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Abstrakt  

V rámci první části disertační práce byla vypracována nová analytická metoda 

HPLC-MS/MS pro sledování koncentračních změn 17β-estradiolu (βE2) během 

kapacitace myších spermií in vitro. Kapacitace byla prováděna se třemi počátečními 

koncentracemi βE2 (200, 20 a 2 μg/L). Pro všechny koncentrace byl pozorován 

obdobný trend závislosti koncentrace nevázaného βE2 na čase kapacitace. Koncentrace 

βE2 se snižovala, aby dosáhla svého minima a poté se opět zvyšovala. Pozice minima se 

lišila pro jednotlivé testované koncentrace βE2. Experimentálně získané výsledky byly 

podrobeny kinetické analýze. Křivky proložené experimentálně získanými body 

vykazovaly autokatalytický charakter. Pro shodu mezi křivkami, získanými proložením 

experimentálními body, a teoreticky vypočítanými křivkami je nutné předpokládat, že 

prvním krokem je adsorpce βE2 na povrch spermií řízená Langmuirovou izotermou.  

Kinetická studie byla použita i pro studium působení fluoridů a fluorohlinitých 

komplexů na kapacitaci myších spermií. Bylo zjištěno, že teoreticky získané křivky 

vykazují velmi dobrou shodu s experimentálně získanými body, tento fakt potvrzuje 

mechanismus kinetiky kapacitace myších spermií. 

Ve druhé části této disertační práce byly vyvinuty dvě analytické metody pro chirální 

separaci aclidinium bromidu (AB) a tapentadolu hydrochloridu (TAP).  

Aclidinium bromid působí jako antagonista muskarinových receptorů pro úlevu od 

symptomů chronické obstrukční plicní nemoci. Separace umožňující stanovení 0,4 % 

(S)-AB v syntetickém vzorku AB pomocí kapilární elektroforézy bylo dosaženo za 

použití sulfatovaného γ-cyklodextrinu 4,8 % (w/v) v kyselém základním elektrolytu 

dihydrogenfosforečnanu draselného (100 mM, pH = 3,0) na nepokryté křemenné 

kapiláře s rozšířenou optickou dráhou. Metoda byla validována jako limitní test.  

Tapentadol hydrochlorid je centrálně působící analgetikum pro léčbu středně těžké 

až těžké akutní bolesti nebo chronické bolesti. Molekula TAP má čtyři možné 

stereoizomery, ale pouze (R,R)-izomer je v současné době klinicky používanou formou. 

Enantioseparace TAP metodou HPLC s rozlišením větším než 2,5 pro všechny 

z enantiomerů bylo dosaženo při použití kolony Chiralpak AD-H s mobilní fází 

heptan/propan-2-ol/diethylamin (980:20:1, v/v/v). Vyvinutá metoda byla validována dle 

požadavků směrnice International Conference on Harmonisaton (ICH).  
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Abstract  

In the first part of this doctoral thesis, a new analytical HPLC-MS/MS method for 

monitoring of concentration changes of 17β-estradiol (βE2) during in vitro mouse sperm 

capacitation was developed. Capacitation was performed for three initial concentrations 

of βE2 (200, 20 and 2 μg/L). For all the concentrations a similar trend for the total 

unbound βE2 was observed. In general, the βE2 concentration decreased to reach its 

minimum and then increased again. The position of the minimum differed for the 

individual tested βE2 concentrations. Experimentally obtained results were subjected to 

the kinetic analysis. The curves fitted through the experimentally determined points 

displayed an autocatalytic character. For the agreement between the curves obtained by 

fitting through the experimental points and the theoretical calculated curves, it is 

necessary to assume that the first step is adsorption of βE2 onto the surface of the sperm 

controlled by Langmuir isotherm.  

The kinetic study was also used to study the effects of fluorides and aluminium 

fluoride complexes on the capacitation of mouse sperm. The experimental points were 

in very good agreement with the shape of the theoretical curves and this fact verifies the 

mechanism of the mouse sperm capacitation kinetics.  

In the second part of this work, two analytical methods for chiral separation of 

aclidinium bromide (AB) and tapentadol hydrochloride (TAP) were developed. 

Aclidinium bromide acts as a muscarinic receptor antagonist to relieve the symptoms 

of chronic obstructive pulmonary disease. The separation of 0.4% (S)-AB in a synthetic 

laboratory sample of AB by capillary electrophoresis was achieved using 4.8% (w/v) 

sulphated γ-cyclodextrin in an acidic background electrolyte based on potassium 

dihydrogen phosphate (100 mM, pH = 3.0) in an uncoated fused silica capillary with 

extended capillary light path. The method was validated as a limit test. 

Tapentadol hydrochloride is a centrally acting analgesic for the treatment of 

moderate to severe acute pain or chronic pain. The TAP molecule has four possible 

stereoisomers, but only the (R,R)-isomer is currently a clinically used form. 

Enantioseparation of TAP by HPLC with resolution greater than 2.5 for all of the 

enantiomers was achieved using a Chiralpak AD-H column with heptane/propane-2-

ol/diethylamine mobile phase (980: 20: 1, v/v/v). The developed method was validated 

according to the requirements of the International Conference on Harmonization (ICH).  
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Seznam zkratek a použitých symbolů 

AB aclidinium bromid 

AD tris(3,5-dimethylfenylkarbamát) amylózy 

API účinná látka 

AR akrozomální reakce 

B relativní koncentrace 17β-estradiolu 

BEH hybridní sorbent (bridged ethylene hybrid)   

BPA bisfenol A 

BSA hovězí sérový albumin (bovine serum albumin) 

CD cyklodextrin 

CE kapilární elektroforéza 

cER cytoplazmatický estrogenní receptor 

CSPs chirální stacionární fáze 

DES diethylstilbestrol 

E1 estron 

E3 estriol 

EDC endokrinní disruptory 

EE2 17α-ethynylestradiol 

ESI ionizace elektrosprejem (electrospray ionization) 

EtG ethylglukuronid 

FDA úřad pro kontrolu potravin a léčiv 

HEX hexestrol 

HSS vysoce odolné silikagelové částice (high strenght silica) 

CHOPN chronická obstrukční plicní nemoc 

ICH International Conference of Harmonisation; mezinárodní 

směrnice pro regulaci nečistot v léčivech  

ICH Q2 (R1) požadavky a pokyny pro validace analytických metod  

ICH Q3A  směrnice pro nečistoty v nových účinných látkách 

ICH Q3B  směrnice pro nečistoty v nových léčivých přípravcích 

ICH Q6A testovací postupy a akceptační kritéria pro nové účinné látky 

a léčivé přípravky; pokyny pro stanovení optické čistoty 

LIF laserem indukovaná fluorescence 
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LOD limit detekce 

LOQ limit kvantifikace 

LP léčivý přípravek 

mER membránový estrogenní receptor 

MRM záznam vybraných přechodů mezi prekurzorovými a 

produktovými ionty (multiple reaction monitoring) 

NF nonylfenol 

NP normální mód HPLC 

OD tris(3,5-dimethylfenylkarbamát) celulózy 

OJ tris(4-methylbenzoát) celulózy 

OP oktylfenol 

pTyr tyrozinová fosforylace 

RP reverzní mód HPLC 

S stupeň aktivity; poměr výchozí a aktuální koncentrace βE2  

SBSE sorpční extrakce na míchadélku (stir bar sorptive extraction) 

SPE extrakce tuhou fází (solid phase extraction) 

TAP tapentadol hydrochlorid 

WDT testování užívání drog a léčiv na pracovišti (workplace drug 

testing) 

WHO Světová zdravotnická organizace (World Health 

Organization) 

αE2 17α-estradiol 

βE2 17β-estradiol 

βE2i 17β-estradiol v cytoplazmě spermie (inside) 
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CÍLE PRÁCE 

Tato disertační práce je rozdělena na dvě části. 

Cílem první části, která se věnuje výzkumu působení vybraných látek s potenciálně 

negativním dopadem na fertilizační schopnost spermií, bylo zjistit, jak tyto látky mohou 

ovlivňovat průběh kapacitace myších spermií. Byl sledován vliv fluoridů a 

fluorohlinitých komplexů na průběh kapacitace myších spermií z hlediska kinetiky a 

mechanismu působení těchto látek. Pro studium vlivu estrogenního hormonu 17β-

estradiolu na průběh kapacitace myších spermií in vitro byla vypracována nová 

analytická metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní 

detekcí a získané výsledky byly podrobeny kinetické analýze.  

Cílem druhé části této práce, která se zabývá analýzou léčiv, byl vývoj analytických 

metod pro stanovení chirální čistoty nových, farmaceuticky účinných látek (API). Pro 

tento účel byly vybrány dvě API – tapentadol hydrochlorid a aclidinium bromid.  
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1 ENDOKRINNÍ DISRUPTORY 

1.1 Teoretický úvod 

První část této disertační práce se zabývá endokrinními disruptory (EDC), zejména 

estrogeny a látkami, které napodobují jejich chování. V důsledku nejrůznějších lidských 

aktivit dochází ke kontinuálnímu zvyšování znečištění životního prostředí polutanty a 

toto znečištění se stává stále komplexnějším. Důležitou skupinou polutantů jsou EDC. 

Endokrinní disruptory jsou exogenní látky, které mohou narušovat fyziologickou funkci 

endogenních hormonů a endokrinního systému, což ovlivňuje zdraví a reprodukci  

u zvířat a lidí. Mohou zasahovat do produkce, uvolňování, metabolismu a eliminace 

endogenních hormonů nebo mohou napodobovat jejich chování [1]. Endokrinní 

disruptory se dostávají do životního prostředí jako důsledek zvýšené produkce a 

konzumace řady léčiv a podpůrných látek v podobě odpadních produktů, které 

představují toxikologické reprodukční riziko již při velmi nízkých koncentracích [2]. 

Působení EDC se může týkat různých hormonálních systémů a řada pozorování, týkající 

se reprodukčního vývoje a pohlavní diferenciace, se zaměřila na zasahování EDC do 

funkce pohlavních steroidních hormonů [3]. Proto se přítomnost těchto látek studuje jak 

ve vzorcích ze životního prostředí, tak v potravinách a obalových materiálech. 

1.1.1 Estrogeny a látky s estrogenní aktivitou 

Mezi EDC se řadí široká škála látek zahrnujících jak endogenní hormony: estron 

(E1), 17α-estradiol (αE2), 17β-estradiol (βE2) nebo estriol (E3), tak syntetické 

estrogeny: mestranol, 17α-ethynylestradiol (EE2) a nesteroidní diethylstilbestrol (DES) 

a hexestrol (HEX) a jejich konjugáty. Mezi důležité EDC patří také aditivita, používaná 

v průmyslu zpracovávajícím plasty, které mohou působit podobně jako estrogeny, 

například bisfenol A (BPA), nonylfenol (NF) a oktylfenol (OP). Struktury vybraných 

EDC jsou ukázány na obrázku 1.1. Z hlediska původu lze endokrinní disruptory rozdělit 

do čtyř hlavních tříd, které zahrnují (a) farmaceutické výrobky (například steroidy 

včetně fytoestrogenů, antibiotika, analgetika, protizánětlivé léky a psychofarmaka);  

(b) výrobky pro osobní hygienu (např. detergenty, syntetické vůně a konzervační látky); 

(c) pesticidy (například insekticidy, fungicidy); a d) různé průmyslové chemické látky 

(např. organické sloučeniny kyslíku a polycyklické aromatické sloučeniny) [4]. 
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Obr.  1.1 Struktury vybraných zástupců EDC: estron (E1), 17α-estradiol (αE2), 17β-

estradiol (βE2), estriol (E3), 17α-ethynylestradiol (EE2), hexestrol (HEX), 

diethylstilbestrol (DES), bisfenol A (BPA), oktylfenol (OP) a nonylfenol (NF). 

Estrogeny patří do skupiny steroidních látek. Jako prakticky všechny živočišné 

steroidní látky vznikají i estrogeny biotransformací cholesterolu. Přírodní steroidní 

estrogeny mají stejný molekulární základ tvořený 

cyklopentanoperhydrofenanthrenovým (steranovým) skeletem. Jednotlivé látky se liší 

funkčními skupinami v pozicích C16 a C17. Ze struktur přírodních estrogenů je patrné, 

že jsou to relativně hydrofobní látky, které nejsou příliš rozpustné ve vodě. Jejich 
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konjugáty (sulfáty nebo glukuronáty), vzniklé biotransformací, nejsou biologicky 

aktivní, ale jsou daleko více rozpustné ve vodě [5]. 

Endogenní estrogenní hormony (E1, αE2, βE2 a E3) jsou u samic syntetizovány 

převážně z androgenních prekurzorů ve vaječnících, v tukové tkáni a nadledvinách. Jsou 

to pohlavní hormony, které hrají důležitou roli v menstruačním a estrálním 

reprodukčním cyklu (označujícím periodické, fyziologické změny v těle samic 

placentálních savců). Jejich role je komplexní; jsou důležité pro fyziologický vývoj 

primárních i sekundárních pohlavních znaků, zajišťují reprodukci i řízení menopauzy, 

metabolismus tuků, syntézu bílkovin, ale ovlivňují i vývoj nemocí jako jsou karcinomy, 

neurodegenerativní změny nebo kardiovaskulární onemocnění [6, 7]. 

17β-Estradiol je nejaktivnější endogenní estrogen, regulující rozmnožování jak 

samic, tak samců, u kterých je syntetizován ve varlatech. Účastní se vývoje a dozrávání 

vajíček i spermií a jejich vzájemné komunikace před oplozením. Jeho nefyziologicky 

vysoké dávky však mohou působit zvýšení apoptózy (buněčné smrti) samčích 

zárodečných buněk a snížení počtu spermií [8, 9]. Estriol je estrogenní metabolit, který 

se vytváří a vylučuje během těhotenství [10]. 17α-Estradiol je slabým estrogenem, 

stereoizomerem βE2. Jeho účinnost je 2 krát až 200 krát nižší než účinnost βE2. Díky 

svým vlastnostem by mohl mít potenciál pro léčbu neurodegenerativních onemocnění 

(např. Alzheimerovy choroby) [11]. Estrogenem se slabším účinkem je i E1, který je 

převládajícím estrogenem u žen po menopauze, u kterých klesají hladiny βE2 [12]. 

17α-Ethynylestradiol byl vyvinut v roce 1938 jako první perorálně účinný estrogen 

na světě. Je to syntetický estrogenní hormon, odolný vůči jaternímu metabolismu. Jeho 

hlavní využití je v perorálních kontraceptivech [5, 13]. 

Diethylstilbestrol je syntetický nesteroidní estrogen, který byl používán k prevenci 

potratu a dalších komplikací v těhotenství od padesátých do sedmdesátých let 20. století 

ve Spojených státech a několika evropských zemích. Jeho používání bylo ve většině 

zemí zakázáno v 70. letech. V roce 1971 vydal Úřadu pro kontrolu potravin a léčiv 

(FDA) varování o použití DES během těhotenství po tom, co byl zjištěn vztah mezi 

expozicí tomuto syntetickému estrogenu a vývojem karcinomu vaginy a děložního 

čípku u mladých žen, jejichž matky užívaly v těhotenství DES. U mužských potomků 

žen, které v těhotenství užívaly DES, byl zjištěn zvýšený výskyt genitálních abnormalit 
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a zvýšené riziko karcinomu prostaty a varlat. Bylo prokázáno, že expozice DES in utero 

má karcinogenní, teratogenní a reprodukční účinky [14, 15].  

Hexestrol je nesteroidní syntetický estrogen, který byl hojně využíván k urychlování 

růstu v živočišné výrobě; používá se pro léčbu estrogenní nedostatečnosti ve veterinární 

medicíně. Nicméně zbytkový HEX může narušovat normální fyziologické procesy a mít 

teratogenní, mutagenní a karcinogenní účinky na člověka. Proto bylo používání HEX ve 

většině zemí zakázáno [16, 17]. U myší, intoxikovaných HEX, byly pozorovány menší 

vaječníky se sníženým počtem žlutých tělísek a vajíček [18].  

Bisfenol A je monomer používaný pro výrobu polykarbonátových plastů, využívá se 

také v epoxidových pryskyřicích, jako potah v kovových plechovkách a jako zubní 

tmel. Používá se také jako přísada k jiným plastům, jako je polyvinylchlorid; 

halogenované deriváty BPA jsou široce používány jako zhášeče hoření [19]. Esterová 

vazba spojující molekuly BPA v polykarbonátu a pryskyřicích prochází hydrolýzou, což 

vede k uvolnění volného BPA do potravin, nápojů a do životního prostředí. Podle 

monitorovacích studií je biologicky aktivní BPA téměř všudypřítomný. Bisfenol A byl 

nalezen v balené vodě a také v obalových materiálech používaných pro skladování 

potravin [20]. Estery kyseliny ftalové se celosvětově používají jako změkčovadla, které 

dodávají pružnost a ohebnost pevným polymerům, jako je polyvinylchlorid. Tyto 

molekuly se vyskytují převážně v průmyslových barvách a rozpouštědlech, ale také  

v hračkách, přípravcích osobní hygieny a ve zdravotnictví například ve vacích pro 

krevní transfuze [21]. 

Alkylfenoly jako NF a OP mají široké průmyslové využití jako detergenty,  

v latexových barvách a v průmyslu zpracovávajícím plasty. Tyto látky byly detekovány 

v půdě, povrchové i podzemní vodě, odtocích čistíren odpadních vod, v potravinách  

i obalových materiálech. Spolu s BPA a dalšími bisfenoly byly tyto látky stanoveny 

také ve výrobcích osobní hygieny, jako jsou šampony, kondicionéry, mýdla atp. [22-

24]. 

Látky s estrogenní aktivitou mohou ovlivňovat reprodukci u savců. Mnoho desítek 

let byly estrogeny považovány čistě za ženské hormony, v poslední době se ale ukázalo, 

že hrají důležitou roli také u mužů [25]. Během posledních několika desetiletí došlo  

v lidské populaci k nárůstu testikulárních nádorů, defektů ve vývoji reprodukčních 

orgánů a výrazně se snížila kvalita lidského spermiogramu [26, 27]. Jednou z příčin 
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může být vedle důsledků negativního životního stylu i přítomnost estrogenních 

polutantů. V případě některých z nich byl již jejich negativní vliv na reprodukci 

prokázán (DES) nebo je testován (např. BPA nebo NF) [27-29]. Výskyt estrogenních 

polutantů také úzce souvisí se zvyšujícím se užíváním antikoncepčních tablet, které 

dnes obsahují látky s vysokou fyziologickou aktivitou [30]. V literatuře již byla popsána 

změna pohlaví a reprodukčních funkcí u plazů, ptáků, obojživelníků, korýšů a ryb  

v důsledku přítomnosti estrogenů v životním prostředí [31]. Za hlavní způsob expozice 

je považován příjem EDC potravinami [32].  

1.1.2 Mechanismus účinku endokrinních disruptorů 

Působení hormonů je realizováno jejich vazbou na receptory v buněčné membráně, 

cytosolu nebo v jádře. Účinky, vyvolané na jaderných hormonálních receptorech, přímo 

ovlivňují genovou expresi, ale jsou známy i rychlé, negenomické účinky na receptory, 

asociované s membránou. Membránové receptory jsou spojeny s různými bílkovinami  

v buňce a vazba na tyto receptory rychlým způsobem mění buněčné odpovědi [33], 

nicméně důsledkem rychlé signalizace může být aktivace nukleárního transkripčního 

faktoru, což vede k odezvám, které lze pozorovat až po delší době [34].  

Endokrinní systém je nastaven tak, aby reagoval na velmi nízké koncentrace 

hormonů, což umožňuje ohromnému množství hormonálně aktivních molekul 

koexistovat v krevním oběhu [35]. Koncentrace βE2 v krevní plazmě samců potkanů je 

2 – 25 pg/mL, ale v tekutině rete testis (síti kanálků na zadní straně varlete) je 250 

pg/mL [36, 37]. Sérová koncentrace βE2 u samic potkanů se pohybuje mezi 30 a 90 

pg/mL v závislosti na fázi estrálního cyklu [38]. Podobně u mužů je koncentrace βE2 

v krvi z periferních žil kolem 20 pg/mL ale 50krát vyšší (1 ng/mL) ve spermatické véně 

[39]. Na druhou stranu u netěhotných žen před menopauzou se pohybuje plazmatická 

koncentrace βE2 od 50 do 400 pg/mL v závislosti na menstruačním cyklu [40]. 

Je několik důvodů, proč jsou endogenní hormony schopné pracovat při takto nízkých 

koncentracích: a) receptory, specifické pro daný hormon, mají tak vysokou afinitu, že 

mohou vázat dostatek molekul hormonu, k vyvolání reakce b) mezi koncentrací 

hormonu a počtem obsazených receptorů je nelineární vztah a c) nelineární vztah je  

i mezi počtem obsazených receptorů a největší pozorovatelnou biologickou odezvou 

[34]. Endokrinní disruptory fungují stejným způsobem; váží se na estrogenní receptory, 
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čímž vyvolávají kaskádu molekulárních účinků, které nakonec modifikují genovou 

expresi. Proto jsou účinky estrogenních EDC a molekulární mechanismy jejich 

působení v některých detailech známy [34].  

Již bylo zmíněno, že hormony působí převážně pomocí interakcí s příslušnými 

receptory. Ty lze rozdělit do dvou velkých skupin a to: a) na membránové receptory, 

které slouží primárně pro odezvu peptidových hormonů jako je např. inzulin a b) na 

jaderné receptory, které jsou aktivovány interakcí s malými lipofilními hormony, jako 

jsou pohlavní steroidní hormony. Endokrinní disruptory mohou působit různými 

mechanismy, nicméně protože mnoho EDC jsou malé lipofilní látky, upřednostňovaný 

způsob jejich přímé interakce je skrze jaderné receptory, což pravděpodobně narušuje 

nebo upravuje následnou genovou expresi. Reprodukční nebo vývojové vady, vzniklé 

působením EDC, se považují za výsledek narušení funkce estrogenního a/nebo 

androgenního receptoru, čímž je zároveň narušena normální činnost estrogenních nebo 

androgenních ligandů [41, 42]. Endokrinní disruptory účinkují i jinými způsoby, které 

nejsou závislé na vazbě na klasický nebo membránově vázaný receptor pro steroidní 

hormony [43, 44]. 

Endokrinní disruptory mohou ovlivňovat metabolismus přirozených hormonů a 

způsobovat tak rozdíly v množství hormonu, který je dostupný, protože je ho 

vyprodukováno více (nebo méně) než je obvyklé v normálním stavu nebo protože je 

hormon rozložen rychleji (nebo pomaleji) než je obvyklé. Ovlivňují transport hormonů, 

což také může změnit množství hormonu dostupného pro vazbu s receptorem. 

Endokrinní disruptory mohou mít také účinky nezávislé na známých endokrinních 

činnostech. Příkladem je vliv endogenních hormonů a EDC na aktivitu iontových 

kanálů. Bylo prokázáno, že BPA, dichlorodifenyltrichloroethan, DES, NF a OP narušují 

Ca
2+

 kanálovou aktivitu a Ca
2+

 signalizaci v některých typech buněk [45-48]. 

Endokrinní disruptory mohou působit aditivně nebo dokonce synergicky s jinými 

chemickými látkami nebo přirozenými hormony v těle [49].  

17β-estradiol, EE2 a DES se chovají jako antagonisté estrogenního receptoru, jako 

slabí antagonisté tohoto receptoru vystupují BPA a NF [50]. Polyethoxyláty alkyfenolů 

a deriváty karboxylových kyselin alkylfenolů vykazují také estrogenní aktivitu u ryb, 

ptáků a savců, spolu s OP a NF jsou o tři až čtyři řády méně účinné než samotný βE2 

[51].  
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U savců mohou látky s estrogenní aktivitou působit mnoho zdravotních problémů, 

jako je například předčasná puberta u samic, nižší počet spermií u samců, změněná 

funkce pohlavních orgánů, obezita, změněné sexuálně specifické chování a vyšší výskyt 

rakoviny prsu, vaječníků, varlat a prostaty. Savci ve stádiu plodu, novorozenci a 

mladiství jsou velmi citliví na velmi nízké dávky (někdy pikomolární nebo 

nanomolární) látek majících estrogenní aktivitu. Vzhledem k tomu, že sekrece 

estrogenních hormonů u dětí před pubertou je velmi malá, je sérová koncentrace βE2 

nedetekovatelná [52]. Vystavení dětí působení malým dávkám EDC může způsobit 

nežádoucí účinky na jejich růst a dospívání. Mnoho z těchto účinků, pozorovaných na 

zvířatech, se může projevovat také u lidí, protože základní fungování endokrinních 

systémů je v podstatě stejné napříč obratlovci [53-55]. 

Biochemické testy zkoumaly kinetiku vazby BPA na estrogenní receptor a zjistily, že 

BPA se váže jak na α-estrogenní receptor, tak na β-estrogenní receptor s přibližně 

desetinásobně vyšší afinitou pro β-receptor [56, 57]. Bisfenol A také zahajuje rychlé 

reakce prostřednictvím estrogenních receptorů, primárně asociovaných s plazmatickou 

membránou. Podobně jako βE2 způsobuje BPA změny některých buněčných funkcí  

v koncentracích mezi 1 pM až 1 nM [20]. Účinky expozice BPA mohou být obzvláště 

škodlivé pro plod, kojence a malé děti, protože nedostatek zpětné vazby reguluje 

činnost, syntézu a eliminaci hormonů. Kontakt s BPA v této době může vést  

k nezvratným změnám, které se objevují i s velmi dlouhým zpožděním. Studie na 

myších ukázala, že už koncentrace BPA 20 ppm v pitné vodě stačí ke genetickým 

změnám u myších plodů [58]. 

1.1.3 Kapacitace 

Aby savčí spermie získaly schopnost oplodnit vajíčko, musí být nejprve 

kapacitovány. Kapacitace souhrnně označuje mnoho biochemických a fyziologických 

změn, kterým spermie savců podléhají během své cesty samičím pohlavním ústrojím 

[59]. Při kapacitaci nedochází k morfologickým změnám spermie, ale převážně ke 

změnám chemickým. Kapacitace zahrnuje zejména: a) vzrůst tekutosti membrány 

hlavičky spermie snížením koncentrace cholesterolu v membráně, b) tok iontů vedoucí 

ke změně membránového potenciálu, c) fosforylaci mnoha proteinů převážně na 
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tyrozinových zbytcích (pTyr) spojenou s aktivací signálních kaskád a d) hyperaktivaci a 

schopnost navození akrozomální reakce (AR) [60]. 

Kapacitace probíhá in vivo v prostředí dělohy nebo vejcovodů vlivem látek 

vylučovaných těmito orgány. Albumin je hlavním proteinem, který se nachází  

v samičím pohlavním ústrojí. Pro realizaci kapacitace in vitro je zásadní používat 

médium simulující prostředí samičího pohlavního traktu, a to kapacitační/fertilizační 

médium, jehož důležitou složkou je i hovězí sérový albumin (BSA), vyvazující 

cholesterol z plazmatické membrány spermie [59] a vápenaté a hydrogenuhličitanové 

ionty [61-63]. Během kapacitace může mít BSA i jiné funkce [64], ale jeho schopnost 

umožňovat tzv. „cholesterolový efflux― je pro kapacitaci nejdůležitější. Pro kapacitaci 

in vitro je nutné spermie nejprve inkubovat v kapacitačním/fertilizačním médiu za 

teploty 37 °C v atmosféře s 5% CO2, čímž se simuluje fyziologické prostředí samičího 

pohlavního ústrojí [59, 60]. 

Během transportu spermií samičím reprodukčním traktem jsou spermie vystaveny 

změnám okolního prostředí. Jako následek změn v extracelulární koncentraci iontů 

dochází ke změnám potenciálu plazmatické membrány spermie [65, 66]. Membrána je 

propustnější pro K
+
 ionty, které proudí z buňky ven. Zároveň dochází k ovlivnění 

napěťově ovládaných Ca
2+

 iontových kanálů, které se otevírají, a extracelulární vápník 

vstupuje do buňky. Zvýšení koncentrace Ca
2+

 iontů v buňce je nezbytné pro začátek AR 

[67]. Akrozomální reakce je vyvrcholením kapacitace a je nezbytným předpokladem 

pro oplodnění vajíčka spermiemi savců [59]. Spermie se váže k extracelulárnímu obalu 

vajíčka (zona pellucida), přes specifické receptory, které jsou lokalizovány na anteriorní 

části hlavičky spermie. Během AR dochází k fúzi membrán, která umožní řízenou 

exocytózu (vylití) lytického váčku tzv. akrozómu, díky které spermie pronikne obaly 

vajíčka. Tyrozinová fosforylace proteinů bičíku je důležitá pro hyperaktivaci spermie 

[68, 69] a v oblasti akrozomální části hlavičky je nezbytná pro průběh AR a následnou 

fúzi membrán spermie a vajíčka. Následkem kapacitace dochází ke změně amplitudy 

pohybu bičíku spermií – k tzv. hyperaktivaci. Bičík se pohybuje v hlubokých ohybech a 

jeho pohyb je méně symetrický. Hyperaktivace umožňuje spermii pronikat vysoce 

viskózním prostředím vejcovodu, kumulárním matrixem a po AR také penetrovat zona 

pellucida. Spermie, u kterých neprobíhá kapacitace, nemají proteiny fosforylované. 

Tyrozinová fosforylace může být primárním nebo dokonce jediným ukazatelem přenosu 
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signálu u spermií [60, 70] může být ale i ukazatelem mužské neplodnosti [71]. 

Výsledkem pTyr je přestavba kostry buňky nazývané cytoskelet, představované 

polymerizací proteinu aktinu. Je to jeden ze zásadních aspektů, umožňující spemiím 

získat schopnost oplodnit vajíčko a následně projít AR [72].  

Na myších spermiích byl studován vliv estrogenů na průběh kapacitace spermií in 

vitro a AR [73]. V publikaci Šebkové a kol. [73] byla popsána přítomnost  

β-estrogenního receptoru v distální oblasti nadvarlete a pomocí pozitivní pTyr hlaviček 

spermie a lysátu celých spermií byl vyhodnocen vliv estrogenních hormonů na 

kapacitaci myších spermií. Bylo zjištěno snížení počtu spermií schopných projít AR a 

modifikace fyziologického průběhu kapacitace spermií.  

1.1.4 Fluoridy 

Lidská populace je vystavována velkému množství faktorů přispívajících k rostoucí 

neplodnosti. Fluoridy a hlinité ionty představují dva z potenciálních kandidátů 

ovlivňujících plodnost [74]. Zvýšená expozice fluoridům, která může snadno překročit 

doporučovanou denní dávku dle Světové zdravotnické organizace (WHO) [75] může 

mít potenciálně negativní vliv jak na samičí [76-78], tak na samčí plodnost, zahrnující 

spermatogenezi, genovou expresi, morfologii a motilitu spermií, fertilizační schopnost 

spermií a chromatinovou strukturu spermie [79-84].  

Obecně jak fluoridové, tak hlinité ionty hrají důležitou roli ve vývoji a zdraví 

jednotlivců. V posledních letech vzrůstá nefyziologický příjem fluoridů způsobený 

fluorizací pitné vody a soli, použitím fluoridů při prevenci zubního kazu, pediatrickými 

doplňky a léky obsahujícími fluor (např. antibiotika, cytostatika, protizánětlivé léky a 

psychofarmaka). Schopnost fluoridových iontů vytvářet komplexy se stopami iontů 

hliníku vede k působení fluoridů na regulační proteiny, zprostředkovávající přenos 

buněčných signálů tzv. G-proteiny, stejně tak jako na různé adenosintrifosfatasy a 

fosfatasy. Tyto fluorokovové komplexy se chovají analogicky jako fosfát a váží se 

s vysokou afinitou, ale reverzibilně, do míst určených pro vazbu fosfátu [85]. 

Fluorohlinité komplexy [AlFi], zejména tetrafluorohlinitan, simulují G-proteiny [86], 

které jsou součástí různých biologických signalizačních drah včetně těch, zahrnujících 

kapacitaci spermií. V publikaci [74] byl systematicky studován vliv fluoridů a 

fluorohlinitanů na spermatogenezi a kapacitaci myších spermií in vitro s důrazem na 
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pTyr v hlavičkách spermií a polymerizaci aktinu. Výsledky této studie ukazují, že 

schopnost myších spermií úspěšně projít kapacitací in vitro byla významně ovlivněna 

přítomností fluoridů a fluorohlinitanů in vivo, i přesto, že nebyly pozorovány 

fyziologické změny v pTyr nebo polymerizaci aktinu.  

1.2 Metody analýzy 

Pro analýzy estrogenních polutantů se používají nejčastěji chromatografické metody 

HPLC a GC, ale své uplatnění zde mají i metody imunochemické. Ty se používají 

zejména pro rychlý screening a v biologických pokusech.  

1.2.1 Kapalinová chromatografie v analýzách EDC 

Kapalinová chromatografie je nejběžnější metodou pro analýzy estrogenů a EDC, 

protože často nevyžaduje před analýzou derivatizaci vzorku, jak je tomu u GC [32, 87]. 

Podkladem pro tuto disertační práci je mimo jiné i přehledný článek shrnující analýzy 

EDC v potravinách. Ve vybraných potravinových matricích byly HPLC analýzy 

nejčastěji prováděny za použití stacionární fáze obsahující jako sorbent navázané C18 

řetězce v kombinaci s mobilní fází obsahující acetonitril, vodu a aditiva v různých 

objemových poměrech. K detekci byla nejčastěji používaná hmotnostní spektrometrie 

[32].  

Kapalinová chromatografie se však používá pro stanovení EDC i v jiných matricích, 

jako jsou například vzorky ze životního prostředí. Stejně jako u analýz EDC 

v potravinách jsou nejvíce používanou stacionární fází kolony s C18 stacionární fází a 

jako mobilní fáze se nejčastěji používají směsi acetonitrilu a vody v různých 

objemových poměrech. I nejčastěji používaný způsob detekce je pro environmentální 

matrici a potraviny shodný a je jím MS detekce. Toto téma je přehledně zpracováno 

například v následujících souborných publikacích [87, 88]. I v nejaktuálnějších 

publikacích pro separace estrogenů ve vzorcích z životního prostředí bylo použito výše 

zmiňovaných kombinací stacionární a mobilní fáze [89, 90]. 

1.2.2 Metody používané v biologických pokusech v přítomnosti EDC 

Metody studia vlivu estrogenních hormonů na kapacitaci spermií jsou v literatuře 

publikovány pouze ojediněle. Pro studium vlivu estrogenů na kapacitaci kančích 
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spermií in vitro bylo použito imunochemických metod (ELISA, průtoková cytometrie). 

Bylo zjištěno, že stimulační vliv závisí na době kapacitace, konkrétním estrogenu a 

konkrétním jedinci [91]. Imunochemické metody (imunofluorescenční analýza, imuno-

proteinová detekce) byly použity v publikaci [73] pro studium vlivu estrogenů na 

kapacitaci myších spermií in vitro a AR. Bylo zjištěno snížení počtu spermií schopných 

projít AR a modifikace fyziologického průběhu kapacitace spermií. Při studiu vlivu 

estrogenů na kapacitaci myších spermií in vivo imunochemickými metodami bylo 

zjištěno, že při podávání βE2 myším samcům během jejich dospívání dochází  

k předčasné kapacitaci spermií v nadvarleti, což může ohrozit jejich fertilizační 

schopnost v samičím pohlavním ústrojí [92].  

Vliv E3 na kapacitaci myších spermií in vitro byl sledován pomocí HPLC metody 

s UV detekcí, avšak s nízkou citlivostí detekce [42]. Bylo zjištěno, že během kapacitace 

myších spermií in vitro dochází k vyvázání E3 myšími spermiemi. Při použití této 

metody bylo možné sledovat pouze počáteční koncentraci E3 200 µg/L.  

1.2.3 Kinetická analýza 

Vývoj a řešení reakčních schémat kinetickou analýzou [93] rychlostních rovnic, 

nebo jejich integrovaných forem, se často používá pro homogenní chemické reakce, 

zvláště když se předpokládá, že součástí celkového mechanismu jsou nestabilní látky, 

které nelze přímo prokázat. Dokonce i komplexní reakční mechanismy mohou být 

vyřešeny metodami kinetické analýzy [94, 95]. 

Bylo publikováno pouze několik článků týkajících se aplikace kinetické studie na 

biologické jevy [96-99]. Kinetická analýza byla v této disertační práci využita ve dvou 

publikacích, kde bylo studováno, zda chemická kinetika, která je platná pro homogenní 

chemické reakce, může být aplikována na experimentální data, získaná během 

kapacitace spermií in vitro.  
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1.3 Výsledky a diskuze – komentáře k publikacím 

PUBLIKACE I  

Kinetic analysis of decreased sperm fertilizing ability by fluorides and 

fluoroaluminates: a tool for analyzing the effect of environmental substances on 

biological events 

Bosáková, Z.; Tockstein, A.; Adamusová, H.; Coufal, P.; Šebková, N.; Dvořáková-

Hortová, K., Eur Biophys J Biophys Lett. 45 (1) (2016) 71-79. 

 

PUBLIKACE II  

Determination of 17β-estradiol and 17α-ethynylestradiol in mouse fertilizing M2 

medium 

Adamusová, H.; Bosáková, Z.; Kozlík. P.; Hortová, K., In: Proceedings, 9th 

International Students Conference „Modern Analytical Chemistry“: Praha 2013, p. 26-

27, ISBN 978-80-7444-023-6. 

 

PUBLIKACE III  

17β-Estradiol signalling is directed by autocatalytic reaction in capacitating sperm 

Bosáková, Z.; Adamusová, H.; Bosáková, T.; Tockstein, A.; Šebková, N.; Dvořáková-

Hortová, K., bude zasláno, červenec 2017 do Scientific Reports. 

 

PUBLIKACE IV  

Analysis of estrogens and estrogen mimics in edible matrices—a review 

Adamusová, H.; Bosáková, Z.; Coufal, P.; Pacáková, V., J Sep Sci. 37 (8) (2014) 

885-905.  
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1.3.1 Kinetická analýza spermií se sníženou fertilizační schopností 

způsobenou fluoridy a fluorohlinitany: nástroj pro zjišťování efektu 

environmentálních látek na biologické jevy – publikace I 

 

Jak již bylo výše zmíněno, publikace [74] se zabývala vlivem fluoridů a fluoridových 

komplexů s hlinitými ionty na stupeň pTyr během in vitro kapacitace myších spermií. 

Byla sledována také schopnost spermií projít AR. Tyto biologicky důležité reakce 

ukazují kvalitu přípravy spermií na oplodnění a zohledňují vnější vlivy faktorů ze 

životního prostředí.  

Cílem publikace I bylo podrobit experimentální data, získaná z předešlé časové 

závislosti pTyr a AR [74], kinetické studii pro detailnější popis průběhu těchto reakcí. 

Bylo zjišťováno, zda závislosti a) procenta hlaviček spermií pozitivních na pTyr a  

b) procenta spermií, které prošly indukovanou AR na čase probíhající kapacitace in 

vitro, vyhovují rovnici nebo systému rovnic chemické kinetiky. Tato publikace byla 

využita jako pilotní studie pro aplikaci kinetické analýzy na biologické jevy. 

Na základě experimentálně získaných dat [74] bylo zřejmé, že počet spermií 

s pozitivní pTyr je funkcí dvou proměnných, a to času a koncentrace inhibitoru, které 

nepůsobí simultánně. Experimentálně získané body závislosti procent spermií 

s pozitivní pTyr na čase kapacitace vykazovaly pro všechny testované inhibitory 

obdobný průběh, nejprve dosahovaly maxima a poté klesaly k velmi podobným 

hodnotám, získaným pro všechny typy inhibitorů. Pro popis výše uvedené závislosti 

byla navržena soustava kinetických rovnic a byly vypočítány příslušné rychlostní 

konstanty. Výsledky jsou demonstrovány na obrázcích 1.2 a 1.3 pro různé typy a 

koncentrace inhibitorů. Z obrázků je vidět, že experimentálně získané body vykazují 

dobrou shodu s teoreticky vypočítanými křivkami, což ukazuje, že navržený model 

dobře odpovídá realitě. 
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Obr.  1.2 Závislost procent hlaviček spermií s pozitivní pTyr na čase kapacitace in 

vitro při použití různých koncentrací fluoridů jako inhibitorů; skupina C (bez intoxikace 

fluoridy; cF = 0 mol/L), skupina A1 (s nejnižší podanou dávkou fluoridů;  

cF = 5,26 × 10
-5 

mol/L) a skupina A2 (s 10krát vyšší podanou dávkou fluoridů;  

cF = 52,6 × 10
-5 

mol/L).  
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Obr.  1.3 Závislost procent hlaviček spermií s pozitivní pTyr na čase kapacitace in 

vitro při použití různých koncentrací fluoridů a hlinitých iontů jako inhibitorů; skupina 

B1 (cF = 5,26 × 10
-5 

+ cAl = 3,7 × 10
-4 

mol/L), skupina B2 (cF = 52,6 × 10
-5 

+ cAl = 3,7 × 

10
-4 

mol/L) a skupina B3 (cF = 526 × 10
-5 

+ cAl = 3,7 × 10
-4 

mol/L). 

Časové závislosti pTyr vyhovují soustavě kinetických rovnic a výsledky ukazují, že 

kapacitace probíhá v systému dvou následných reakcí 1. řádu. Navržené kinetické 

rovnice objevují existenci určitých center ve spermiích a jejich nestabilní aktivní formy. 

Pouze tyto nestabilní, aktivní formy mohou být fosforylovány a následně se rozpadají. 

Čas odpovídající maximální produkci nestabilního intermediátu je pro spermie 

pravděpodobně nejvhodnější k získání schopnosti oplodnit vajíčko. Vypočítané 

inhibiční koeficienty ukazují, že účinnost inhibitoru se zvyšuje se zvyšujícím se 

obsahem fluoridu v komplexu s hlinitými ionty. Další detaily a výpočty jsou podrobně 

zmíněny v publikaci I [100]. 
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1.3.2 Stanovení 17β-estradiolu a 17α-ethynylestradiolu v M2 fertilizačním 

médiu – publikace II 

Tato publikace shrnuje pilotní výsledky, které sloužily jako základ pro další měření 

použité zejména v publikaci III. Výsledky z této publikace byly prezentovány formou 

přednášky na studentské konferenci 9
th

 International Students Conference ‗Modern 

Analytical Chemistry‘ konané v roce 2013. 

V publikaci Dvořákové-Hortové a kol. [42] byla vypracována metoda HPLC s UV 

detekcí pro stanovení E3 ve fertilizačním médiu, pomocí níž byla sledována zbytková 

koncentrace E3 během in vitro kapacitace myších spermií. Bylo zjištěno, že během 

kapacitace dochází k vyvázání E3 myšími spermiemi [42]. Sledování průběhu 

kapacitace, včetně vlivu estrogenních polutantů na kapacitaci spermií in vivo, by nebylo 

technicky možné, a proto se veškeré experimenty tohoto druhu provádí in vitro ve 

fertilizačním médiu simulujícím in vivo prostředí [42]. Detailnější informace  

o kapacitaci a in vitro experimentech je možno nalézt výše v kapitole 1.1.3. 

Na základě výsledků získaných pro separaci E3, byl pro oba testované analyty (βE2 a 

EE2) vybrán reverzní separační mód s použitím SunFire C18 kolony jako stacionární 

fáze. Tato kolona poskytovala vysokou separační účinnost a symetrický tvar píku. Pro 

stanovení βE2 a EE2 v M2 fertilizačním médiu byla vyzkoušena UV detekce. Jako 

mobilní fáze byla testována směs acetonitrilu s vodou v různých objemových poměrech. 

Optimalizace procesu byla prováděna s cílem dosáhnout dostatečné citlivosti. Nicméně 

ani βE2 ani EE2 v požadované koncentraci 200 g/L nebyly detekovány v žádné 

z testovaných mobilních fází. M2 médium je komplexní směs obsahující anorganické a 

organické složky, ze kterých zejména BSA (4.0 g/L) může způsobovat obtíže jak při 

separaci, tak zejména při UV detekci. Při vlnové délce 200 nm byl signál M2 

kapacitačního média o dva řády vyšší než signál analytů. Vzhledem k tomu nebylo pro 

tento účel možné použít UV detekci a pro další měření (publikace III) byla vybrána 

tandemová hmotnostní detekce, která je schopna mnohem lépe eliminovat vliv matrice a 

více se přiblížit reálným hodnotám expozice organismů estrogenům [101].  
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1.3.3 Signalizace 17β-estradiolu je řízena autokatalytickou reakcí 

v kapacitujících spermiích – publikace III 

V této publikaci byl sledován průběh kapacitace myších spermií in vitro 

v přítomnosti různých koncentrací βE2. Získaná experimentální data byla následně 

podrobena kinetické analýze.  

Na základě předchozích výsledků pro analýzu vybraných estrogenů 

v environmentálních vzorcích vody [102], pro separaci E3 v M2 kapacitačním a 

fertilizačním médiu [42] a na základě pilotních měření zmiňovaných výše v publikaci II, 

byla pro sledování koncentračních změn βE2 během kapacitace myších spermií in vitro 

vybrána HPLC-MS/MS metoda s kolonou SunFire C18 jako stacionární fází. Pro 

izokratickou eluci byla použita mobilní fáze acetonitril/voda 50/50, (v/v), obě složky 

obsahovaly 0,1% roztok mravenčí kyseliny. Jako vnitřní standard byl použit 

deuterovaný βE2 (βE2-d3). Při použití této metody bylo pro βE2 dosaženo hodnoty 

LOD 0,3 μg/L. 

Aby bylo možné sledovat koncentrační změny βE2 během kapacitace spermií in 

vitro, bylo nezbytné zjistit, kolik βE2, přidaného do M2 média, je k dispozici pro 

spermie. Jednou z hlavních složek tohoto média je BSA a estrogeny se na něj mohou 

vázat. Proto bylo důležité určit, kolik βE2 je vázáno na BSA, a kolik je skutečně  

k dispozici pro využití spermiemi. Toto bylo zjišťováno pro všechny tři testované 

koncentrace βE2 (200, 20 a 2 μg/L) po in vitro inkubaci spermií trvající 1 hodinu v M2 

médiu (při 37 °C, 5% CO2). Tyto vypočtené hodnoty představovaly vstupní koncentrace 

v čase kapacitace 0 a následně byly změřeny závislosti celkové koncentrace nevázaného 

βE2 během kapacitace. Průběh kapacitace byl sledován v časovém rozmezí 0 – 180 

minut, vzorky byly odebírány ve 30 minutovém intervalu. Sledování kapacitace déle 

než do 180. minuty nemá žádný fyziologický význam, jelikož kapacitace in vivo je 

dosaženo během 90 minut (nejpozději během 180 minut). Každý experiment byl 

prováděn pro vzorky s přidanými myšími spermiemi a pro referenční vzorky (blanky) 

bez přidaných spermií. Analýza pomocí HPLC-MS/MS každého vzorku byla provedena 

v 5 opakováních.  

Pro všechny testované koncentrace βE2 byly hodnoty blanků během kapacitace 

prakticky konstantní. U vzorků s přidanými spermiemi byly pozorovány obdobné trendy 

u všech testovaných koncentrací (200, 20 a 2 μg/L), stejně tak u obou kmenů 
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laboratorních myší BALB/c nebo C57BL/6Nvel jak je vidět z obrázku 1.4. Na obrázku 

1.4 je pro lepší porovnání jednotlivých závislostí vynášena relativní koncentrace B, což 

je podíl koncentrace nevázaného, celkového βE2, změřeného v daném čase kapacitace  

(t > 0) a koncentrace nevázaného, celkového βE2, změřeného na začátku kapacitace  

v čase (t = 0). Společným trendem všech závislostí bylo prvotní snižování koncentrace 

βE2 až k dosažení minima a poté opětovné zvyšování. Pozice minima se však lišila pro 

jednotlivé testované koncentrace βE2, jak je patrné při porovnání obrázku 1.4 A – C. 

Pro počáteční koncentraci 200 μg/L docházelo k poklesu na počátku doby kapacitace  

v rozmezí 0 – 30 minut (obrázek 1.4 A). Pro počáteční koncentraci 20 μg/L byl pokles 

pozorován později během 60 – 90 minut (obrázek 1.4 B) a závislost získaná pro 

počáteční koncentraci 2 μg/L vykazovala minimální hodnotu mezi 150 – 180 minutami 

(obrázek 1.4 C). V rámci jednotlivých testovaných koncentrací βE2 byly pozorovány 

pouze mírně odlišné rozsahy poklesu mezi spermiemi obou kmenů myší. 
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Obr.  1.4 Závislost relativní koncentrace (B) βE2 na čase kapacitace. Pro kmen 

BALB/c je teoreticky získaná křivka zobrazena plnou čarou a experimentálně získané 

body plnými tečkami. Pro kmen C57BL/6Nvel je teoreticky získaná křivka zobrazena 

přerušovanou čarou a experimentálně získané body prázdnými čtverečky. Počáteční 

koncentrace βE2: (A) 200 μg/L, (B) 20 μg/L a (C) 2 μg/L. 
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Experimentální výsledky získané pro koncentrační změny βE2 v různých časech 

kapacitace byly podrobeny kinetické analýze. Vzhledem k tomu, že kinetická analýza 

již byla úspěšně použita pro analýzu dat popisujících sníženou schopnost kapacitace 

spermií v přítomnosti fluoridů a fluorohlinitých komplexů [100], byla použita také 

k analýze koncentračních změn βE2 během kapacitace spermií in vitro. V předchozí 

práci [100] byla navržena matematická teorie pro mechanismus, kdy je schopnost 

dozrávání spermií změněna vnějšími stimuly [74]. Ukázalo se, že chemická kinetika 

může být aplikována na spermie v roli reaktantu a že kinetická analýza může být 

užitečným nástrojem pro sledování a predikci specifických molekulárních mechanismů, 

které se účastní určitých biologických signalizačních cest.  

Křivky proložené experimentálně získanými body vykazovaly autokatalytický 

charakter. Při hledání různých kinetických modelů bylo zjištěno, že pro shodu mezi 

křivkami, získanými proložením experimentálními body a teoreticky vypočítanými 

křivkami je nutné předpokládat, že prvním krokem je adsorpce βE2 na povrch spermie 

řízená Langmuirovou izotermou. Jiné modely (bez adsorpce) vedly ke zcela odlišným 

výsledkům. Na obrázku 1.4 je vidět, že existuje mírný posun mezi teoretickými 

křivkami odrážejícími rozdíly v dynamice vazby βE2 mezi dvěma kmeny BALB/c a 

C57BL/6Nvel. Je však důležité, že teoretické křivky odpovídají experimentálním 

bodům pro oba testované typy myší, se stejným výsledkem, což dokládá nalezení 

teoretického mechanismu, který vyhovuje druhově specifickým modifikacím. 
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Obr.  1.5 Schématická interpretace výsledků kinetické analýzy aplikované na průběh 

kapacitace spermií in vitro v přítomnosti βE2. 

Výsledky kinetické analýzy jsou schematicky znázorněny na obrázku 1.5. Jakmile se 

spermie dostanou do prostředí, kde se nalézá albumin (v případě in vitro kapacitace 

BSA z M2 média), začne proces kapacitace. Extracelulární βE2 se adsorbuje na povrch 

spermie a interaguje s membránovými (mER) nebo neklasickými estrogenními 

receptory. Proces adsorpce je řízen Langmuirovou izotermou. Poté projde βE2 do 

cytoplazmy, kde vytváří s cytoplazmatickým estrogenním receptorem (cER) adukt 

cER/βE2. Tento děj je pomalý (iniciační), řízený rychlostní konstantou k1. Po vzniku 

prvního aduktu cER/βE2 začne signalizace vedoucí k větší propustnosti plazmatické 

membrány, ke které přispívá i cholesterolový eflux. Díky tomu může do cytoplazmy 

pronikat více extracelulárního βE2 membránovou difuzí. Tento děj je rychlý, má 

autokatalytický charakter a je řízený rychlostní konstantou k2 násobenou stupněm 

aktivity S. Vzniklý adukt cER/βE2 není stabilní a rozpadá se na cER a βE2i (vnitřní βE2, 

který se již znovu nedostane ven přes plazmatickou membránu) a rozpad aduktu je řízen 

rychlostní konstantou k3. Po rozpadu aduktu jsou cER i βE2i neaktivní. Děje řízené 

rychlostními konstantami k1, k2·S a k3 probíhají simultánně [103]. Pomocí vyvinuté 

metody HPLC-MS/MS se měří koncentrace celkového nevázaného βE2, což zahrnuje 

extracelulární βE2 a βE2i, který se uvolní z cytosolu během centrifugace po kapacitaci. 
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Tato publikace ukazuje, že množství βE2 dostupné pro myší spermie během 

kapacitace in vitro, může být kvantifikováno HPLC-MS/MS metodou. Tento nový 

analyticko-biologický přístup má velký potenciál pro porozumění fyziologickému 

mechanismu působení steroidních hormonů zahrnujících βE2 nejen pro reprodukční 

biologii, ale také pro signalizaci v somatických buňkách. Výpočty, vztahující se ke 

kinetické studii, a další detaily lze nalézt v publikaci III [104]. 

1.3.4 Analýzy estrogenů a jim podobných látek v potravinách – přehledný 

článek – publikace IV 

V této publikaci je zpracován přehled nejčastěji používaných metod pro stanovení 

estrogenů a jim podobných látek v potravinách. Stručně je zmíněn mechanismus účinku 

endokrinních disruptorů. Protože jsou EDC přítomny v matricích ve velmi nízkých 

koncentracích, je v článku podrobně zpracována příprava vzorku před vlastní analýzou. 

Ta je důležitým krokem v analýze, jelikož může být zdrojem chyb. Online předúprava 

vzorku zvyšuje přesnost měření a snižuje dobu analýzy. Aby příprava vzorku nebyla tak 

drahá a časově náročná, jsou zapotřebí nové selektivní materiály pro extrakci EDC. Pro 

každou separační metodu jsou analýzy dále rozdělené podle jednotlivých matric vzorků. 

Detaily z jednotlivých metod jsou pro porovnání shrnuty v tabulkách. Jak již bylo 

uvedeno výše, je nejčastěji používanou metodou pro stanovení EDC v potravinách 

HPLC.  

Plynová chromatografie se často používá pro analýzy estrogenů a jim podobných 

látek ve vzorcích z životního prostředí [105, 106]. Využití plynové chromatografie 

v analýzách EDC v potravinách je méně běžné. Některé EDC mohou být analyzovány 

přímo bez předchozí derivatizace, nicméně konverze na těkavější formy je 

upřednostňována. Derivatizace často vede k vyšší citlivosti a selektivitě detekce. Bylo 

pozorováno, že derivatizace zvýšila intenzitu signálu v hmotnostním spektru 

požadované látky 2 – 12 krát v porovnání s nederivatizovaným vzorkem [107]. 

Nicméně derivatizace může být pracná, většina derivatizačních činidel je toxická a 

nestabilní a derivatizace je krok navíc, který může být zdrojem dalších chyb. 

Nejběžnější derivatizační reakce jsou silylace a esterifikace. Vedou ke zvýšení 

těkavosti, nižší polaritě a lepší teplotní a katalytické stabilitě, což je potřeba při použití 

hmotnostní detekce.  
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Kromě chromatografických metod jsou pro analýzy EDC v potravinách používané  

i imunochemické metody. Nejběžnějším analytem je BPA, imunochemické metody se 

používají pro jeho screening v potravinových matricích.  
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2 ANALÝZY LÉČIV 

Druhá část této disertační práce se týká analýzy léčiv. Budou zde popsány metody 

pro chirální separace léčiv za použití vysokoúčinné kapalinové chromatografie a zónové 

kapilární elektroforézy (CE). Stručně bude zmíněna UHPLC separace léčiv (zejména 

psychofarmak), drog a ethylglukuronidu (EtG) ve slinách, využitá pro 

epidemiologickou studii na Norském institutu veřejného zdraví. 

Regulace nečistot léčiv se řídí mezinárodními směrnicemi ICH, lékopisy, předpisy 

Evropské lékové agentury a FDA. V České republice je celostátně závazným 

normativním předpisem Český lékopis v aktuálním vydání, který přispívá k zajištění 

bezpečných, účinných a jakostních léčiv [1]. International Conference of Harmonisation 

definuje nečistotu v API jako jakoukoliv její složku, která není chemickou entitou 

definovanou jako API [2]. Podobně nečistotou v léčivém přípravku (LP) je jakákoli jeho 

složka, která není chemickou entitou definovanou jako API nebo excipient v LP [3]. 

Bezpečnost LP závisí nejen na toxikologických vlastnostech samotné API, ale také na 

nečistotách, které obsahuje. Identifikace, kvantifikace a kontrola nečistot v API a LP 

jsou tedy důležitou součástí vývoje léků a regulačního hodnocení. Směrnice ICH Q3A a 

Q3B řeší otázky týkající se regulace nečistot v API a LP [4]. Na základě ICH Q3A 

mohou být nečistoty API zařazeny do následujících kategorií: organické nečistoty 

(zejména vstupní reaktanty, meziprodukty, vedlejší produkty a degradační produkty), 

anorganické nečistoty (např. soli, katalyzátory, těžké kovy) a zbytková rozpouštědla [2]. 

V základní směrnici ICH Q3A nejsou popsány zkoušky pro ověření chirální čistoty. 

Optické nečistoty je potřeba stanovit stejně jako nečistoty ostatní. Pokyny pro jejich 

stanovení uvádí směrnice ICH Q6A [5]. Požadavky a pokyny pro validace analytických 

metod uvádí směrnice ICH Q2 (R1) [6].  

Stereochemie má u léčiv svůj zásadní význam. Téměř polovina všech léčiv  

v současné době je chirální, nicméně pouze 25 % je podáváno jako čistý enantiomer. Je 

známo, že ve většině případů jsou farmakologické vlastnosti omezené pouze na jeden 

z enantiomerů, přičemž druhý enantiomer nemá buď žádný účinek, může mít vedlejší 

účinky, nebo může být dokonce toxický [7]. Enantiomery se mohou lišit v absorpci, 

distribuci, vazbě na proteiny, receptorové afinitě a mohou se lišit také svým 

metabolismem [8]. Optická čistota se rutinně stanovuje u léčiv, kde každý 

z enantiomerů vykazuje jinou farmakologickou aktivitu nebo toxicitu. Chirální separace 
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je proto nezbytná ve farmaceutických analýzách pro získání bezpečného a 

požadovaného enantiomeru [9]. Nejčastěji používanými separačními technikami pro 

chirální analýzy jsou HPLC a CE [10]. 
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2.1 Aclidinium bromid  

Chirální aclidinium bromid se jako API používá v (3R) konfiguraci, jehož struktura 

je uvedena na obrázku 2.1. Je relativně nově (2012) schváleným antagonistou 

muskarinových receptorů pro úlevu od symptomů chronické obstrukční plicní nemoci 

(CHOPN) [11, 12].  

 

Obr.  2.1 Struktura 3(R)-aclidinium bromidu (3-{[hydroxy(di-2-thienyl)acetyl]oxy}-

1-(3-phenoxypropyl)-1-azoniabicyklo[2.2.2]oktan bromid). 

Chronická obstrukční plicní nemoc je charakterizována omezením průtoku vzduchu 

v dýchacích cestách, které není plně reverzibilní. Je spojena se zvýšenou chronickou 

zánětlivou reakcí na cizí částice a plyny. Chronickou obstrukční plicní nemoc způsobuje 

především kouření, z dalších faktorů může k vývoji tohoto onemocnění přispívat 

zejména pracovní expozice [13]. Mezi symptomy CHOPN léčené AB patří zúžení 

průdušek, chronická bronchitida a rozedma plic [12]. Pro léčbu CHOPN je možné 

použít také ostatní dostupné antagonisty muskarinových receptorů jako je tiotropium 

bromid, glycopyrronium bromid, umeclidinium bromid, nebo β-2-adrenergní agonisty 

[14, 15]. Jak aclidinium, tak glycopyrronium představují výkonné antagonisty 

muskarinových receptorů s podobnou kinetickou selektivitou pro M3 versus  

M2 receptor, aclidinium má delší disociační poločas na M3 receptorech a déle trvající 

bronchodilataci než glycopyrronium. Systémové anticholinergní vedlejší účinky 

aclidinia mohou být oproti glycopyrroniu nižší díky jeho kinetické selektivitě a rychlé 

hydrolýze [16]. Více o souvislostech AB a léčby CHOPN lze nalézt např. v publikacích 

[13, 14]. 

Doposud nebyla publikovaná žádná práce týkající se enantioseparace AB. Bylo 

publikováno několik klinických studií porovnávajících inhalační léčiva jako je 
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glycopyrronium bromid, tiotropium bromid a AB [14, 16, 17]. V literatuře je možné 

najít metody kapalinové chromatografie a to jak HPLC tak UHPLC pro stanovení AB a 

jeho metabolitů v plazmě. Stanovení aclidinia, tiotropia a ipratropia v inkubačních 

vzorcích ze stabilitních plazmatických studií byly provedeny pomocí UHPLC s MS 

detekcí. Pro detekci byl využit trojitý kvadrupól s elektrosprejem jako iontovým 

zdrojem (electrospray ionization, ESI) pracujícím v pozitivním módu [18]. Jaterní in 

vitro metabolismus AB byl studován Albertím a kol. Ke stanovení AB a jeho metabolitů 

byl využit HPLC-MS systém. Bylo použito ESI v pozitivním nebo negativním módu 

v závislosti na tom, jaké hydrolytické metabolity byly sledovány. Metabolity byly 

identifikovány pomocí trojitého kvadrupólu jako analyzátoru [19]. Stanovení aclidinia a 

jeho hydrolytických metabolitů v inkubačních vzorcích ze stabilitních plazmatických 

studií bylo provedeno pomocí HPLC-MS metody. Pro detekci byl využit hybridní 

trojitý kvadrupól s lineární iontovou pastí, kvantifikace byla provedena pomocí MRM 

[20].  

Terapeutické účinky má (R)-enantiomer AB, a proto je potřeba mít k dispozici 

screeningovou metodu pro stanovení nízkých koncentrací (S)-AB jako optické 

nečistoty. Pro kontrolu kvality výrobního procesu a pro farmakologické a 

farmakokinetické studie jsou požadované metody pro chirální separaci (R)-AB a (S)-AB 

enantiomerů. Z výše uvedeného je patrné, že v literatuře lze nalézt především metody 

kapalinové chromatografie pro separace AB s využitím pro klinické studie.  

2.1.1 Kapilární elektroforéza v analýzách léčiv 

Kapilární elektroforéza je účinnou analytickou metodou se vzrůstajícím využitím ve 

farmaceutickém průmyslu. Kapilární elektroforéza a HPLC v reverzním módu (RP-

HPLC) představují komplementární techniky pro analýzy léčiv v 21. století [21]. 

Specifickými výhodami CE jsou vysoká separační účinnost, rychlý vývoj metody a 

malá spotřeba chemikálií a léčiv [10]. Ve srovnání s ostatními technikami je 

instrumentace CE jednoduchá. Hlavní výhodou CE je dostupnost různých módů, které 

umožňují separaci a analýzu různých látek od anorganických látek až po biopolymery 

[21].  

Pro detekci léčiv, což jsou většinou malé organické molekuly s chromoforem, který 

absorbuje UV záření v oblasti 195 – 254 nm, mají nejširší využití UV detektory. 
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Analyty, které nemají chromofor ani fluorofor, mohou být detektovány po předchozí 

derivatizaci nebo nepřímými detekčními technikami [9]. Ačkoliv je UV detekce (pro 

přímé nebo nepřímé měření) v CE nejvíce používaná, její citlivost je relativně nízká, 

protože velikost signálu je přímo úměrná délce optické dráhy, tedy vnitřnímu průměru 

kapiláry [22]. Citlivější detekční techniky představují fluorimetrická detekce, především 

laserem indukovaná fluorescenční detekce (LIF), která je vysoce citlivá, a MS detekce, 

poskytující jak citlivost, tak informaci o molekulární hmotnosti analytu a jeho struktuře 

(v případě MS-MS nebo MSn uspořádání) [9]. Pro zvýšení citlivosti v CE byly vyvinuty 

různé přístupy, zahrnující techniky dávkování vzorku, derivatizace, mikro SPE 

(extrakce tuhou fází), již zmiňované specifické detektory (LIF, MS) a kapiláry s 

prodlouženou optickou dráhou [21].  

Kapilární elektroforéza se ukázala být vhodnou metodou pro testování enantiomerní 

čistoty, pro enantioselektivní analýzy léčivých přípravků a také pro analýzy chirálních 

léčiv a jejich metabolitů v biologických vzorcích [23]. Chirální separace pomocí CE 

mohou být provedeny buď nepřímo za použití chirálního derivatizačního činidla, 

tvořícího ireverzibilní diastereomerní páry, které mohou být rozděleny za achirálních 

podmínek, nebo přímo za použití chirálních selektorů v základním elektrolytu, kde 

vznikají reverzibilní diastereomerní páry enantiomeru a chirálního selektoru a následně 

mohou vyústit v rozdílnou mobilitu jednotlivých stereoizomerů [24, 25]. Většina 

separací představuje přímou enantioseparaci v přítomnosti chirálního selektoru. 

Vzhledem k tomu, že časy separace jsou relativně krátké, je možné vyzkoušet během 

krátké doby široké spektrum různých chirálních selektorů [7]. Pro přímé metody 

chirální analýzy v CE lze využít následující chirální selektory: cyklodextriny (CD; 

neutrální, nabité a duální systémy), lineární polysacharidy, proteiny, makrocyklická 

antibiotika, crown ethery, chirální kovové komplexy a další [21].  

Nejčastěji používanými chirálními selektory jsou CD kvůli široké škále velikostí 

kavity, postranních řetězců, stupně substituce a náboje [26]. Od jejich zavedení byly 

nativní CD chemicky modifikovány derivatizací nabitými skupinami, hydrofilními 

segmenty nebo hydrofobními zbytky pro následnou úpravu jejich fyzikálně-chemických 

vlastností a schopnosti molekulárního rozpoznávání [27]. V roce 1995 byly jako 

chirální selektory představeny sulfatované CD a tyto aniontové CD vynikají univerzální 

využitelností. Lze je použít pro enantioseparace kyselých, bazických, neutrálních  
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i amfoterních látek, čehož je využíváno při analýzách léčiv, herbicidů, alkaloidů, 

fungicidů a dalších. Literatura zmiňuje minimální potřebu optimalizace pro dosažení 

úspěšné separace. Díky těmto vlastnostem jsou sulfatované CD vhodné pro vývoj 

separací řady chirálních molekul [28]. Teoretický stupeň úplné sulfatace CD je 18, 21, a 

24 pro α-, β- a γ-CD. Kompletní sulfatace zatím nebylo dosaženo, pravděpodobně 

z důvodu velkého elektrostatického a stérického bránění. Pro CE separace byly úspěšně 

zařazeny CD s rozdílným stupněm částečné sulfatace. Termín „vysoce sulfatovaný― se 

běžně používá pro označení CD s více než polovinou možných míst sulfatovaných. Při 

porovnání rozpustnosti neutrálních a sulfatovaných CD ve vodě, je rozpustnost 

sulfatovaných CD zhruba desetkrát vyšší, což poskytuje možnost vyzkoušet širší 

koncentrační rozmezí selektoru při optimalizaci a jeho vyšší rozsah pro dávkování 

vzorku. Permanentní náboj také způsobuje iontový charakter těchto aditiv, což je činí 

nezávislými na pH. Tyto aniontové CD umožňují separaci většího množství analytů 

[28]. Výhody použití CD v chirálních separacích jsou následující: dobré enantiomerní 

rozpoznávací schopnosti, dobrá rozpustnost ve vodě, nízká absorpce UV záření při 

vlnových délkách běžně používaných v CE a široký výběr neutrálních, kationtových a 

aniontových CD s rozdílnými funkčními skupinami [29]. Mechanismus chirálního 

rozpoznávání CD je založen na inkluzi lipofilních skupin analytu do hydrofobní kavity 

CD. V případě nabitých CD mohou přispívat i iontové interakce, které mohou dokonce 

převyšovat nad komplexačním mechanismem [27]. V případě nativních CD je to 

vodíková vazba mezi OH skupinami CD a vhodnou skupinou v analytu. CD již byly 

úspěšně použity pro separace API [30, 31]. 

2.1.2 Enantiomerní separace (R,S)-aclidinium bromidu negativně nabitým -

cyklodextrinem pomocí CE – komentář k publikaci V 

Všechna měření byla prováděna na HP3D CE systému (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Německo) s DAD detektorem. Během vývoje metody byly vyzkoušeny 

různé CD (sulfatované α-CD, β-CD a γ-CD a hydroxypropyl β-CD a γ-CD) jako 

potenciální selektory. Byl sledován vliv základního elektrolytu 

(tris(hydroxymethyl)aminomethanu a dihydrogenfosforečnanu draselného) na tvar píku. 

Pro dosažení vyšší citlivosti byla po úvodních měřeních zvolena pro další separace 

kapilára s rozšířenou optickou dráhou. Byly studovány a optimalizovány hodnoty 
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vloženého napětí a tlaku, dále pak doby nástřiku a teploty kapiláry. Hodnotícím 

kritériem bylo rozlišení mezi separovanými (R)- a (S)-enantiomery. Změny v hodnotách 

vloženého napětí a tlaku měly na separaci větší vliv než změny v době nástřiku či  

v teplotě kapiláry. S rostoucím vloženým napětím bylo rozlišení větší, s rostoucím 

tlakem byl pozorován opačný trend. S delší dobou nástřiku bylo pozorováno větší 

rozlišení a s nižší teplotou kapiláry bylo rozlišení mezi enantiomery menší. Byly 

vyzkoušeny také různé molární koncentrace (5 – 120 mM dihydrogenfosforečnanu 

draselného) a hodnoty pH základního elektrolytu (2,0 – 4,0). S rostoucí koncentrací 

základního elektrolytu rostla také hodnota rozlišení. Byl optimalizován obsah chirálního 

selektoru v separačním elektrolytu; koncentrace sulfatovaného γ-CD byly testované 

v rozsahu 2,4 – 7,0 % (w/v) a s rostoucí koncentrací CD klesalo rozlišení mezi 

separovanými enantiomery. 

Enantioseparace, umožňující stanovení 0,4 % (S)-AB jako optické nečistoty 

v syntetickém vzorku AB bylo dosaženo za použití sulfatovaného γ-CD 4,8% (w/v) 

v kyselém základním elektrolytu dihydrogenfosforečnanu draselného (100 mM, pH = 

3,0) na nepokryté křemenné kapiláře (s celkovou délkou kapiláry 48,5 cm a efektivní 

délkou kapiláry 40,0 cm o vnitřním průměru 50 µm) s rozšířenou optickou dráhou. 

Metoda byla validována jako limitní test. Mezi validované parametry u limitního testu 

patří selektivita a LOD. Cílem limitního testu je ověření, že testovaná látka nepřesahuje 

stanovenou hodnotu limitu. Tento test není zcela kvantitativní ale pouze 

semikvantitativní. Selektivita vyvinuté metody je demonstrována na obrázku 2.2, 

ukazujícího oddělení následujících nečistot: nečistoty 1 (3-fenoxypropyl-

chinuklidinolu), nečistoty 2 (esteru chinuklidinylu), nečistoty 3 (di(2-thienyl) glykolové 

kyseliny), nečistoty 4 (methyl 2,2-dithienylglykolátu), nečistoty 5 (3-fenoxypropyl 

bromidu) a nečistoty 6 (3-chinuklidinolu) od (R,S)-AB enantiomerů. Tato metoda může 

být použita pro screening enantiomerní čistoty během syntézy API, pro kontrolu 

finálního produktu bude potřeba vyvinout citlivější metodu. Detaily vývoje a validace 

metody jsou popsány v publikaci V [32].  
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Obr. 2.2 Enantioseparace (R,S)-AB v přítomnosti nečistot 1 – 6: 1 (3-fenoxypropyl-

chinuklidinol), 2 (ester chinuklidinylu), 3 (di(2-thienyl) glykolová kyselina), 4 (methyl 

2,2-dithienylglykolát), 5 (3-fenoxypropyl bromid) a 6 (3-chinuklidinol) za podmínek: 

100 mM KH2PO4 pH = 3,0 s 4,8 % (w/v) sulfatovaného γ-CD. 

2.2 Tapentadol 

Tapentadol hydrochlorid (3-[(1R,2R)-3-(dimethylamino)-1-ethyl-2-

methylpropyl]fenol hydrochlorid) je centrálně působící analgetikum pro léčbu středně 

těžké až těžké akutní bolesti nebo chronické bolesti, jako je bolest po úrazu nebo 

chirurgickém zákroku, bolestivá diabetická periferní neuropatie a chronická bolest zad. 

Tapentadol hydrochlorid je schválen FDA ve dvou formách jako tablety s okamžitým 

nebo prodlouženým uvolňováním pro chronické bolesti, kde je požadován kontinuální 

analgetický účinek [33]. Chronická bolest vzniká působením různých faktorů a 

z různých příčin. To znamená, že může být zřídkakdy kontrolována pouze jedním 

léčivem. Kombinace léků s různými analgetickými účinky sice zvyšuje 

pravděpodobnost přerušení bolestivého signálu, ale často je spojena se zvýšeným 

rizikem interakcí mezi léky a vedlejšími účinky [34].  

Tapentadol hydrochlorid kombinuje v jediné molekule dva mechanismy působení: 

agonismus μ-opioidního receptoru a inhibici zpětného vychytávání noradrenalinu, 

přičemž oba mechanismy přispívají k jeho analgetickým účinkům. Tyto mechanismy 
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poskytují úlevu od bolesti srovnatelnou s oxykodonem a morfinem, přičemž TAP má 

nižší výskyt nežádoucích účinků, jako jsou nevolnost, zvracení a zácpa [33, 35].  

Molekula TAP se skládá z metasubstituovaného fenolového kruhu majícího ethyl na 

C7 a aminopropyl na C10, díky kterým mohou vznikat čtyři možné stereoizomery (obr. 

2.3), avšak pouze (R,R)-izomer je v současné době klinicky používanou formou [36]. 

Pro stanovení TAP bylo vyvinuto několik metod. Byly publikovány postupy pro 

stanovení TAP a jeho hlavního metabolitu N-desmethyltapentadolu v moči a slinách za 

použití různých separačních technik jako je SPE-LC-MS/MS [37] nebo UPLC-MS-MS 

[38]. Pro kvantifikaci TAP v psí plazmě byla použita HPLC metoda s fluorimetrickou 

detekcí [39]. Pro separaci dvou enantiomerů (R,R)-TAP a (S,S)-TAP byla publikována 

CE metoda za použití CD jako chirálního selektoru [40]. Všechny čtyři izomery TAP 

byly odděleny za použití CD duálního systému popsaného v [31]. Pro sledování chirální 

čistoty TAP během enantioselektivní syntézy byly popsány dvě nevalidované chirální 

metody. V těchto metodách byl chirální profil 4 stereoizomerů TAP určen za použití 

kolony Chiralpak AD-H (s navázaným 3,5-dimethylfenylkarbamátem amylózy) a 

mobilní fáze hexan–tetrahydrofuran (85:15, v/v) [41] nebo hexan–diethylamin (100:0,2, 

v/v) [42]. 
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Obr. 2.3 Struktury enantiomerů TAP.  

I – (S,S)-TAP; II – (R,R)-TAP; III – (R,S)-TAP; IV – (S,R) – TAP. 

 

2.2.1 Chirální HPLC v analýzách léčiv 

Separace enantiomerů pomoci kapalinové chromatografie na chirálních stacionárních 

fázích (CSPs) se ukázala jako nejúčinnější a nejvhodnější způsob stanovení 

enantiomerního složení mnoha chirálních sloučenin, včetně různých chirálních léčiv 

[43]. Chirální separace se provádí v různých separačních módech: v normálním (NP), 

RP nebo v polárně-organickém módu [44]. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie je 

široce využívána díky své, přesnosti, vysoké reprodukovatelnosti, robustnosti a různým 

stacionárním a mobilním fázím, které lze použít [45]. Byla vyvinuta řada CSPs 

založených na makrocyklických antibiotikách, polysacharidech, crown etherech, CD, 

glykoproteinech nebo na principu ligandové výměny [46-50]. 

Chirální stacionární fáze, založené na derivátech polysacharidů, jsou široce 

aplikovatelné na mnoho různých typů sloučenin [51] a umožňují rychlou ekvilibraci a 

separace [52]. Deriváty amylózy a celulózy patří mezi nejčastěji používané chirální 

selektory pro HPLC. Tři z těchto derivátů: tris(3,5-dimethylfenylkarbamát) celulózy 
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(OD), tris(3,5-dimethylfenylkarbamát) amylózy (AD) a tris(4-methylbenzoát) celulózy 

(OJ) vykazují komplementární selektivitu. Tyto CSPs jsou známé pod obchodními 

názvy Chiralcel OD, Chiralpak AD a Chiralcel OJ [44, 53]. Tyto CSPs mohou být 

použity v NP i RP módu [50]. Enantioselektivita se může měnit v závislosti na 

přítomnosti buď esterové, nebo karbamátové skupiny. Tyto skupiny mohou selektivně 

interagovat s chirálními analyty. Vzhledem k tomu, že polysacharidové polymery mají 

velký počet funkčních skupin, jsou schopny při separacích v NP módu vázat širokou 

škálu látek vodíkovými vazbami nebo π-π interakcemi; hydrofobní interakce jsou 

důležité pro separace v RP módu [54].  

Chirální diskriminace je velmi složitý jev. Proto je téměř nemožné předpovědět, 

která kombinace CSP a mobilní fáze zajistí nejlepší enantioseparaci [55]. Pro zrychlení 

a vyšší efektivitu výběru vhodného selektoru jsou potřeba jednoduché přístupy 

s rychlým screeningem kombinací CSPs a mobilních fází, poskytujících chirální 

separaci požadované látky. Cílem této strategie je rychle analyzovat velké množství 

rozličných molekul. Proto je prvním krokem tohoto přístupu výběr omezeného počtu 

chirálních selektorů s širokým rozsahem chirálně rozpoznávacích schopností, takže 

většina enantiomerů bude moci být rozdělena při použití jednoho z nich. Dále je 

důležité definovat malé množství experimentálních podmínek jako je např. několik 

mobilních fází, které mají být vyzkoušeny s vybranými selektory [45]. 

Ve strategii pro NP-HPLC, definované Matthijsem a kol. [53] sestává první krok ze 

sekvenčního screeningu tří CSPs na bázi polysacharidů v kombinaci se dvěma 

mobilními fázemi za účelem dosažení chirální separace testovaných látek. První mobilní 

fáze je hexan–propan-2-ol, druhá hexan–ethanol. Každá mobilní fáze obsahuje jako 

aditivum buď diethylamin nebo trifluoroctovou kyselinu, v závislosti na povaze 

testované látky. Bazická a kyselá aditivita mají vliv na kvalitu separace, jak ve smyslu 

selektivity, tak tvaru píku [56, 57]. Hexan je vhodné v mobilní fázi nahradit heptanem, 

protože je méně toxický a retence a rozlišení analytů se velmi nemění [53]. Jak již bylo 

zmíněno výše, v tomto přístupu jsou obě mobilní fáze použity v kombinaci se třemi 

CSPs v následujícím pořadí Chiralpak AD-H, Chiralcel OD-H and Chiralcel OJ-H. 

Detaily screeningu záleží na povaze testované látky, zda jde o bázi, nebo o kyselou či 

neutrální látku. U bazických sloučenin se testují dva faktory: typ CSP (pouze dvě 

kolony Chiralpak AD-H a Chiralcel OD-H) a typ organického modifikátoru (propan-2-
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ol, ethanol). Pro získání většího rozlišení, selektivity a účinnosti může následovat 

optimalizace separace [44].  

2.2.2 Základní studie enantioselektivní HPLC separace enantiomerů 

tapentadolu za použití chirální stacionární fáze na bázi celulózy v NP 

módu – komentář k publikaci VI 

Pro separaci stereoizomerů TAP bylo vyzkoušeno 10 chirálních polysacharidových 

kolon (Chiracel OD-H, Chiralpak AY-H, Chiralcel OZ-H, Chiralcel OA, Chiralcel OG, 

Chiralcel OK, Chiralcel OC a Chiralcel OF). Dostatečnou chirální selektivitu poskytla 

kolona Chiralpak AD-H na bázi amylózy, která byla použita pro další vývoj a 

optimalizaci metody. Byl studován vliv složení mobilní fáze na retenci a 

enantioseparaci jednotlivých izomerů. Rozlišení a retence všech izomerů byly velice 

citlivé na množství propan-2-olu v mobilní fázi, s větším množstvím propan-2-olu se 

snižovala retence i selektivita. Uspokojivé enantioseparace a přijatelné retence bylo 

dosaženo při použití mobilní fáze s 2% obsahem propan-2-olu. Pro zjištění vlivu 

alkoholu jako modifikátoru mobilní fáze na enantioseparaci a retenci bylo vyzkoušeno 8 

zástupců alkoholů: ethanol, n-propanol, n-butanol, 2-butanol, 2-methylpropan-2-ol,  

2-methylpropan-1-ol a 2-methyl-2-butanol. Dostatečné enantioseparace všech čtyř 

enantiomerů bylo dosaženo za použití 2-butanolu. Při použití ostatních alkoholů buď 

k separaci nedošlo vůbec, nebo nebyly rozděleny všechny enantiomery, případně byly 

analyty rozděleny s nedostatečným rozlišením. Vliv n-alkanu na enantioseparaci byl 

studován použitím směsi alkan (n-hexan, n-heptan, n-oktan, 2,2,4-trimethylpentan) 

a 2% propan-2-ol a 0,02% diethylamin. Různé alifatické alkany v mobilní fázi měly 

zanedbatelný dopad na retenci, zatímco účinnost separace rostla se zkracující se délkou 

alifatického řetězce. Pro optimalizaci tvaru píku byl vyzkoušen vliv čtyř aminů 

(diethylaminu, triethylaminu, ethylendiaminu a dibutylaminu) přidaných do mobilní 

fáze obsahující 2% propan-2-ol. Vliv diethylaminu nebyl příliš viditelný, nedošlo ke 

vzniku experimentálních problémů jako při použití triethylaminu, nebo ke ztrátě 

selektivity jako u ethylendiaminu a dibutylaminu. S rostoucím obsahem diethylaminu 

docházelo ke snižování retence (v testovaném rozsahu 0,02 – 0,2 %), množství 0,1 % 

diethylaminu bylo nalezeno jako optimální. Dále byl zkoumán vliv teploty kolony na 

rozlišení při enantioseparaci v rozmezí 15 – 45 °C. Pokles teploty se projevil nižší 

účinností a selektivitou, na druhou stranu se s poklesem teploty výrazně zvětšilo 
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rozlišení zejména mezi (R,R)-TAP a (S,S)-TAP. Jako vhodná teplota kolony pro 

robustní enantioseparaci, nezávislou na malých teplotních změnách, byla zvolena 

teplota 35 °C. Byl také zkoumán vliv přítomnosti vody v mobilní fázi na 

enantioseparaci, ke komerčně dodávanému propan-2-olu s obsahem vody 0,01 % bylo 

přidáno 0,5 % vody (v/v). Přídavek malého množství vody do propan-2-olu vedl ke 

zhoršení enantioseparace. Vliv obsahu ethanolu v rozpouštědle vzorku byl vyzkoušen 

v rozmezí 4 – 20 %, zvyšování obsahu ethanolu vedlo ke zborcení píku, optimalní 

koncentrace ethanolu v rozpouštědle vzorku byla určena jako 4 – 5 %. Enantioseparace 

s rozlišením větším než 2,5 pro všechny  enantiomery bylo dosaženo při použití kolony 

Chiralpak AD-H s mobilní fází heptan/propan-2-ol/diethylamin (980:20:1, v/v/v). 

Vyvinutá metoda byla validována dle požadavků směrnice ICH Q2(R1) zahrnující 

linearitu, LOD, limit kvantifikace (LOQ), přesnost, správnost a selektivitu. Praktická 

využitelnost metody byla demonstrována analýzou reálných vzorků. Kompletní 

výsledky a další detaily z vývoje, optimalizace a validace metody jsou popsány 

v publikaci VI [58]. 

2.3 Studie užívání alkoholu a drog na vybraných pracovištích v Norsku 

Užívání alkoholu a psychotropních látek může ovlivňovat bezpečnost práce a její 

produktivitu [59, 60]. Testování užívání drog a léčiv na pracovišti (workplace drug 

testing; WDT) je jednou z metod pro zjištění rozšíření používání drog a vybraných léčiv 

mezi zaměstnanci. Tato metoda je v Norsku méně častá než v jiných státech. Aby bylo 

popsáno rozšíření používání psychofarmak mezi zaměstnanci na pozicích spojených 

s bezpečnostním rizikem v pobřežním ropném průmyslu, přepravě a leteckém průmyslu 

ve firmách, které mají zavedený systém WDT, byla v letech 2000-2006 Norským 

institutem veřejného zdraví realizována WDT studie [61]. Vzhledem k tomu, že WDT 

není v Norsku široce rozšířené, je používané pouze v rámci několika oblastí, zejména 

těch výše zmiňovaných. Tyto firmy nejsou reprezentativním vzorkem zaměstnanců a 

pracovišť obecně. Bylo potřeba zjistit rozsah používání drog mezi zaměstnanci, a proto 

byla provedena průřezová epidemiologická studie [62].  

Sliny představují jednoduše dostupné médium, které může být odebráno 

neinvazivními metodami bez narušení soukromí [63]. Vzorky slin mohou být získány 

pod pečlivým dohledem, aby nedošlo k jejich nahrazení nebo falšování, což může být 
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problémem při odběru vzorků moči [64]. Přítomnost drog nebo jejich metabolitů ve 

slinách svědčí o jejich velmi nedávné konzumaci [65]. Pozitivní nález ve slinách 

typicky ukazuje na užití drog během posledních 24 – 48 hodin [66] a zohledňuje lépe 

než nález v moči, zda by objekt mohl být pod vlivem drog nebo alkoholu v době odběru 

vzorku [63]. Ethylglukuronid je markerem nedávného požití alkoholu, který může být 

relevantní například v testovaní na pracovištích. Pro tyto účely byly dříve používány 

vzorky moči [67]. Ethylglukuronid je obvykle stanovován ve vzorcích moči, nebo krve, 

ale může být detekován také ve slinách [68]. Vysoké koncentrace EtG ve slinách mohou 

odrážet velmi nedávnou konzumaci velkého množství alkoholu dokonce i když není 

žádný alkohol stanoven v krvi. Nicméně koncentrace EtG ve slinách, krvi nebo moči 

neukazuje na konzumaci alkoholu během delší doby [69].  

Do této epidemiologické studie bylo pozváno 44 pracovišť bez implementovaného 

WDT programu a polovina z nich souhlasila s účastí. Zaměstnanci vyplnili dotazník a 

poskytli vzorek slin, ve kterém byla zjišťována přítomnost alkoholu, EtG, vybraných 

léčiv (zejména psychofarmak) a drog. Jako drogy byly definovány následující látky: 

amfetamin, metamfetamin, extáze, kokain, tetrahydrokanabinolová kyselina a  

6-acetylmorfin. Účast byla dobrovolná a anonymní. Jedním z cílů studie bylo zjistit 

užívání zvolených léčiv, drog a alkoholu zaměstnanci na vybraných pracovištích 

pomocí kombinace dotazníků a analýz slin. Ve studii byla zahrnuta tato odvětví: 

zdravotnictví (917 zaměstnanců), finanční sektor (457 zaměstnanců), výroba (254 

zaměstnanců), přeprava/skladování (233 zaměstnanců), restaurace/bary (131 

zaměstnanců), veřejná správa (211 zaměstnanců), media (152 zaměstnanců) a 

výzkumné ústavy (82 zaměstnanců) [62]. 

2.3.1 Analýzy vzorků slin norských zaměstnanců 

Vzorky slin byly odebírány pomocí komerčně dostupné sady Statsure Saliva 

Sampler™ (Statsure Diagnostic Systems, Framingham MA, USA). Čas potřebný pro 

odběr vzorku a vyplnění dotazníku byl zhruba 5 minut. Vzorky slin byly zmraženy 

během jednoho dne po odběru a rozmraženy před analýzou [62]. Alkohol byl 

analyzován automatizovanou enzymatickou metodou [70]. 

Příprava vzorku pro analýzu EtG byla následující: ke 200 μL směsi slin a 

konzervačního pufru bylo přidáno 50 µL EtG-d5 a 1 mL vody. Zamíchaný vzorek byl 

prekoncentrovaný přes Hyper-SEP SAX kolonku (Thermo Fisher Scientific Inc., 
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Boston, MA, USA), která byla prekondicionovaná methanolem (2 mL) a vodou (2 mL) 

a vymyta vodou (2 mL). Analyt byl eluován 2 mL směsi methanol/mravenčí kyselina 

(98:2, v/v). Eluát byl odpařen do sucha pod proudem dusíku (50 °C), rozpuštěn v 60 µL 

vody a umístěn na 30 minut do mrazáku (–20 °C). Vzorek byl následně rozmražen a 

centrifugován (5251 × g, 15 min 4 °C) a čirá fáze byla odpipetována do vialek pro 

analýzu. Ethylglukuronid byl analyzován pomocí UPLC-MS/MS systému (Acquity 

UPLC – Quattro Premier XE, Waters, Milford, MA, USA) na HSS T3 koloně (1,8 μm 

2,1 × 100 mm) s gradientovou elucí mobilní fází (A) 0,1% mravenčí kyselina ve vodě a 

(B) methanol [68]. Kolona UHPLC C18 HSS T3 od firmy Waters obsahuje vysoce 

odolné silikagelové (high strength silica; HSS) částice určené pro aplikace kolem 1000 

bar; T3 (tribonding) označuje technologii navázání C18 skupin.  

Vzorky pro zjištění přítomnosti vybraných léčiv a drog (tabulka 2.1) byly připraveny 

podle následujícího postupu. 0,5 mL vzorku slin bylo smícháno s 50 μL příslušného 

vnitřního standardu a 250 μL 0,2 mol/L uhličitanu amonného pH = 9,3. Vzorky byly 

extrahovány 1,3 mL ethylacetát:heptan (4:1) mícháním po dobu 10 minut. Po 

centrifugaci (1400 × g, 5 min) byla organická fáze pipetována do vialek pro UPLC 

analýzu a odpařena do sucha pod proudem dusíku (40 °C) (Zymark Turbovap). 

Usazenina byla následně rozpuštěna v 60 μL směsi acetonitril/voda (10:90, v/v) [64]. 

Vzorky byly analyzovány pomocí UPLC-MS/MS systému (Acquity UPLC – Quattro 

Premier XE, Waters, Milford, MA, USA) s BEH C18 kolonou (1.7 μm 2.1 × 50 mm)  

s gradientovou elucí mobilní fází (A) 5 mM hydrogenuhličitan amonný pH = 8,5 a (B) 

methanol, s gradientem od 20 % do 90 % B během 9 minut. Hmotnostní spektrometrie 

byla prováděna v ESI+ módu s tandemovou hmotnostní detekcí [71]. Kolonu UHPLC 

BEH C18 od firmy Waters (ethylene bridged hybrid; BEH) od firmy Waters lze 

vzhledem k vnitřní chemické stabilitě díky technologii hybridního sorbentu použít pro 

širší rozsah hodnot pH (1 – 12). 
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Tab. 2.1 Vybraná léčiva a drogy* analyzované ve vzorcích slin 

Látka Popis 

3,4-Methylendioxy-metamfetamin 

(extáze)* 

ilegální psychedelická halucinogenní 

droga  

6-Acetylmorfin* metabolit heroinu 

7-Aminoflunitrazepam metabolit flunitrazepamu 

7-Aminoklonazepam metabolit klonazepamu 

7-Aminonitrazepam metabolit nitrazepamu 

Alprazolam benzodiazepin, anxiolytikum 

Amfetamin* stimulant 

Benzoylekgonin metabolit kokainu 

Buprenorfin opioid používaný zejména pro 

opioidní závislosti, také analgetikum 

Diazepam benzodiazepin, anxiolytikum, 

antikonvulzivum, sedativum 

Fenazepam benzodiazepin, anxiolytikum 

Fentanyl opioidní analgetikum 

Flunitrazepam benzodiazepin, anxiolytikum 

Klonazepam benzodiazepin, antikonvulzivum, 

anxiolytikum 

Kodein opioidní analgetikum, antitusikum 

Kokain* stimulant 

Kotinin metabolit nikotinu 
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Kyselina tetrahydrokanabinolová* kannabis 

Metamfetamin* stimulant 

Methadon opioid používaný zejména pro 

opioidní závislosti, také analgetikum 

Morfin opioidní analgetikum, také metabolit 

kodeinu a heroinu 

Nitrazepam benzodiazepin, anxiolytikum 

Nordiazepam metabolit diazepamu 

Oxazepam benzodiazepin, anxiolytikum, 

antikonvulzivum a metabolit 

diazepamu 

Oxykodon opioidní analgetikum 

Tramadol opioidní analgetikum 

Zolpidem krátce působící hypnotikum 

Zopiklon krátce působící hypnotikum 

 

2.3.2 Užívání alkoholu a drog zaměstnanci na vybraných pracovištích 

v Norsku: studie za použití testování slin a dotazníků – komentář k 

publikaci VII 

Publikace je stručně zmíněna v této disertační práci, protože některá data použitá 

v tomto článku byla získána během mé stáže na Norském institutu veřejného zdraví  

v roce 2014. Byla zjišťována přítomnost EtG, vybraných léčiv a drog ve vzorcích slin 

pomocí metod popsaných výše v kapitole 2.3.1. 

Bylo analyzováno 14 sérií pro EtG se zhruba 532 reálnými vzorky, dohromady  

i s kontrolami 672 vzorků. Ani v mých měřeních, ani v rámci celé studie nebyly 

nalezeny žádné pozitivní výsledky pro EtG. Podle studie z roku 2010 [69] je nutná 
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konzumace velkého množství alkoholu, aby bylo dosaženo dostatečné koncentrace EtG 

pro stanovení ve vzorcích slin následující den. 

Co se týče analýz léčiv a drog, bylo změřeno 12 sérií se zhruba 456 reálnými vzorky, 

dohromady i s kontrolami 576 vzorků. Dohromady se tohoto projektu zúčastnilo 2437 

zaměstnanců, projekt byl realizován jako pilotní a navazující studie, která byla 

ukončena v roce 2014. Léčiva byla detekována častěji než drogy. Nejčastěji 

detekovanými látkami byly: lék proti nespavosti zopiklon (43 zaměstanců), sedativum 

diazepam (16 zaměstnanců), kannabis (16 zaměstnanců) a analgetikum kodein  

(6 zaměstnanců). Léčiva byla detekována častěji a drogy méně často ve vzorcích slin  

u zaměstnanců ve zdravotnictví než u zaměstnanců v ostatních odvětvích. Drogy byly 

častěji stanoveny ve vzorcích u pracovníků v restauracích/barech než ve vzorcích 

z ostatních odvětví. Souhrnně lze říci, že pouze malá část zaměstnanců byla pozitivních 

pro přítomnost drog a žádný zaměstnanec nebyl pozitivní pro EtG. Detailní výsledky 

zahrnující statistické zpracování a výsledky dotazníků lze nalézt v publikaci [62].  
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3 ZÁVĚR 

V první části této disertační práce jsou shrnuty výsledky týkající se vlivu vybraných 

látek na fertilizační schopnosti spermií. Pro studium vlivu βE2 na kapacitaci myších 

spermií in vitro byla vypracována nová HPLC-MS/MS metoda, pomocí níž se měřily 

koncentrace celkového nevázaného βE2 ve spermiích. Kapacitace byla prováděna se 

třemi počátečními koncentracemi βE2 (200, 20 a 2 μg/L). Pokusy byly realizovány se 

dvěma kmeny laboratorních myší (BALB/c a C57BL/6Nvel). U obou kmenů myší byl 

pro všechny testované koncentrace pozorován obdobný trend závislosti koncentrace 

nevázaného βE2 na čase kapacitace. Koncentrace βE2 se snižovala, aby dosáhla svého 

minima a poté se opět zvyšovala. Pozice minima se lišila pro jednotlivé testované 

koncentrace βE2. V rámci jednotlivých testovaných koncentrací βE2 byly pozorovány 

pouze mírně odlišné rozsahy poklesu mezi spermiemi obou kmenů myší. 

Experimentální výsledky získané pro koncentrační změny βE2 v různých časech 

kapacitace byly podrobeny kinetické analýze. Křivky proložené experimentálně 

stanovenými body vykazovaly autokatalytický charakter. Při hledání různých 

kinetických modelů bylo zjištěno, že pro shodu mezi křivkami získanými proložením 

experimentálními body a teoreticky vypočítanými křivkami je nutné předpokládat, že 

prvním krokem je adsorpce βE2 na povrch spermií řízená Langmuirovou izotermou. 

Jiné modely (bez adsorpce) vedly ke zcela odlišným výsledkům. Je důležité, že 

teoretické křivky jsou v dobré shodě s experimentálně získanými body pro oba 

testované typy myší, což dokládá nalezení teoretického mechanismu, který vyhovuje 

druhově specifickým modifikacím. 

Získané poznatky ukazují, že množství βE2 dostupné pro myší spermie během 

kapacitace in vitro, nezávisle na kmenovém původu, může být kvantifikováno HPLC-

MS/MS metodou. Vyvinutá metoda představuje důležitý, obecně použitelný nástroj pro 

studium množství biologických látek, v tomto případě βE2.  

Výsledky kinetické studie použité pro studium působení fluoridů a fluorohlinitých 

komplexů na kapacitaci myších spermií vykazují velmi dobrou shodu experimentálních 

dat s teoreticky získanými křivkami. Časové závislosti pTyr vyhovují rovnici, která je 

platná pro tvorbu nestabilního intermediátu ve dvou následných reakcích 1. řádu. 

Navržené kinetické rovnice objevují existenci určitých center ve spermiích a jejich 

nestabilní aktivní formy; pouze tyto nestabilní aktivní formy mohou být fosforylovány a 
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následně se rozpadají. Čas odpovídající maximální produkci nestabilního intermediátu 

je pro spermie pravděpodobně nejvhodnější k získání schopnosti oplodnit vajíčko. 

 

Ve druhé části této práce je shrnut vývoj metod pro chirální separaci AB a TAP. Pro 

enantioseparaci (R,S)-AB byla použita metoda CE. Pro rozdělení obou enantiomerů 

byly vyzkoušeny různé CD (sulfatované α-CD, β-CD a γ-CD a hydroxypropyl β-CD a 

γ-CD) jako potenciální selektory. Nejlepších výsledků bylo dosaženo při použití 

sulfatovaného γ-CD. Během vývoje metody byl studován vliv změn v experimentálních 

parametrech na enantioseparaci (R,S)-AB. Pro stanovení (S)-AB jako optické nečistoty 

v syntetickém laboratorním vzorku bylo použito 4,8% (w/v) sulfatovaného γ-CD 

v kyselém základním elektrolytu dihydrogenfosforečnanu draselného (100 mM, pH = 

3,0) na nepokryté křemenné kapiláře s rozšířenou optickou dráhou. Metoda byla 

validována jako limitní test. 

Pro chirální separaci čtyř stereoizomerů TAP bylo použito NP-HPLC. Bylo 

vyzkoušeno 10 různých chirálních kolon, z nichž kolona Chiralpak AD-H poskytla 

dostatečnou chirální selektivitu. Během vývoje byl studován vliv složení mobilní fáze 

(konkrétně vliv alkoholu jako modifikátoru, použitého n-alkanu, aditiv a obsahu vody 

v mobilní fázi) a dalších parametrů na retenci a enantioseparaci. Chirální separace čtyř 

stereoizomerů TAP metodou NP-HPLC s rozlišením větším než 2,5 pro všechny 

z enantiomerů bylo dosaženo při použití kolony Chiralpak AD-H s mobilní fází 

heptan/propan-2-ol/diethylamin (980:20:1, v/v/v). Vyvinutá metoda byla validována dle 

požadavků směrnice International Conference on Harmonisaton (ICH).  

  



162 

 

SEZNAM PUBLIKACÍ 

1. Adamusová, H.; Bosáková, Z.; Kozlík. P.; Hortová, K.: Determination of 17β-

estradiol and 17α-ethynylestradiol in mouse fertilizing M2 medium; In: Proceedings, 9th 

International Students Conference „Modern Analytical Chemistry―: Praha 2013, p. 26-

27, ISBN 978-80-7444-023-6. 

 

2. Douša, M.; Lehnert, P.; Adamusová, H.; Bosáková, Z.: Fundamental study of 

enantioselective HPLC separation of tapentadol enantiomers using cellulose-based 

chiral stationary phase in normal phase mode; J Pharm Biomed Anal. 74 (2013) 111-

116. 

 

3. Adamusová, H.; Bosáková, Z.; Coufal, P.; Pacáková, V.: Analysis of estrogens and 

estrogen mimics in edible matrices-A review; J Sep Sci. 37 (8) (2014) 885-905.  

 

4. Bosáková, Z.; Tockstein, A.; Adamusová, H.; Coufal, P.; Šebková, N.; Dvořáková-

Hortová, K.: Kinetic analysis of decreased sperm fertilizing ability by fluorides and 

fluoroaluminates: a tool for analyzing the effect of environmental substances on 

biological events; Eur Biophys J Biophys Lett. 45 (1) (2016) 71-79. 

 

5. Adamusová, H.; Novotná, N.; Bosáková, Z.; Douša, M.: Enantiomeric Separation of 

(R,S)-Aclidinium Bromide with Negatively Charged Gamma-Cyclodextrin by CE; 

Chromatographia 80 (4) 2017 559-563. 

 

6. Bosáková, Z.; Adamusová, H.; Bosáková, T.; Tockstein, A.; Šebková, N.; 

Dvořáková-Hortová, K.: 17β-estradiol signalling is directed by autocatalytic reaction in 

capacitating sperm; bude zasláno červenec 2017 do Scientific Reports. 

 

 

 



163 

 

SEZNAM PŘEDNÁŠEK A PLAKÁTOVÝCH SDĚLENÍ 

Přednášky 

 Adamusová, H.; Studium vlivu 17β-estradiolu a 17α-ethynylestradiolu na 

kapacitaci myších spermií in vitro; Zentiva, Česká republika, Praha, 22. 5. 2011. 

 Adamusová, H.; Bosáková, Z.; Kozlík. P.; Hortová, K.: Determination of 17β-

estradiol and 17α-ethynylestradiol in mouse fertilizing M2 medium; 9
th

 

International Students Conference „Modern Analytical Chemistry―; Česká 

republika, Praha, 23. – 24.9. 2013. 

Plakátová sdělení 

 Adamusová, H.; Bosáková, Z.; Kozlík, P.; Hortová, K.: Use of HPLC-MS/MS 

for monitoring of residual concentrations of 17β-estradiol during mouse sperm 

capacitation in vitro; Separation Science Europe 2011; Londýn, Velká Británie, 

10. – 11. 10. 2011. 

 Adamusová, H.; Kozlík, P.; Repko, P.; Tesařová, E.; Bosáková, Z.: HPLC 

enantioseparation and quantitation of FMOC-derivatized branched amino 

acids; Advances in Chromatography and Electrophoresis 2012 and Chiranal 

2012; Olomouc, Česká republika, 11. – 14. 6. 2012 

 Adamusová, H.; Bosáková, Z.; Kozlík, P.; Hortová, K.: Monitoring of residual 

concentrations of 17β-estradiol during mouse sperm capacitation in vitro by 

HPLC-MS/MS; 9
th

 Balaton Symposium on High-Performance Separation 

Methods; Siofok, Maďarsko, 4. – 6. 9. 2013. 

 Adamusová, H.; Novotná, N.; Bosáková, Z.; Douša, M.: Enantiomeric 

separation of (R,S)-aclidinium bromide with negatively charged cyclodextrin by 

capillary electrophoresis; Advances in Chromatography and Electrophoresis 

2016 and Chiranal 2016; Olomouc, Česká republika, 6. – 9. 6. 2016 

 

 

 

 


