadnych chyb, vzniklych pfi
ptipravé a zpracovani biologickych vzorkt pred vlastni HPLC-MS/MS analyzou. Kazdy
biologicky vzorek i blank byl prométen pétkrat. Pribéh celého métfeni pro jednotlivé
koncentrace EE2 je uveden na obr. 12 — 17.

Z obr. 12 pro proméfovanou koncentraci 200 pg/l je patrny postupny pokles
koncentrace v asovém rozmezi 0 az 60 min, s minimem kiivky okolo 60 min
kapacitace. Toto minimum ukazuje na nejnizsi hodnotu volné koncentrace EE2, to tedy
znamend, Ze okolo 60. min kapacitace dochdzi nejspiSe k nejvétSimu vyvazovani
hormonu povrchem spermie. Nasledné¢ po prvotnim poklesu doslo ke zvySovani
koncentrace hormonu, a to az do konce kapacitace, tedy do 180. min, kdy se
koncentrace volného, nevazaného EE2 pfiblizila plivodni koncentraci v Case 0 min.
Toto postupné zvySovani Kkoncentrace bylo zplsobeno nejspiSe pozvolnym
uvoliovanim vyvazaného EE2 z povrchu spermie zpét do M2 média. Porovnanim vSech
tii paralelnich fad meétfeni koncentrace 200 pg/l bylo dosazeno velmi podobnych
vysledki.

Vysledky analyzy blanku, tedy vzorku bez pfidavku spermii, jsou uvedeny na
obr. 13. V tomto piipadé¢ ma kiivka relativné konstantni priibéh, kdy se koncentrace
pohybovaly v rozmezi 180 - 182 ng/l EE2. Pokles koncentrace z 200 pg/l na pocatecni
koncentraci 182 pg/l, zméfenou v ¢ase 0 min, je pravdépodobné zplisoben vyvazovanim
hormonu BSA, ktery je obsazen v M2 médiu, a také pfevrstvenim M2 média
parafinovym olejem. Relativni smérodatna odchylka (n = 5) pro vSechna méfeni s

testovaci koncentraci 200 pg/l neptevysila hodnotu 1,8 %.
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Obr. 12. Zavislost koncentrace volného, nevazaného EE2 v M2 médiu na dobé
kapacitace, (A) prvni fada, (B) druha tfada, (C) tfeti fada; biologicky vzorek, testovana

koncentrace EE2 200 pg/l.
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Obr. 13. Zavislost koncentrace volného, nevazaného EE2 v M2 médiu na dobé

kapacitace; blank, testovand koncentrace EE2 200 pg/l.

Pro dalsi dvé testované koncentrace EE2, tedy pro 20 pg/l a 2 pg/l, byly ziskany
vysledky, zobrazené na obr. 14 - 17. Jak je vidét na obr. 14 (pro koncentraci 20 pg/l) a
obr.16 (pro koncentraci 2 pg/l), asové zavislosti koncentrace volného, nevazaného EE2
v M2 médiu na kapacitaci vykazovaly obdobny trend, tzn. koncentrace EE2 nejprve
vyvazané¢ho EE2 spermiemi), nachézejiciho se okolo 60. min a poté nasledoval opét
vzestup koncentrace, a to az do konce celého pribé¢hu kapacitace, tedy do 180. min.
Nejvétsich rozdila v priabéhu zéavislosti mezi jednotlivymi fadami bylo dosazeno pro
pohybovaly jiz blizko hodnoty LOQ, vypocitané pro EE2, a méfeni bylo zatizeno
nejvetsi chybou. Také malé rozdily v pfidaném poctu spermii mohou mit v ptipadé
nejnizsi testované koncentrace podstatnéjsi vliv. Vysledky, ziskané pro blanky, jsou
uvedeny na obr. 15 (pro 20 pg/l) a obr. 17 (pro 2 pg/l). Relativni smérodatna odchylka
(n = 5) pro vSechna méfeni s testovaci koncentraci 20 pg/l nepfevysila hodnotu 2,3 % a

pro testovaci koncentraci 2 pg/l neptevysila hodnotu 7,4 %.
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Obr. 14. Zavislost koncentrace volného, nevazaného EE2 v M2 médiu na dobé
kapacitace, (A) prvni fada, (B) druhd tada, (C) tfeti fada; biologicky vzorek, testovana

koncentrace EE2 20 pg/l.
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Obr. 15. Zavislost koncentrace volného, nevdzaného EE2 v M2 médiu na dobé

kapacitace; blank, testovand koncentrace EE2 20 pg/l
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Obr. 16. Zavislost koncentrace volného, nevazaného EE2 v M2 médiu na dobé
kapacitace, (A) prvni fada, (B) druha fada, (C) tfeti fada; biologicky vzorek, testovana

koncentrace EE2 2 ng/l.

42



1.85

1.80—-
1.75—-
1.70—-
1.65—- * * *

1.60 *

c (ugll)

1.55
1.50 4
1.45

1.40

1.35 T T T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
t (min)
Obr. 17. Zavislost koncentrace volného, nevazaného EE2 v M2 médiu na dobé

kapacitace; blank, testovana koncentrace EE2 2 ng/I.

Pro lepsi porovnani jednotlivych koncentrac¢nich zavislosti volného, nevazaného
EE2 na dob¢ kapacitace, tedy eliminaci rozdilti, vzniklych v jednotlivych tadach
rozdilnou koncentraci v ¢ase 0 min, byly vypocitany tzv. relativni koncentrace B.
Relativni koncentrace B je koncentrace, zméfend pro jednotlivé Casy kapacitace (30 —
180 min) a vztazend ke koncentraci, zmétené v Case kapacitace 0 min. Vypocitané
relativni koncentrace jsou uvedené v tabulkdch 3 — 5. Tato veliCina je vyhodna pro
popis zavislosti z hlediska budouci kinetické analyzy. Na obr. 18 je zndzornén pribéh
zavislosti relativni koncentrace na dobé kapacitace pro vSechny tfi testované
koncentrace (a,b,c) vramci vSech tfi vyhodnocovanych tfad a je vidét prakticky

identicky trend.
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Tabulka 3. Hodnoty relativni koncentrace B pro biologicky vzorek koncentrace 200 pg/l

latky EE2 na dobé kapacitace pro fady 1 — 3.

tas kapacitace 1. fada 2. fada 3. rada
(min)

0 1,00 1,00 1,00

30 0,92 0,94 0,96

60 0,89 0,90 0,92

90 0,92 0,92 0,98
120 0,96 0,94 0,98
150 0,98 0,96 0,99
180 1,00 0,99 1,00

Tabulka 4. Hodnoty relativni koncentrace B pro biologicky vzorek koncentrace 20 pg/l

latky EE2 na dobé kapacitace pro fady 1 — 3.

tas kapacitace 1. fada 2. rada 3. rada
(min)
0 1,00 1,00 1,00
30 0,94 0,96 0,96
60 0,91 0,92 0,92
90 0,95 0,97 0,94
120 0,98 0,99 0,97
150 1,00 1,01 0,99
180 1,01 1,01 1,01
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Tabulka 5. Hodnoty relativni koncentrace B pro biologicky vzorek koncentrace 2 pg/l

latky EE2 na dobé kapacitace pro fady 1 — 3.

tas kapacitace 1. fada 2. rada 3. rada
(min)
0 1,00 1,00 1,00
30 0,96 0,87 0,89
60 0,88 0,83 0,86
90 0,90 0,86 0,89
120 0,91 0,89 0,93
150 0,93 0,91 0,95
180 0,95 0,94 0,96
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Obr. 18. Zavislost vypocitanych hodnot relativni koncentrace B pro testovaci
koncentraci (a) 200 pg/l (b) 20 pg/l (c) 2 ng/l EE2 na kapacitaci v ¢asovém rozmezi 0 —

180 min, 1. fada — ¢tverecek, 2. fada — kolecko, 3. fada — trojuhelnik.
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5.4 Optimalizace separac¢niho systému pro PRG

Progesteron ma obdobnou strukturu jako EE2. Ztohoto divodu se
predpokladalo obdobné separac¢ni chovani této latky, a tedy i pouziti obdobnych
separacnich a detekénich podminek jako v ptipadé EE2. Proto byl opét zvolen systém
s kolonou Kinetex EVO C;g v kombinaci s mobilni fazi o slozeni ACN/H,O (v/v)
$s0,1% HCOOH vobou slozkdch, ve kterém byla provedena analyza EE2
s vyhovuyjicimi vysledky. Pratokova rychlost mobilni faze byla nastavena na 0,4
ml/min, velikost néstfiku 5 pl. Optimalizované podminky pro hmotnostni detekci,
konkrétné parametry elektrospreje, byly ponechany stejné jako v piipad¢ analyzy EE2 a
byly nésledujici:

e teplota suSiciho plynu: 350 °C
e pritok susiciho plynu: 10 I/min
e napéti na kapiléie: 4000 V

o tlak nebuliza¢niho plynu: 55 psi

Dale byly hledany optimalni hodnoty parametrii pro hmotnostni detekci pro
dosaZzeni co nejvyssi citlivosti. Pro optimalizaci byl jako vzorek pouzit roztok PRG
v ethanolu o koncentraci 20 mg/1.

V ramci optimalizace hmotnostni detekce byl vzorek ethanolického roztoku
PRG o koncentraci 20 mg/l proméfen v modu Scan. Bylo tedy proméfovano jeho
hmotnosti spektrum v rozsahu 100 — 400 m/z, s ¢asem skenu 500 ms; napéti na
fragmentoru bylo zvoleno 100 V a bylo méfeno v pozitivnim ioniza¢nim médu. Ziskané
spektrum je ukdzano na obr. 19. Prekurzorovy iont byl nalezen jako m/z = 315,2, ktery

odpovida protonovanému molekularnimu iontu PRG [314,5 + H]"
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Obr. 19. Zdznam hmotnostniho spektra PRG, zmétené¢ho v mdédu Scan.

Nasledné byly v mdédu SIM testovany hodnoty fragmentoru (80, 100, 120, 135
V) a vmodu Product Ion testovdna hodnota kolizni energie (5,10,15,17, 20,25 V) a
hledan produktovy iont a nasledné také Dwell (100, 200, 400 a 500 ms). Produktovy
iont byl vyhodnocen jako pik s nejvyssi intenzitou a jeho hmotnostni spektrum je
uvedeno na obr. 20. Optimalizované hodnoty, které poskytovaly pfi méfeni PRG

nejvetsi plochy pikl a tudiz nejvyssi citlivost, byly v MRM moédu nastaveny jako:

e fragmentor = 100 V

e kolizni energie=17 V

e dwell =400 ms

e prekurzorovy iont = 315,2

e produktovy iont = 109,0
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Obr. 20. Zaznam hmotnostniho spektra PRG, zméfeného v modu Product lon, po

fragmentaci prekurzorového iontu o hodnoté m/z = 315,2.

Ze struktury PRG je patrné, Ze PRG je méné€ polarni nez EE2, tudiz bude za
stejnych separacnich podminek na koloné Kinetex EVO C;g vice zadrZovan. Vzhledem
k tomu, Ze maximalni obsah ACN v mobilni fazi mize byt 50 obj. % (kvuli srazeni
BSA v M2 médiu), nebylo slozeni mobilni faze dale upravovano a byl sledovan pouze
vliv pritokové rychlosti (0,5 — 0,2 ml/min) a objem néstfiku (5 — 10 pl) na velikost
plochy a vySky piku pro ethanolicky roztok PRG o koncentraci 200 ng/l. Jako
nejvhodnéj$i se jevila pratokovd rychlost 0,3 ml/min a objem nastiiku 7,5 pl,
poskytujici nejvetsi plochu i vySku piku, aniz by byl pik frontujici. Reten¢ni ¢as PRG
byl za téchto podminek 7,8 min.

Optimalizované parametry byly aplikovany na analyzu roztoku PRG v M2
médiu o koncentraci 200 pg/l. Pfi proméfovani vzorki v M2 médiu byl eluat prvnich 6
min analyzy opét odvadén do odpadua az poté byl vzorek zavadén do hmotnostniho
analyzatoru. Chromatogramy, ziskané jak pro 200 pg/l ethanolicky roztok PRG, tak pro
roztok PRG v M2 médiu o koncentraci 200 pg/l byly porovnany a bylo zjiSténo, Ze

v obou roztocich bylo dosazeno podobné odezvy a ze optimalizované parametry
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hmotnostni detekce, ziskané pro ethanolicky roztok PRG, lze pouzit i pro roztok PRG
v médiu a Ze matri¢ni efekt je opet minimalni jako v ptipadé EE2.
Za optimalizovanych podminek byly zméteny koncentrace 200, 20 a 2 ng/l PRG

v M2 médiu v MRM modu a ziskané vysledky jsou uvedené na obr. 21.
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Obr. 21. Chromatogramy ziskané pro koncentraci PRG v M2 médiu (A) 200 pg/l, (B) 20 pg/l a
(C) 2 ug/l. Podminky méfeni: kolona Kinetex EVO Cig, mobilni faze 50/50 (v/v) ACN/H,0,
s 0,1 % obsahem HCOOH v obou slozkach, prutok mobilni faze 0,3 ml/min, nastiik 7,5 ul,

méfeno v MRM modu pii piechodu 315,2— 109,0, retenéni ¢as 7,8 min.
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5.5 Kalibrac¢ni zavislosti pro PRG

V optimalizovanych detek¢énich a separacnich podminkach (kolona Kinetex
EVO C;3, ACN/HO (v/v) s 0,1% HCOOH v obou slozkach, 0,3 ml/min, 7,5 ul, MRM
mod, 315,2— 109,0) byly prométeny kalibraéni zavislosti ploch a vysek piki na
koncentraci PRG v M2 médiu.

Prométované koncentrace byly: 1, 2, 5, 10, 20, 25, 50, 100, 150, 200 a 250 pg/l.
Tento rozsah byl zvolen tak, aby pokryval vSechny tfi testované koncentrace vzorku
(200, 20 a 2 pg/l) vbiologickém pokusu (viz kap. 4.5). Kazd4d koncentrace byla
prométena pétkrat. Relativni smérodatnd odchylka (RSD) se pohybovala v rozmezi 1,4
— 5,0 % pro koncentracni rozsah 5 — 250 pg/l, 6,8 % pro koncentraci 2 pg/l a 10,4 % pro
koncentraci 1 pg/l. Zavislosti ploch a vySek pikii na koncentraci byly zpracovany
metodou linedrni regrese. V tabulce 6 jsou uvedeny vysledky regresni analyzy.
Zavislost plochy a vysky piku na koncentraci byly zpracovany v celém proméfovaném
koncentra¢nim rozsahu 1-250 pg/l a byly vypocitany hodnoty limitu detekce (LOD) a
limitu kvantifikace (LOQ). Ziskané zavislosti pro plochu, resp. vysku piku na

koncentraci PRG jsou uvedeny na obr. 22, resp. 23.

Tabulka 6. Data ziskana linearni regresi zavislosti plochy piku na koncentraci ('PRG) a

vysky piku na koncentraci (*PRG).

koeficient
smérnice usek koncentra¢ni
a g | ( in) determinace b
-a.u.-min/pg a.u.-min rozsa
(R
"PRG 37,85 19,35 0,9962 1-250 pg/l
koeficient
smeérnice koncentracni | LOD | LOQ
usek (a.u.) determinace
(I'a.u./png) 5 rozsah (ng/h) | (ngh
(R)
’PRG 3,33 -1,01 0,9962 1-250 ug/l 0,36 0,48
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Obr. 22. Zavislost plochy piku PRG na jeho koncentraci v M2 médiu (1-250 pg/1).
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Obr. 23. Zavislost vysSky piku PRG na jeho koncentraci v M2 médiu (1-250 pg/l).
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5.6 Biologicky pokus pro PRG

Biologicky vzorek, popsany v kapitole 4.5, poslouzil ke sledovani vyvazovani
také PRG mySimi spermiemi a byl tedy proméfen za optimalizovanych podminek
vyvinut¢é HPLC-MS/MS metody (kolona Kinetex EVO C;5, ACN/H,O (v/v) s0,1%
HCOOH v obou slozkach, 0,3 ml/min, 7,5 ul, MRM mod, 315,2 — 109,0). Nejprve
byla v rdmci biologického pokusu pfipravena testovaci koncentrace PRG 200 ug/l v M2
médiu. Koncentracni hladina PRG, tedy obsah volného, nevazaného PRG, byl
monitorovan béhem pribehu kapacitace v jednotlivych Casech kapacitace. Kapacitace
byla sledovédna v ¢asovém intervalu 0, 30, 60, 90, 120, 150 a 180 min.

Biologicky vzorek (PRG v M2 médiu s ptidavkem spermii) byl opét
prométovan ve tiech paralelnich fadach, z nichz kazda fada reprezentuje odbér spermii
z jednoho jedince a sbér vzorkli béhem jedné, Casové zavislé kapacitace. Také byly
pfipraveny blanky (tzv. slepé pokusy pfipravené za stejnych experimentalnich
podminek, pouze bez pfidani spermii). Kazdy biologicky vzorek i blank byl prométovan
petkrat. Ziskané vysledky jsou zobrazeny na obr. 24. Relativni smérodatnd odchylka (n

=5) pro vSechna méteni s testovaci koncentraci 200 pg/l neptevysila hodnotu 1,6 %.
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Obr. 24. Zavislost koncentrace volného, nevazaného PRG v M2 médiu na dobé

kapacitace, (A) prvni a (B) druhd fada pro biologicky vzorek; testovana koncentrace
PRG 200 pg/l.
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Z obr. 24 A, B je patrné, ze prubéh zavislosti koncentrace volného, nevazaného PRG na
Case kapacitace je zobrazen pouze pro dvé testované fady (meéteni pro tieti fadu bylo
nevyhodnotiteln¢) a je znacné odlisSny od pribéhu ziskaného pro EE2. Zavislost
nevykazuje z4dné minimum, ale v celém sledovaném Casovém intervalu kapacitace
dochazi ke kontinualnimu snizovani PRG. Ten samy prubéh vykazuje i blank (viz obr.

25). Z tohoto diivodu nebyly pocitany ani ptislusné hodnoty relativnich koncentraci.
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Obr. 25. Zavislost koncentrace volného, nevazaného PRG v M2 médiu na dobé

kapacitace, blank; testovand koncentrace PRG 200 pg/l.

Vzhledem k nezvyklému prabéhu zavislosti bylo zjistovano, zda dochazi
k poklesu koncentrace PRG jiz béhem temperace vzorku, jak tomu bylo v ptfipadé¢ EE2,
vyvazovanim PRG na BSA, ptipadné, zda roli nehraje pfevrstveni vzorku parafinovym
olejem. Proto byly do inkubétoru vlozeny Petriho misky se vzorky PRG v M2 médiu o
koncentraci 200 pg/l, bez ptevrstveni olejem (1 h, 37 °C, 5% CO;) a vzorky byly
odebirany v ¢asech 0, 30, 60, a 90 min. Také byl zméten kontrolni vzorek, tzn. pouze
200 pg/l PRG v M2 médiu bez temperace (¢as -5 min). Vysledky jsou uvedeny na obr.
26 A. Zaroven byla pfipravena i druha série, kdy byl PRG v M2 médiu pievrstven 1,5
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ml oleje, nasledné vlozen do inkubatoru a vzorky byly odebirany v prodlouzeném
¢asovém intervalu, a to v 0, 30, 60, 90, 120, 150 a 180 min. Také byl zméten kontrolni
vzorek, tzn. pouze 200 pg/l PRG v M2 médiu, pfevrstveném 1,5 ml oleje bez temperace

(¢as -5 min). Vysledky jsou uvedeny na obr. 26 B.
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Obr. 26. Koncentrace PRG zmétfena béhem temperace 200 ug/l PRG v M2

médiu (A) bez pievrstveni a (B) s prevrstvenim olejem.
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Z obr. 26 je patrné, ze zatimco béhem temperace bez prevrstveni (viz obr. 26 A)
dochazi k nejvétsSimu poklesu koncentraci na zacatku temperace a od 30 min temperace
se koncentrace ustali na 170 pg/l, tak v ptipad¢ prevrstveni olejem (viz obr. 26 B)
dochazi k dramatickému poklesu mezi koncentraci kontrolniho vzorku (187 pg/l) a
temperaci do 30 min (35,5 pug/l). I po 30. min koncentrace mirn¢ klesa, v 60. min,
odpovidajici ¢asu 0 kapacitace (viz obr. 24), dosahuje hodnoty 30 pg/l a v 180 min
hodnoty 15,5 pg/l. Ze ziskanych vysledka je ziejmé, ze béhem temperace dochézi
k vazbé PRG na BSA v prvnich 30 min (viz obr. 26 A) a déle je koncentrace PRG jiz
konstantni.

Potenciélni pfitomnost malého mnozstvi oleje ve vzorku a jeho matriéni vliv
nema zasadni dopad na koncentraci PRG, jak je vidét z hodnoty kontrolniho vzorku
(187 pg/l), znazornéného na obr. 26 B v case -5 min. Vysvétlenim dramatického
poklesu koncentrace PRG béhem temperace vzorku, ptevrstveného olejem, muize byt
rozdélovani méné polarniho PRG (ve srovnani s EE2) mezi vodnou slozkou M2 média
a nepolarnim parafinovym olejem. Tomu by napovidal i exponencialni pribéh casové
zavislosti. Analyza parafinového oleje pak potvrdila pfitomnost PRG.

SniZujici se koncentrace PRG v M2 médiu béhem vlastni kapacitace a identicky
prib&h této zavislosti jak pro biologicky vzorek, tak pro blank ukazuji, Ze ke
koncentra¢nimu poklesu béhem kapacitace dochazi ze stejného diivodu, popsaného pro
temperaci (viz obr. 26 B). Pravdépodobné tedy nedochazi k vazbé PRG na povrch
spermie, jak tomu bylo v ptipadé¢ EE2, nebo ze vyvazované mnozstvi PRG je tak malé,
ze ho stavajici metodikou nelze zaznamenat. Z vySe uvedenych skutecnosti jiz nebyly

niz8i koncentrace (20 a 2 pg/l) PRG v biologickém vzorku testovany.
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6. Zavér

Byla vyvinuta novd, analytickhi HPLC-MS/MS metoda pro analyzu dvou
steroidnich hormont, a to 17a-ethynylestradiolu a progesteronu. HPLC separacni
systém byl tvoieny kolonou Kinetex EVO C;g, (velikost zrnéni 2,6 pm) a mobilni fazi o
sloZeni 50/50 (v/v) ACN/H,0, s 0,1% obsahem HCOOH v obou slozkach a priitokové
rychlosti 0,3 ml/min. V rdmci tandemové hmotnostni detekce byly optimalizovany
hodnoty parametrti ioniza¢niho zdroje (ESI) a podminky pro urceni prekurzorovych a
produktovych iontll obou analytii.

V optimalizovanych podminkdch byly zmeéfeny kalibraéni zavislosti obou
hormont v M2 fertilizacnim médiu v koncentra¢nim rozsahu 1 — 250 pg/l. Vysledky
zavislosti ploch a vySek pikti na koncentraci hormont byly zpracovany metodou
linedrni regrese a byly ureny meze detekce a kvantifikace pro EE2 jako LOD = 0,88
pg/la LOQ = 1,21 pg/l a pro PRG jako LOD = 0,36 pg/l a LOQ = 0,48 pg/l.

V optimalizovanych detekénich a separacnich podminkach byly u biologickych
vzorkl sledovany koncentra¢ni zmény obou hormonti béhem casové zavislé kapacitace
mysSich spermii pro objasnéni, zda a v jakém rozsahu jsou schopné (béhem kapacitace in
vitro) vazat, resp. uvolilovat testované hormony.

V ramci biologického vzorku byly testovany tfi koncentrace (200, 20 a 2 ug/l)
EE2 a kazda koncentrace byla testovana ve tfech paralelnich fadach. Bylo zjisténo, Ze
zavislosti koncentrace volného, nevazaného EE2 na cCase kapacitace maji obdobny
pribéh v ramci jednotlivych testovanych fad i1 pfi porovnani jednotlivych testovanych
koncentrace a tedy nejveétsi mnozstvi navazaného EE2 spermiemi), nachazejiciho se
okolo 60 min a poté nasledoval vzestup koncentrace, a to az do konce celého priib&hu
kapacitace, tedy do 180 min. Koncentrace EE2 v blanku zistdvala bchem celé
kapacitace prakticky konstantni. Vliv BSA, pfitomného v M2 kapacitacnim médiu, na
stupefi vyvazovani béhem vlastni kapacitace nebyl prokazan. Casové zavislosti relativni
koncentrace volného, nevazaného EE2 na case kapacitace budou slouzit jako vstupni
data pro kinetickou analyzu, kterd by mohla pomoci objasnit mechanismus plisobeni
EE2 na spermie.

Casové zavislosti koncentrace volného, nevazaného PRG vsak mély podstatné

jiny charakter. Pro testovaci koncentraci 200 pg/l v biologickém vzorku bylo zjisténo,
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ze dochazi ke kontinualnimu ubytku koncentrace béhem celé doby kapacitace. Shodné
vysledky byly ziskany pro obé tady biologického vzorku (tfeti fada nebyla
vyhodnotitelnd) a identicky prabéh byl zaznamenan také pro blank. Z tohoto ditvodu byl
sledovan nejen vliv BSA v M2 médiu, ale také vliv parafinového, pievrstvovaciho oleje,
na koncentraci PRG v médiu béhem doby temperace vzorku. Bylo zjisténo, ze zatimco
vzorky, ziskané bez pievrstveni olejem, vykazuji pokles koncentrace PRG pouze
v prvnich 30 min, u vzorka, které byly pfevrstveny olejem, koncentrace vyrazné klesa
v prvnich 60 min a mirny pokles se projevuje az do konce sledovaného casového
intervalu (180 min). Analyzou ptevrstvovaciho oleje byla prokazana piitomnost PRG
v oleji. Proto nebyly niZ§i koncentrace PRG v biologickém vzorku jiz testovany a

v budoucnu bude nutné detailngjsi analyza vsech slozek vzorku.
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