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ABSTRAKT

Tato disertatni prace byla zaméfena na multidisciplinarni charakterizaci interakci mezi
hormony a jejich receptory pii kapacitaci spermii, ktera je findlnim krokem maturace spermii u
savcl a je k oplozeni vajicka kli¢ova. Pro studium byly vybrany tfi estrogenni hormony (178-
estradiol (E2), 17a-estradiol (aE2), 17a-ethynylestradiol (EE2)), které jsou soucasti znecisténi
zivotniho prostfedi. Tyto hormony, jsou nazyvané jako endokrinni disruptory, nebot’ mohou
vyvolat u zivoc¢ichli poruchy hormondalniho systému, a tim negativné ovlivnit fyziologické
procesy vcetné reprodukce. Noveé vyvinutou analytickou HPLC-MS/MS metodou byly
sledovany koncentracni zmény danych estrogenti (E2, aE2 a EE2) béhem casové zavislé
kapacitace mysich, resp. potkanich, spermii in vitro. Pro jednotlivé estrogeny byly definovany
zavislosti koncentrace volného, na spermie nevazaného hormonu na case kapacitace pro tii
vsadkové koncentrace jednotlivych hormonti (200, 20 a 2 pg/L). Ziskané koncentra¢ni hodnoty
byly ptfevedeny na hodnoty relativnich koncentraci, které byly podrobeny kinetické analyze.
Pro interakci jednotlivych hormonti se spermiemi byly navrzeny kinetické modely, které byly
popsany systémem diferencidlnich rovnic s optimalizaci rychlostnich konstant a molarniho
poméru. Optimalizace probihala na zaklad¢ hledani minima absolutnich hodnot rozdilu mezi
teoretickymi a experimentalné ziskanymi hodnotami relativni koncentrace B:. Optimalizované
konstanty byly pouzity pro vypocet teoretickych B(7) kiivek a ve vSech ptipadech byla dosaZena
dobra shoda mezi zméfenymi a vypocitanymi hodnotami relativni koncentrace. Z kinetického
hlediska byl pro vSechny tfi studované hormony pozorovan obdobny pribéh signalizace,
predpokladajici autokatalytickou interakci mezi hormonem a cytoplazmatickymi receptory
spermie za tvorby nestalého aduktu, ktery se ndsledné rozpadé. Kineticka schémata navrzena
pro puasobeni jednotlivych hormond se vSak liSila ve zptisobu jejich transportu skrze
cytoplazmatickou membranu. Vysledky této disertani prace prokéazaly, Ze kinetickd analyza
ma potencial byt vyuZzita jako nastroj pro sledovani a predikci specifickych molekularnich
mechanismi zapojenych do bunécné signalizace v Sirokém spektru fyziologickych 1

patologickych procest.



ABSTRACT

This doctoral thesis was focused on the multidisciplinary characterizatrion of interactions
between hormones and their receptors during sperm capacitation, which is the final step in
sperm maturation in mammals and the key event to achieve egg fertilization. Three oestrogenic
hormones (17p-estradiol (E2), 17a-estradiol (aE2), 17a-ethynylestradiol (EE2)), which are part
of environmental pollution, were selected for the study. These hormones are called endocrine
disruptors as they can cause disorders of the hormonal system in animals, thereby adversely
affecting physiological processes, including reproduction. A new analytical HPLC-MS/MS
method was developed for monitoring of concentration changes of oestrogens (E2, aE2 and
EE2) during time-dependent capacitation of mouse and rat sperm in vitro. For individual
oestrogens, the concentration dependences of free, unbound hormone on the capacitation time
were measured for three concentrations of individual hormones (200, 20 and 2 pg/L). The
obtained concentration data were converted into values of relative concentrations, which were
subjected to kinetic analysis. Kinetic models were proposed for the interaction of individual
hormones with sperm, which were described by a system of differential equations with
optimization of rate constants and molar ratio. The optimization was performed on the basis of
searching the minimum of absolute values of the difference between the theoretical and
experimentally obtained values of the relative concentration B:. The optimized constants were
used to calculate the theoretical B(¢) curves and a good agreement between the measured and
calculated relative concentration values was obtained. From a kinetic point of view, a similar
trend was observed for all three studied hormones, assuming an autocatalytic reaction between
the hormone and the cytoplasmatic receptors of sperm to form an unstable adduct, which
subsequently decomposes. However, the kinetic scheme is proposed to differ in transportation
of individual hormones across the sperm cytoplasmic membrane. The results obtained in this
doctoral thesis showed that kinetic analysis has the potential to be used as a tool for monitoring
and predicting specific molecular mechanisms involved in cell signaling in a wide range of

physiological and pathological processes.
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UvoD

Estrogenni latky jsou pfitomné v organismech a fidi rozsahlou oblast fyziologickych a
biochemickych procesi v piiprave oplozeni vajicka, vcéetné maturace spermii. Shodné
estrogenni latky ¢i jejich farmakologické modifikace se v podob¢ odpadnich produktt dostavaji
do Zivotniho prostfedi, kde mohou negativné ovliviiovat fyziologické procesy organismu a
pusobit jako tzv. endokrinni disruptory (EDC). Vyskyt téchto latek je dasledkem zvySené
produkce a konzumace tfady 1éCiv (zejména antikoncepCnich tablet), podptirnych latek nebo
krmiv. Endokrinni disruptory pfedstavuji toxikologické reprodukéni riziko jiz pti velmi nizkych
koncentracich (ng - pg/L) [1]. Riziko jejich pfitomnosti spocivd v tom, Ze mohou simulovat
chovani endogennich hormonti vazbou na jejich receptory [2]. V dusledku jejich piisobeni se
muze inhibovat sekrece gonadotropin-vylucujiciho hormonu a nasledné luteiniza¢niho
hormonu. Tato porucha hormondlniho systému vede ke snizovani funkce varlat a ovlivnéni
prabéhu spermatogeneze, coz je proces tvorby a vyvoje spermii, na jejimz konci je zrald,
morfologicky diferencovand a funkéni samci pohlavni buiika [3, 4]. O aktudlnosti této
problematiky svédci i fakt, ze kvalita spermiogramu u zZivo€ichd, vcetné ¢loveka, se zhorsuje
[5]. Na zékladé popsanych negativnich ucinkl téchto latek je dulezité mechanismy jejich
pusobeni detailné studovat.

Spermie produkované ve varlatech nejsou zralé a po ejakulaci nemohou po vniknuti do
samic¢iho pohlavniho ustroji oplodnit vajicko [6]. Zatimco se spermie pohybuji samic¢im
pohlavnim ustrojim, podléhaji mnohym biochemickym a molekuldrnim zménam, souhrnné
nazyvanych zrani neboli maturace, kde zdsadnim stadiem je tzv. kapacitace [7]. Ke kapacitaci
in vivo dochazi v d€loze a vejcovodech a tento proces je aktivovan latkami, vyluCovanymi ze
samic¢iho pohlavniho traktu. Pouze kapacitované spermie ziskavaji tzv. progresivni motilitu a
jsou schopny proniknout obaly vajicka pfi procesu znamém jako akrozomadlni reakce (AR) a
oplodnit jej [8]. Sledovani prib¢hu kapacitace a AR in vivo by nebylo technicky mozné, nebot’
probihaji v reprodukénim traktu samice, a proto se veskeré experimenty tohoto druhu provadi
in vitro v kultivaénim médiu, simulujicim in vivo prostiedi [9]. Pro kapacitaci in vitro musi byt
spermie nejprve inkubovany v médiu za presné danych podminek. Aby bylo mozné studovat
vliv do média pfidanych hormond, je dulezité zjistit, do jaké miry je spermie schopna tyto
hormony v priibéhu kapacitace vyvazovat a jaka je dynamika tohoto procesu [10].

Tradi¢né byly estrogeny povazovany za samici pohlavni hormony, ale tyto steroidni
hormony hraji dilezitou roli také u samct. Jsou syntetizovany z androgennich prekurzorii ve

varlatech a jejich plsobeni je nezbytné jak béhem spermatogeneze, procesu, pii kterém se tvoii
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spermie, tak 1 pro funkci jiz zralych spermii. Estrogenni receptory jsou zastoupeny nejen ve
varlatech, ale také v mozku a dalSich dilezitych orgénech [11, 12]. NejaktivnéjSim a zaroven
u obou pohlavi, Gcastni se vyvoje a dozravani samicich a sam¢ich gamet i jejich vzajemnou
komunikaci pfed oplozenim. Jeho nefyziologicky vysoké davky mohou zpiisobit zvySeni
apoptozy (bunécné smrti) samcich zarodecnych bun€k a snizeni poctu spermii [13,14]. Jeho
stereoisomerem je 17a-estradiol (aE2), estrogen, ktery byl povazovan za biologicky neaktivni.
Nedavné studie ukazaly, ze aE2 je schopny se vazat na obé formy jadernych receptort (ERa a
ERp) podobné jako E2, jen s mnohem mensi afinitou. Mechanismus jeho plsobeni neni jesté
zcela objasnén [15]. Mimo fyziologické hormony se mezi estrogeny fadi také synteticky 17a-
ethynylestradiol (EE2), ktery je soucasti oralnich kontraceptiv a jeho mozny negativni vliv na
zivotni prostiedi, potazmo cloveka, je rozséhle studovanym tématem [16].

Metody studia vlivu externé ptidanych estrogennich hormonii na kapacitaci spermii jsou
v literatufe publikovany pouze ojedinéle. Pro studium vlivu estrogenti na kapacitaci kanc¢ich
spermii in vitro byly pouzity imunochemické metody (ELISA, pritokova cytometrie) [17].
Bylo zjisténo, ze stimula¢ni nebo inhibi¢ni vliv zavisi na dob¢ kapacitace, konkrétnim
estrogenu a konkrétnim jedinci. Soucasné€, bylo ukdzano, ze nekteré estrogeny jsou schopné
pfeprogramovat epigenetickou informaci s potencialné negativnim vlivem na sam¢i (muzZskou)

reprodukci [18].
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CiL PRACE

Tato disertani prace byla zaméifena na vyuziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS) pro stanoveni vybranych
estrogennich hormonti v kapacitaénim médiu béhem kapacitace mySich a potkanich spermii.
Studiu byly podrobeny tfi estrogenni hormony, fyziologicky hormon E2, jeho stereoisomer otE2
a synteticky EE2. VSechny vybrané hormony jsou jako endokrinni disruptory piitomny
v zivotnim prostfedi a v urCitych typech potravin, coz pro zivocichy, vcetné cloveka,
ptedstavuje rizikovy faktor s potencidln€ negativnim dopadem na zdravi [19].

Cilem této diserta¢ni prace bylo zjistit, zda hormony E2, aE2 a EE2 mohou se
spermiemi béhem jejich kapacitace interagovat a pokud ano, jaky je mechanismus této
interakce. V rdmci experimentalni ¢asti byly mysi (resp. potkani) spermie vystaveny plisobeni
jednotlivych hormont béhem ¢asové ohranicené kapacitace. Pomoci nové vyvinuté HPLC-
MS/MS metody byly nésledné sledovany koncentraéni zmény studovanych hormont v
jednotlivych ¢asech kapacitace. Ziskané vysledky byly podrobeny kinetické analyze a pro
pusobeni jednotlivych hormoni byly navrzeny pfislusné kinetické modely. Ziskané vysledky
ukdzaly, ze aplikace kinetické analyzy muze slouzit jako vhodny nastroj k predikci nebo
potvrzeni prubéhu biologickych procest, které¢ jsou modifikovany externimi faktory. Tento
novy, multidisciplindrni pfistup miize diky detailnéjSimu popisu dynamiky dé&je pftispet
k hlubS§imu pochopeni mechanismu piisobeni estrogennich hormonli na receptory spermii

béhem procesu kapacitace.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Endokrinni disruptory

Zlazy s vnitini sekreci (endokrinni systém) vyluéuji hormony, které svym specifickym
ginkem zajistuji chod organismu. Ridi jeho vyZivu, rist a reprodukci a podili se také na
udrzovani homeostazy. Endokrinni disruptory (EDC) jsou environmentalni chemické latky
s moznym negativnim vlivem na tyto procesy endokrinniho systému Zzivocichii, potazmo
i ¢lovéka [20]. Disledkem jejich ptisobeni je simulace fyziologickych funkci v téle, nejCastéji
hormonalni regulace vazbou na receptory hormond [21]. EDC mohou ptisobit na jedince,
populace, ale i na cely ekosystém a nésledkem bioakumulace v zivych tkénich mohou
ovliviiovat také jedince jiného zivocisného druhu. Evropskd komise pro zivotni prostredi
klasifikuje EDC jako ,,exogenni latky, popf. jejich smési, které ovliviiuji funkce endokrinniho
systému a nasledné zplsobuji vedlejsi zdravotni ucinky v celém organismu, jeho potomstvu
nebo v subpopulacich* [22].

EDC putsobi dvéma mechanismy: 1) receptor-dependentnim efektem a ii) receptor-
independentnim efektem. V prvnim ptipad¢ se jedna o vazbu EDC na specificky receptor, ¢imz
se mohou aktivovat ¢i blokovat hormonalni funkce, které jsou pak kvalitativné 1 kvantitativné
rozdilné od fyziologického stavu [23, 24]. Je také znamo, ze EDC mohou soucasn¢ interferovat
s riznymi hormonalnimi systémy a nahrazovat ¢i modifikovat funkci endogennich hormoni
jako jsou estrogeny a androgeny. V druhém ptipad¢ zahrnuje mechanismus tc¢inku interferenci
EDC se syntézou, metabolismem nebo transportem hormont, ktery je na receptorech
nezavisly [25].

U clovéka byl zjistén negativni vliv EDC na fertilitu, reprodukci, vyvoj plodu i celkovy
stav metabolismu [26-28]. U zvitat byly zjiStény negativni vlivy nejen na reprodukci, ale také
na chovani napti¢ riznymi druhy, zahrnujicimi ryby, ptdky i savce [29-32]. Piikladem muze
byt feminizace samcii ryb ¢i ptakll v blizkosti Cistiren odpadnich vod nebo jiného vodniho
zdroje [33].

Pocet zndmych EDC stale roste, chemicka povaha EDC je riiznoroda a zahrnuje Sirokou
Skalu latek, jejichz koncentrace se v prirodé zvysuje ptisobenim ¢loveéka [34-36]. Mezi EDC se
fadi 1 tzv. estrogenni endokrinni disruptory (e-EDC), estrogeny nebo chemikalie, které
napodobuji vliv konkrétnich estrogennich hormont na organismus. Negativni vliv téchto latek
na zivoCichy je rtizné silny. E-EDC se do zivotniho prostfedi dostavaji vypousténim odpadnich
vod nebo likvidaci Zivo¢isného odpadu a zahrnuji hormony jak ptirodniho charakteru, napt. E2,

tak syntetické povahy, napt. EE2. Cetné studie uvadgji piitomnost E2 a EE2 v povrchovych
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vodach v koncentracich ng/L az ug/L [37-44]. Oba uvedené estrogeny byly také detekovany ve
vzorcich kall a sedimentii [42, 45-47], coz ukazuje na jejich schopnost dlouhodob¢ pietrvavat

v zivotnim prostiedi [48]. Ve velmi nizkych koncentracich (ppb) mohou byt pfitomny i v pitné

vodé [49-51].

1.2 Receptory a bunééna signalizace

Receptory jsou tvotfeny proteiny, které jsou pfitomny uvnitt ¢i na povrchu buiky, na
kterych je identifikovan urcity chemicky signal. Chemicky signél se tvofi vazbou ligandu
(signalni molekuly) na specificky receptor, kterym buitka komunikuje s jinou buiikou, ptipadné
sama se sebou. Samotnou vazbou pak vzniké kaskada reakci, zahrnujici transkripci, translaci
nebo dokonce zménu morfologie celé bunky. Nejcastéji je pouze jeden ligand schopny vazat se
na jeden receptor a zprostiedkovat tzv. bunéénou odpoveéd neboli bunécnou signalizaci.

Existuje nékolik riznych typi bunécnych signalizaci, zavisejicich pravé na typu ligandu
a na jeho vazb¢ na prislusny receptor, které mohou byt rozdéleny na autokrinni, synaptické,
parakrinni a endokrinni (hormonalni). Autokrinni signalizaci komunikuje buiika sama se sebou,
uvolni tedy ligand, ktery se vaZe na jeji vlastni receptor. Synapticky komunikuji sousedni
bunky, které jsou v blizkém kontaktu. Parakrinni signalizaci se popisuje d€éj mezi buikami,
které od sebe nejsou daleko a pti endokrinni signalizaci buiika vysle ligand (nejcastéji hormon)
k receptoru jiné buniky ptes krevni obéh [52].

Bunécné receptory se rozdéluji na intracelularni a transmembranové, které se dale déli
na receptory spiazené s G-proteinem (GPCRs), spfazené s enzymem a ionotropni. Na jaky
receptor se bude vazat jaky ligand je dano schopnosti ligandu rozpoustét se ve vodé. Hydrofébni
ligandy mohou prostoupit cytoplazmatickou membranou bunky a reagovat tak
s intracelularnimi receptory. Naopak hydrofilni ligandy se vazi na transmembranové receptory
na povrchu buiky.

Intracelularni receptory, cytoplazmatické (cER) nebo jaderné (nER), podle toho, kde
jsou v buiice umistény, ptisobi jako transkripcni faktory DNA a po navazani signdlni molekuly,
napf. hormonu, vstupuji receptory do jadra a reguluji transkripci genii [53-55]. Cely tento
proces se oznacuje jako genomicky mechanismus uc¢inku hormonu. Genomicky mechanismus
trva fddové minuty az hodiny a jde o relativné pomalou reakci. Na druhou stranu, tzv.
negenomicky, rychly mechanismus pfenosu signalu v cytosolu, ktery trva v fadu sekund az
minut, se vyskytuje u membranovych proteinli [56, 57]. Rozdil mezi obéma mechanismy je

nejenom v rychlosti jejich piisobeni, resp. aktivaci, ale souc¢asné i v mechanismu inhibice.
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Genomicky mechanismus oproti negenomickému vede pies inhibitory RNA-polymerasy
(cykloheximid nebo aktinomyocin D). Pfes odlisSné plsobeni se oba mechanismy mohou
navzajem ovliviiovat a pak je vysledny déj déan jejich spoluptisobenim [58]. Zjednodusené
schéma plisobeni obou mechanismti je ukazano na obr. 1.

Vétsina intracelularnich receptort nepotiebuje tzv. sekundarni posly k piedani signalu.
Naopak u transmembranovych receptorti dochazi po navazani ligandu k signélni transdukei,
tzn. k pfenosu signalu z receptoru do nitra buniky. Nasleduje intraceluldrni signalizace, ktera

zahrnuje sekundarni posly, diky kterym dojde ke zméné€ chovani burniky [59, 60].

Estrogen

d ?
.

Signaling Signaling
cascade cascade
M
3 ~ Genes
T RNA \
Protein
synthesis

Obr. 1. Zjednodusené schéma genomického a negenomického mechanismu interakce estrogenu

s receptorem [61].

1.2.1 Estrogenni receptory

Estrogenni receptory (ER) se fadi mezi steroidni intracelularni receptory, na které se
vazi pohlavni hormony estrogeny. V tkanich reproduk¢nich organii se nachazeji jak u samic v
dé€loze, vajecnicich a samicich zarode¢nych buiikach, tak u samctli, a to v nadvarlatech,
varlatech, ale jsou pfitomny i na povrchu spermii [62-67].

Jak bylo popsano vyse, existuji dva mechanismy ptisobeni estrogenti na ER, a to pomaly

genomicky mechanismus a rychly negenomicky mechanismus [68]. Primarni mechanismus
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pusobeni zahrnuje genovou expresi jadra, resp. transkripcni aktivitu, v némz se estrogen vaze
na estrogenni receptory a jejich konformacni zmény moderuji miru exprese mRNA (efekt se
pocita v tadech hodin po expozici estrogenem). Pied vazbou s estrogenem se receptory
nachazeji v cytosolu bunky, konkrétné¢ navazané v komplexu s chaperonem HDP9O.
Hydrof6bni ligandy, jako je napt. E2, prochdzi membranou samovolnou difiizi a mohou se tedy
navazat na receptory uvniti bunky [8, 15]. Navazani estrogenu na receptor uvolni chaperon
z komplexu a receptor je tak schopen konformacnich zmén, které nasledné umoznuji transkripci
specifického genu [57, 69]. Tento model spada do genomické kategorie a vyzaduje Cas a
transkripéni aktivitu buiiky. Druhy, tzv. negenomicky mechanismus, neni spojen s genovou
expresi a predpokladd vznik rychlé signalizacni kaskady, kterd mtize byt vyvolana vazbou
estrogenu jak na jaderné estrogenni receptory nebo na receptory lokalizované v cytoplazmé ¢i
mitochondriich, tak na receptory asociované s cytoplazmatickou membranou [13, 70]. Po
navdzani estrogenu interaguji membranové receptory se specifickymi proteiny tak, aby
stimulovaly rychlé signaly a spoustély aktivaci n€kolika transdukénich drah. Vysledkem je
aktivace transkrip¢nich faktord, coz vede k regulaci genové exprese [71-73].

Jaderné estrogenni receptory existuji ve dvou formach, a to jako ERa a ER, majici
velmi podobnou sekvenci a mechanismus plisobeni, avSak rozdilnou velikost vazebné domény
[74, 75]. Vliv estrogend, a tedy i1 funkce a exprese estrogennich receptort je predmétem mnoha
buiikach a tkadnich a fidi kli€¢ové fyziologické funkce v riiznych organovych systémech stejné
tak jako ve specifickych tkanich. ERa mé vyznamnéjsi roli na zachovani kosterni homeostazy
a regulaci metabolismu, naopak ER3 ma hlubsi G¢inek na centralni nervovy a imunitni systém
[64, 77-79]. Konkrétn€ pak v saméim reprodukénim traktu jsou obé formy pfitomny v
somatickych 1 zarode¢nych buiikach varlete a nadvarlete v zavislosti na druhu [80-83]. Uvadi
se, ze ERP je exprimovan v ramci celého reprodukcniho traktu samct, na rozdil od ERa, ktery
semenotvornym epitelem naptic riznymi druhy savct [80-83]. Pfitomnost ERa a ERP a jejich
aktivita byly sledovany u rozdilnych Zivo€isnych druhti za vyuziti Siroké palety metod, a mozné

interpretace jsou doposud soucastni badani [84]. Struktura obou forem je ukdzand na obr. 2.
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Obr. 2. 3D krystalicka struktura ERa (vlevo - dimer) a ERB (vpravo) s navazanym E2 [67].

Mimo jaderné receptory existuji také piiklady estrogennich receptord, nachazejicich se
na membrang, napf. estrogenni receptor 1 spfazeny s G-proteinem (GPER), jejichz ptitomnost
je dobfe popsana ve varlatech [85-88]. Estrogeny se na n¢ vSak vazi s mensi afinitou, nez na
jaderné ER [89-91]. Jak ER, tak GPER, se ui¢astni buné¢né signalizace a pravdépodobné ptisobi
koordinovanym zplsobem. Jednotlivé typy estrogennich receptori se lisi na zakladé
genetickych, biologickych a biochemickych parametrt a vykazuji odlisné fyziologické funkce.
Kromé toho jsou tyto receptory lokalizovany v riznych subcelularnich prostfedich, mayji
jedine¢nou vazebnou charakteristiku a odlisné interaguji se selektivnimi ligandy podporujicimi

specifické reakce [91-96].

1.3 Steroidni hormony

Steroidni hormony, ke kterym patii estrogeny, androgeny, gestageny (progestiny) a
kortikosteroidy, jsou lipofilni, nizkomolekularni a biologicky aktivni latky. Jsou syntetizovany
z cholesterolu, ktery je tvofen cyklopentaperhydrofenantrenovym skeletem, také oznacovanym
jako steran, procesem zvanym steroidogeneze, ktery je uveden na obr. 3 [97, 98]. Jednotlivé
skupiny steroidii se lisi v pozicich funkénich skupin na steranu nebo ve stupni oxidace tohoto
skeletu. Funkéni skupiny steroidit mohou byt navic jak v ekvatorialni, tak v axidlni roving, diky
¢emuz jsou biologicky aktivni. Steroidni hormony mohou byt rozdéleny do dvou skupin, a to

na endogenni a exogenni hormony [99].
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Obr. 3. Schéma procesu steroidogeneze [97].

1.3.1 Estrogeny

Estrogeny jsou steroidni latky, reprezentujici sami¢i pohlavni hormony, které soucasné
hraji klicovou roli v reprodukci samic i samct. U samic stimuluji vyvoj sekundarnich
pohlavnich znakt a jsou zodpovédné za metabolické, behavioralni a morfologické zmény, ke
kterym dochazi béhem reprodukcnich fazi [100]. Zpiasobuji rist a vyvoj délohy, pochvy a
vejcovodi, ale i fady dalSich tkani. U samct reguluji reprodukci, napf. transport a koncentraci
testikularni kapaliny a anabolickou aktivitu androgenii [101, 102]. Krom¢& reprodukce jsou
estrogeny dulezité i v metabolismu proteind, tukd, mineralt a cukrii. Béhem poslednich let
vyzkumu bylo zji§téno, ze estrogeny, interakci s fadou neurotransmiterti v mozku zvifat 1 lidi,
ovliviluji proces poznavani, naladu a maji i protizdnétlivy efekt [101, 103-106].

U samic jsou estrogeny syntetizovany z testosteronu primarné¢ ve vajecnicich a placent¢,
u samctl naopak v malé koncentraci ve varlatech, ale také v jatrech, tukové tkéni, srdci a mozku

[107-109]. Jak bylo popsano v kapitole ,,1.2.1 Estrogenni receptory®, pfitomnost estrogent
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v sam¢im reprodukénim traktu mnoha savct je stile predmétem diskuzi. U samcl jsou
estrogeny pfeménovany z androgenli pomoci aromatasy cytochromu P450 spermatogennimi
buitkami vSech stadii a somatickymi buitkami varlete [110]. Vyssi koncentrace estrogent byla
popsana v reprodukénim traktu a spermatu nez v séru [81]. Mnohé studie prokazaly vazbu
estrogenti v fad¢ samcich tkanich, kde tyto vazby na konkrétni receptory zpiisobuji zmeénu nejen
v sam¢im chovani, ale i ve vyvoji a funkci reprodukénich orgdnt. Podavani estrogenti vyvolalo
rizné reprodukéni patologie, a to zejména béhem vyvoje savci. Studie na transgennich mySich
s naruSenou estrogenni signalizaci prokazaly klicovy vliv téchto hormona na fyziologické
funkce organismu. Naptiklad funkce nadvarlat je zavisla na vazb¢ estrogenii na ER a v ptipadé
nefunkcnosti této vazby dochazelo k nefyziologickému transportu iontl a resorpci vody, coZ
m¢élo za nasledek vznik abnormalnich spermii. Nefunk¢nost vazby estrogenti na ER ¢i absence
aromatasy cytochromu P450 také ovliviiuje tkdné mimo reprodukéni trakt, jako je mozek,
tukova tkan, kosterni svaly, kosti nebo kardiovaskularni tkan sameii [111-114].

Estrogeny maji tetracyklickou strukturu, skladajici se z jednoho fenolického, dvou
cyklohexanovych a jednoho cyklopentanového kruhu. Navzajem se li§i konfiguraci na uhlicich

C16 a C17 cyklopentanového kruhu [115, 116]. Struktury estrogent jsou uvedeny na obr. 4.

E1 E2 aE2

E3 EE2

Obr. 4. Chemicka struktura estrogenti: estron (E1), 17B—estradiol (E2), 17a—estradiol (aE2), estriol
(E3) a 17a—ethynylestradiol (EE2).

Ze struktur ptirodnich estrogent je patrné, ze jde vétSinou o hydrofobni latky, malo

rozpustné ve vode¢. Rozpustnost ve vod¢, charakterizovana koeficientem Sy, a rozdélovaci
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koeficient oktanol/voda Kow jsou povazovany za klicové parametry z hlediska posouzeni
chovani estrogenti v zivotnim prostfedi [43, 117, 118]. Slouceniny s velkou molekulovou
hmotnosti a hodnotami log Kow vy$$imi nez 5 jsou povazovany za velmi hydrofobni, maji
vysoky sorp¢ni potencidl a mohou byt primarné odstranény koagulaci [43, 119, 120]. Pro
estrogeny se hodnota log Kow pohybuje okolo 4 a rozpustnost ve vod¢ je okolo 13 mg/L. Jejich
konjugaty (sulfaty nebo glukuronaty), vzniklé biotransformaci, nejsou biologicky aktivni, ale
jsou daleko vice rozpustné ve vode nez ptivodni estrogeny [121]. Vybrané fyzikaln¢-chemické

vlastnosti estrogenti jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Vybrané fyzikalné-chemické vlastnosti estrogend [120].

hormon vzorec  bodtini M, logK, pKa rozpustnost
°C (mg/L)
estron CisH»0O, 258260 2704 3,43 10,3 13
estriol CisH2403  280-282 2884 2,45 10,5 13,3
170-estradiol CisH240, 178-179 2724 4,01 10,3 13,3
17p-estradiol CisHxO, 178-179 2724 394 10,6 13
17a-ethynylestradiol =~ CxH»4O, 182-183 2964 3,67 104 4.8

Hydrofobni charakter estrogenil jim dovoluje prostupovat cytoplazmatickou membranu
volnou diftizi a vadzat se na hydrofobni povrch proteinli nebo dalSich makromolekul. To
umoziuje estrogentim vazat se jak na membranové receptory, tak na receptory intracelularni a

zajist'uje jim fadu biochemicky G€inki s riznou kinetikou [88, 122, 123].

17B-Estradiol

vvvvvv

obratlovct. Prakticky veskeré poznatky, které byly popsany v kapitole ,,1.3.1 Estrogeny*, se
tykaji hormonu E2. Jak jiz bylo popsano, E2 krom¢ jiného reguluje reprodukci u samic a samcii,
ucastni se vyvoje a dozravani gamet a jejich vzajemné komunikace pfed oplozenim [124].
Biologicka aktivita E2 je jako u vSech estrogenil zavisla na jeho vazbé na jaderné estrogenni
receptory, kdy je schopny vazat se se stejnou afinitou na ob¢ jeho formy (ERa a ERB) [125].
Interakce mezi E2 a ER byla popsdna nejen prostfednictvim jadernych receptort, ale
také membranovych (mER) a cytoplazmatickych receptori (cER). Tyto receptory mohou mit

stejné slozeni a jsou pouze translokovany z jadra do membrany nebo mohou pfedstavovat novy
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typ ER. Krom¢ ER byla schopnost vazat a pienaset E2 pies cytoplazmatickou membranu
popsana i pro neestrogenni, s membranou asociované proteiny. Na koncich transportnich
receptori je E2 schopen pronikat skrze cytoplazmatickou membranu dokonce bez dalsi pomoci
[61].

Koncentrace E2 a dalSich estrogent je pohlavné i druhové specificka, stejné jako
exprese steroidnich receptorti [126]. U samcl se koncentrace estrogent v krevni plazmé
pohybuje v rozmezi 2-180 pg/mL, konkrétné u potkanti a mysi se koncentrace E2 pohybuje v
rozmezi 2-25 pg/mL, ale v tekutin€ rete testis (sit’ kanalkli na zadni strané varlete) je 250 pg/mL
[127, 128]. Sérova koncentrace E2 u samic potkanil se pohybuje v rozmezi 30-90 pg/mL [129],
v ovarialni tekutiné u potkanti a mysi se pohybuje v rozmezi 145-2100 pg/mL v zavislosti na
fazi estralniho cyklu [126]. Podobné u muzi je koncentrace E2 v krvi z perifernich zil okolo 20
pg/mL ale 50krat vyssi (1 ng/mL) je ve spermatické véné [130]. Jeho nefyziologicky vysoké
davky vSak mohou zplsobit zvySeni apoptdzy samcich zarodeénych bunék a snizeni poctu

spermii [13, 14].

17a-Estradiol

17a-Estradiol je ptirodni endogenni stereoisomer hormonu E2. Je produkovan v malych
mnozstvich v ovarialnich folikularnich buiikach u netéhotnych Zen a nésledné preménén na
estron €1 E2. AvSak na rozdil od jinych estrogenti neni schopen vyvolat rist délohy [131, 132].
Jeho biologicka aktivita, druhové 1 tkanove specificka, se pohybuje mezi 1,5 az 5 % aktivity E2
[133-135]. Bylo zjisténo, ze aE2 je schopny vazat se na obé formy jadernych receptorti (ERa a
ERp, genomicky mechanismus), podobné jako E2, jen s mnohem mensi afinitou [136]. Stejné
tak je schopny véazat se na mER receptory pfitomné v mozku (ER-X, negenomicky
mechanismus), kdy ma tato vazba vliv napf. na relaxaci déloznich mékkych svall a aktivitu
mozku [137-140]. ZvySené koncentrani hladiny aE2 byly nalezeny také v postnatalnim
a dospélém mozku a nadledvinkdch u obou pohlavi mysi a hypoteticky je aE2 v mozku i
lokalné¢ syntetizovan. Jeho vazba na ER-X pravdépodobné souvisi s autokrinnimi a
parakrinnimi funkcemi na vyvijejici se 1 dosp€ly mozek [139]. V malych koncentracich byl
hormon nalezen také v lidské moci ¢i séru [141].
ucinky, ale také schopnost inhibovat aktivitu Sa-reduktasy, enzymu, ktery méni testosteron na
dihydrotestosteron. Hormon ma také silnou neuroprotektivni aktivitu a schopnost chranit buniky

pred oxidac¢nim stresem [142-145].
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Fakt, ze pouze mysi samci, ale ne kastrovani samci ¢i samice, reagovali na 1écbu pomoci
aE2 naznacuje, Zze je hormon pohlavné specificky [15]. Plsobeni aE2 bylo také studovano
v souvislosti s modulaci obezity, zprostiedkované ovariektomii a ubytku kostni hmoty
[133, 146, 147]. Bylo ukazano, ze 1écba mySich samcti hormonem oE2 prodluzuje jejich
prumérnou délku zivota [15, 133, 148, 149] a zlepSuje toleranci na glukozu [150, 151].

Nov¢é studie ukézaly, ze aE2 hraje diilezitou roli v metabolismu savcii jako je regulace
homeostazy glukdzy u obou pohlavi mysi a produkce a uvoliiovani inzulinu u samct, vliv na
regulaci glukoneogeneze nebo zlepSeni metabolickych parametri u samcti mysi i
potkand [15, 152]. Mechanismus jeho plisobeni vSak zlistdva predmétem diskuze, i kdyZ aE2
vyvolava podobnou genomickou vazbu a transkripcni aktivaci prostfednictvim estrogennich

receptori jako E2 [15].

17a-Ethynylestradiol

17a-Ethynylestradiol je synteticky hormon odvozeny od piirodniho E2, ktery byl
poprvé syntetizovan v roce 1938 Inhoffenem a Hohlwegem. Na rozdil od E2 mé v pozici C17
cyklopentanového kruhu jesté navdzanou ethynylovou skupinu. V roce 1961 byl poté pouzit
jako prvni kontraceptivum a diky jeho odolnosti vii¢i jaternimu odbouravani je dodnes vyuZzivan
spolecné s progestiny jako hlavni slozka v hormonalni antikoncepci [16]. Kromé antikoncepce
se mezi dalsi aplikace EE2 v humanni mediciné fadi také 1éc¢ba naptf. menopauzalniho a
postmenopauzalniho syndromu, rakoviny prostaty (inhibici Sa-reduktasy v epididymalni tkéni,
snizujici hladinu testosteronu), rakoviny prsu u zen po menopauze, osteopordézy nebo
estrogenova substitucni terapie [16, 153-157].

Pravé disledkem pouzivani antikoncepce se EE2 vylucuje z téla moci, bud’ ve volné
form¢ nebo jako glukuro— ¢i sulfokonjugat, a dostdva se tak do odpadnich, povrchovych a
podzemnich vod, kde funguje jako e-EDC [158, 159]. Jeho koncentrace se v podzemnich a
povrchovych vodéach pohybuje v rozmezi setin az jednotek ng/L, v odpadnich vodach se miize
pohybovat do desitek az stovek pg/L [160, 161]. Kvli své vysoké odolnosti viici biodegradaci
a tendenci akumulovat se v sedimentu a ptidé ptedstavuje v zivotnim prostiedi velmi vysokeé
riziko. Substituci ethynylu na C17 se stava extrémné stabilni viici oxidaci [162-165]. U lidi je
vazebna afinita EE2 k obéma formam ER jeden az dvakrat vyssi nez v ptipadé E2 a ukazalo se,
ze u nekterych druht ryb je az pétkrat vyssi. Tato vySsi afinita k receptoru ukazuje, ze EE2
muze byt ucinnéjsi estrogenni slouc¢eninou, pokud jde o vyvolani estrogenni reakce (zména

urceni pohlavi, oddaleni pohlavni dospélosti, snizeni sekunddrnich pohlavnich znaki) ve
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srovnani s pfirozené¢ produkovanym E2, a to jiz pfi velmi nizkych koncentracich

(ng/L) [43, 166, 167].

1.4 Spermie

Sam¢i pohlavni buiika, spermie, vznikd ve varlatech procesem spermatogeneze, kdy
v procesu meiosy z diploidni sam¢i pohlavni buiiky, tzv. spermatogonie, vznika haploidni
spermatocyt a nasledné v procesu spermateliosy se morfologicky diferencuje druhové
specificka funk¢ni pohlavni buiika, spermie. Ta je tvofena hlavickou, krékem a bic¢ikem.
Hlavicka je sloZzena ptevazné z jadra a akrozomu, které obklopuje cytoplazmatickd membrana.
Krcek slouzi jako spojovaci ¢ast mezi hlavickou a bi¢ikem a bicik, ktery se rozdé€luje na hlavni,
stiedni a koncovou ¢ast, a slouzi k pohybu spermie [168].

Jednou ze zésadnich komponent spermie z hlediska interakce spermie a vajicka je
cytoplazmatickdi membrana obklopujici hlavicku spermie. Ta je tvofena zejména
fosfolipidovou dvojvrstvou obsahujici cholesterol a receptory. Cytoplazmatickd membrana
hlavi¢ky spermie je strukturovana na jednotlivé domény, tzv. kompartmenty, jejichz sloZeni je
druhové specifické a prochdzi zménami béhem epididymalni maturace, ejakulace a nasledné
maturace v reprodukénim traktu samice, zakoncené findlnim maturaCnim procesem tzv.
kapacitaci. V pribchu téchto procesit dochdzi v cytoplazmatické membrané hlavicky spermie
k zménam v obsahu cholesterolu, ktery urcuje jeji tekutost (viz kapitola ,,1.4.2 Kapacitace
spermie), v reorganizaci a aktivité interak¢nich a vazebnych proteint, jakozto i receptori
véetné ER [7, 169].

Morfologické znaky spermii, v€etné tvaru hlavicky a délky bic¢iku, ale 1 poctu
produkovanych spermii, se u savet lisi, a pfitom neplati, Ze ¢im vetsi hmotnost savce, tim delsi
spermie [170]. I samotny samici reprodukéni trakt ma u saveti vliv na morfologii spermie [171].
Obecné plati, ze Sitka a délka hlavicky spermie se mezi riznymi druhy savct 181 kviili rozdilné
velikosti akrozomu a jadra. Rozdily v bi¢iku mezi jednotlivymi druhy byvaji nejcastéji v délce
jeho stfedni a hlavni ¢asti [170, 172]. Pravé délka téchto ¢asti mize byt kriticka pfi uré¢ovani
rychlosti pohybu spermii a oplodnéni vajicka jako odpovéd’ na reprodukéni chovani ptislusného

druhu, odrazejici se v morfologii spermie [173-175].
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Obr. 5. Odlisné morfologické tvary hlavicky spermie pied (a, c, €) a po akrozomalni reakci (b, d, f),
vizualizované pomoci imunofluorescen¢niho znaceni F-aktinu (faloidin — FITC), a, b) lidska spermie,

¢, d) spermie kiecka, e, f) spermie potkana; métitko =5 um [176].

1.4.1 Kvalita spermii

Morfologie nékterych spermii miize byt patologicka, napt. prilis velka ¢i mala hlavicka,
pocet hlavicek nebo bi¢ikli, a v takovém ptipad€ neni spermie schopna oplodnit vajicko.
Morfologie spermii odrazi zejména pritbéh spermatogeneze [177]. Mimo morfologii se kvalita
spermii také hodnoti objemem ejakulatu, koncentraci spermii, celkovym mnoZstvim spermii
v ejakulatu, motilitou (pohyblivosti) a viabilitou (Zivotaschopnost) spermii [178, 179].

Béhem dozravani spermii v sami¢im reproduk¢énim traktu, pfi kapacitaci, procesu
nezbytném pro oplodnéni vajicka, ktery je detailné¢ popsan v kapitole ,,1.4.2 Kapacitace
spermie, prochdzeji spermie zménami, zahrnujicimi zménu motility [180, 181]. Spermie
izolované z cauda epididymis (ocas nadvarle) vykazuji po kapacitaci in vitro progresivni
motilitu, kterd se vyznacuje vysokou rychlosti a symetrickym ohybem bi¢iku s nizkou
amplitudou [182]. Shodné pii fyziologickém oplozeni, spermie po ejakulaci do samiciho
reprodukéniho traktu kapacituji a po izolaci z vejcovodi rovnéz vykazuji intenzivni a
progresivni motilitu [183]. Tato zména motility, ozna¢ovana jako hyperaktivace, je nutnd pro
oplodnéni vajicka a usnadnuje prinik spermie pfes extracelularni obal vajicka tzv. zona
pellucida [7, 184, 185].

Techniky, které zkoumaji pohyb spermie, poskytuji podrobné analyzy dynamiky

pohybu bic¢iku i hlavicky a jsou zvlasté uzitecné pro urceni, zda kapacitace u spermii probéhla,
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¢inikoliv [7, 8]. Idedlnim systémem pro hodnoceni motility spermii je pocitacem fizend analyza
spermii znama jako systém CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), ktera kombinuje
mikroskopické pole, videokameru s vysokym rozliSenim a pocitacovy software. Motilita
spermie je urCena tak, ze pocitacC identifikuje a sleduje kazdou spermii, ktera se nachazi v
mikroskopickém poli na pracovnim sklicku. Béhem zlomku sekundy je analyzovana dréaha,
kterou spermie urazi a nasledné je uréeno nékolik kinematickych parametrti, napt. celkova
motilita (procento spermii vykazujicich jakykoli pohyb), progresivni motilita (procento spermii
pohybujicich se rychle a linedrn€ — Spatnd < 30 %, uspokojiva 30-59 %, dobrd > 60 %), rychlost
spermii (na stupnici od 0 — nehybné, az 4 — rychlé) a linearita (procento spermii pohybujicich
se po piimé draze) [186, 187].

V dnesni dobé¢ je na trhu nékolik systémtt CASA, napt. Sperm Class Analyzer (SCA),
ktery méfi koncentraci a pohyblivost spermii zpracovanim snimkt, ziskanych mikroskopii
s fazovym kontrastem. Hlavni vyhodou je vysoka ptesnost a spojeni s rozsahlou databazi, ktera

zahrnuje vice nez 60 riznych zZivocisSnych druht [188].

1.4.2 Kapacitace spermii

Kapacitace je findlnim dé&jem v maturaci spermii savcd, ke které dochazi
v reprodukénim traktu samice a je klicovym déjem, nezbytnym pro schopnost spermie oplodnit
vajicko [8]. Zahrnuje kaskadu biochemickych 1 fyziologickych zmén, mezi které patii nartst
fluidity cytoplazmatické membrany snizenim koncentrace cholesterolu (tzv. cholesterolovy
eflux), otevieni iontovych kanalli ke zvyseni intracelularni koncentrace vapenatych iontl a s
tim spojené zvySeni intracelularniho pH a fosforylace proteinti, zvlasté na tyrosinovych
zbytcich. In vivo probihé kapacitace hlavné€ v samici déloze a vejcovodu, kde spermie setrvava
az do ovulace samice, aby doslo k synchronizaci kapacitace a uvolnéni vajicka ptipraveného
k oplodnéni [8, 189].

Cely pribéh kapacitace je usnadnén latkami nachazejicimi se v sami¢im pohlavnim
traktu, konkrétné v oviduktalni tekutin€, napf. pomoci ptitomného albuminu, ktery zajist'uje
uvoliiovani cholesterolu z cytoplazmatické membrany hlavicky spermie [190-192]. Béhem
kapacitace se také méni membranovy potencial z ptiblizné¢ -30 na -60 mV. Tento pokles je
zpusoben nahlym uvolnénim draselnych ionti z buiiky, které nasledné ovliviiuji kanaly pro
transport vapenatych iontl [189, 193, 194]. Kanaly se oteviraji a extracelularni vapenaté ionty

vnikaji do buiiky. Véapenaté ionty jsou nutné pro akrozomalni reakci a také fuzi sam¢i a samici

27



membrany béhem oplozeni [192]. Nasleduje tyrosinova fosforylace (TyrP), ovliviiujici chovani
proteinti [192, 195].

TyrP je zakladni posttranslaéni modifikaci proteint, ktera je nezbytnad pro modulaci
aktivity proteinti i jejich interakcniho potencidlu a je kliova pro pienos signalu v buiice i mezi
bunkami [196]. TyrP je zprostfedkovana protein tyrosinkinasami (PTK), enzymy, které
katalyzuji prenos y-fosfatu z adenosintrifosfatu (ATP) na hydroxylovou skupinu tyrosinového
zbytku ptisluSného proteinového substratu. Reverzni reakce, tedy Stépeni fosfat-esterové vazby,
ktera ma relativné vysokou vazebnou energii, katalyzuje vznik ATP [197, 198]. Zralé spermie
jsou sice diferencované a vysoce kompartmentované buiiky, ale postradaji jakoukoli vétsi
transkripéni nebo transla¢ni aktivitu. Proto je u nich TyrP tak dualezitd [189]. Aktivace
specifickych signalnich transdukénich drah vedoucich k TyrP je soucasti zmén pii kapacitaci
spermie. Pravé zvySeni TyrP je dilezitym markerem, ktery pomdha urcit, zda kapacitace u
spermii probéhla, ¢i nikoliv [7, 8]. Nedavna studie ovSem ukézala, Ze zvySeni TyrP nemusi mit
zéasadni negativni dopad na plodnost a nedostatek TyrP in vivo lze obejit dosud nezndmym

mechanismem [199].

Obr. 6. Imunofluorescencni detekce fosforylace tyrosinu proteini u epididymalnich spermii mysi. (A)
TyrP-pozitivni hlavicka spermie a (B) TyrP-negativni hlavicka spermie a pozitivni stfedni ¢ast bic¢iku;

méfitko = 20 pm [200].
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Po dokonceni kapacitace je zrala spermie schopna projit akrozomalni reakci (AR), ktera
je nezbytnd pro oplodnéni vajicka. Intaktni spermie se pfed AR vazi na zona pellucida
specifickymi receptory, které jsou lokalizovany na anteriorni ¢asti hlavicky spermie. Vazbou
spermie k zona pellucida se aktivuji specifické GPER-proteiny v cytoplazmatické membrané
spermie, které hraji illohu ve zvyseni intracelularni koncentrace vapenatych iontli, nutné pro
zdarny prub¢h AR. Pfi AR dochézi k uvolnéni lytickych enzymd, diky nimz je spermie schopna
projit vnéjsimi obaly vajicka [189, 192, 201].

In vitro lze proces kapacitace uskutecnit za piesn¢ vymezenych podminek, a to pomoci
inkubace spermii pfi teploté 37 °C v atmosféte s 5% obsahem CO; v kapacitacnim médiu, které
simuluje oviduktalni tekutinu a mimo jiné obsahuje albumin a vépenaté ionty [7, 189]. Bylo
prokazano, ze kapacitaci in vitro ovliviiuji EDC, vcetné estrogeni, které mohou také zvysit jeji
rychlost [17, 126, 202-204]. E2 a jeho analogy indukovaly nejen fyziologickou, ale i spontdnni
AR [205]. Naopak zvySend koncentrace E2 negativné ovliviiuje, resp. snizuje, UspéSnost AR
v pritomnosti pogesteronu, ktery je sekretovan v reprodukénim traktu samic a je rovnéZz soucast
ovula¢ni tekutiny. Bylo ukéazéno, ze E2 snizuje schopnost spermii projit progesteronem

indukovanou AR [203, 205] a zapficinuje sniZzeni hyperaktivace [206-208] a TyrP [207, 208].

1.5 Stanoveni estrogenu

Pro identifikaci a stanoveni estrogent (nejcastéji E2 a EE2) v biologickych matricich
bylo vyvinuto a publikovano n¢kolik metod. V minulosti se pro jejich stanoveni v tekutych
biologickych matricich jako je sérum nebo plazma pouZivala zejména immunoanalyza
[209, 210]. Tato technika je vSak Casové naroc¢nd a trpi zkiiZenou ,,cross* reaktivitou, coz
znamena, Ze miZe vykazovat pozitivni vysledky i pro jiné, podobné analyty a tim vykazovat
nizkou spradvnost a omezenou citlivost [209-211]. Proto metody, zalozené na bazi reakce
s protilatkami, velice Casto vyZaduji oddélené testovani pro kazdy biomarker, to znamena, ze
kazdy estrogen musi byt kvantifikovan zvIast’. Z tohoto diivodu se v analyze estrogenli zacaly
vice uplatiovat analytické metody jako je kapilarni elektroforéza (CE), micelarni
elektrokinetickd chromatografie (MEKC) a zejména plynové chromatografie (GC) a kapalinova
chromatografie (HPLC) s riznymi zpusoby detekce. To omezilo ¢i eliminovalo zkiizenou
reaktivitu, podstatné zvysilo citlivost stanoveni a umoznilo soucasné stanoveni testosteronu
vedle EE2 a dalSich estrogenti [212-214]. V posledni dobé bylo vyvinuto i nékolik biosenzort,

umoziujicich rychly screening E2 v mo¢i [215-218].
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GC je obecné rychld a citlivda metoda, ale v pfipad¢ estrogennich hormonti o nizké
molekulové vaze a malé t¢kavosti je pred vlastni analyzou nutna jejich derivatizace. Pro detekci
ptfirodnich i syntetickych estrogennich hormonti v biologickych matricich bylo vyvinuto
neékolik zplsobii derivatizace, napt. s N,O-bis(trimethylsilyl)-trifluoracetamidem [219].
Derivatizacni krok je vSak ¢asové ndrocny a muze pfi ném dojit ke ztraté vzorku. Proto
v poslednich letech pfevazuje pro analyzu estrogennich hormont kapalinova chromatografie,
kterd neni limitovana t€kavosti analytl, ani jejich teplotni nestabilitou. Zejména spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni, potazmo tandemovou hmotnostni spektrometrickou
detekci (LC-MS, LC-MS/MS), se pii analyze estrogennich hormoni v biologickych matricich
uplatiiuje nejcastéji, o Cemz svédci fada publikaci [214, 220-222]. V podstatné mensi mife je
pouzivana detekce diodovym polem (DAD) nebo fluorescen¢ni detekce (FD) [223, 224].

V ptipadé LC-MS techniky se pro ionizaci estrogennich hormont (zejména E2 a EE2)
muze pouzit ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
nebo fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), jak v pozitivnim, tak negativnim ionizacnim
modu. Pfi méfeni v pozitivnim ionizaénim moédu mohou byt hormony pfedem derivatizovany
dansylchloridem (DNS-CI), aby se dosahlo vyssi u¢innosti ionizace [225-227]. To bylo vyuZito
napf. pii stanoveni 12 endogennich estrogent a jejich intaktnich konjugati v krvi a moci
s detekci dansylovanych estrogenil v pozitivnim ioniza¢nim modu a detekei jejich intaktnich
konjugatli v negativnim modu [227]. Komplikujicim faktorem stanoveni byva pozadavek na
vysokou citlivost. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o latky s hormonalni aktivitou, je ¢asto nutné
je méfit na nizkych koncentra¢nich hladinach, pohybujicich se okolo ng/mL, v n¢kterych
ptipadech i pg/mL. DalSim kritickym bodem pii analyze riiznych realnych vzorkl jsou matri¢ni
efekty. Pfitomnost riznych latek ¢i necistot v matrici mize vyrazné€ ovlivnit ioniza¢ni u¢innost.
Zejména pii jejich koeluci s cilovym analytem miZe dojit k sniZeni nebo naopak zvySeni
pivodniho signalu analytu. TakZe ptecisSténi vzorku pied vlastni analyzou a pouZiti izotopicky
znacen¢ho vnitiniho standardu (IS) jako jsou deuterované slouceniny (nejlépe deuterovana
verze cilového analytu), umoziuji kontrolu a eliminaci matri¢nich efektti [42]. Publikované
vytéznosti pro E2 1 EE2 v biologickych matrici se pohybovaly v rozmezi 70-130 % pro plazmu,
90-120 % pro rybi tkan€ a 75-100 % pro mlécné vzorky, coZ jsou biologické matrice, ve kterych
byly estrogeny sledovany nejcastéji [228].

Vylucovani steroidnich hormonti produkty, uplatitujicimi se v lidské populaci, véetné
hospodaiské produkce, se povazuje za hlavni pfi¢inu vyskytu e-EDC v Zivotnim prostiedi. Jsou
pfitomny zejména v odpadnich vodach, které prochazeji €istirnou odpadnich vod, kde by mélo

dojit kjejich eliminaci. Stupent odstranéni zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech
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hormont, typu Cisticiho procesu a mikrobialni aktivité, takze eliminacni rychlost je pro
jednotlivé estrogeny rozdilna (az 90 %), nicméné Cistirny odpadnich vod v sou¢asnosti nejsou
schopny odstranit estrogeny kompletné [44]. V posledni dob¢ se pritomnosti estrogennich
hormoni v Zivotnim prostfedi vénuje mnohem vétsi pozornost nez diive, zejména kvuli jejich
prokdzanému negativnimu vlivu na zivé organismy, i kdyZ jsou pfitomny ve velmi nizkych
koncentracich, fddové v ng/L. Z divodu co nejvétsi vypovidajici hodnoty monitorovani
estrogennich hormonti zejména E2 a EE2 v zivotnim prostiedi, je nutné sledovat estrogenni
hormony piednostné v pfitoku a odtoku z Cistiren odpadnich vod, v povrchovych vodach,
aktivnim kalu, sedimentu, ale 1 v dalSich slozkach Zivotniho prostfedi. VétSina publikovanych
praci se soustfedila na vyskyt a stanoveni estrogennich hormonti ve vodnych matricich
(povrchova a odpadni voda), zatimco jejich pfitomnost v kalu nebo sedimentech, kde se
dlouhodobé mohou akumulovat, byla piehlizena, pravdépodobné v disledku slozité matrice
[42,229].

Souhrnny ¢lanek z roku 2021 porovnava koncentrace EE2 v povrchovych vodach mezi
32 zemémi na 7 kontinentech. Koncentrace se velmi lisily, ale obecné lze fici, Ze byly mnohem
vys$§i v rozvojovych zemich nez ve vyspélych, navic dominantnim zdrojem ve vSech zemich
byla blizkost komunalni ¢istirny odpadnich vod. Dal§im vyznamnym zdrojem EE2 znecisténi
byly odpadni vody z nemocnic a z farmaceutickych tovaren nebo blizkost farem s doméacimi
zvitaty [230]. Pro analyzu estrogennich hormond se nejéastéji pouziva metoda HPLC v
reversnim separaénim modu s C18 stacionarni fazi (vyjimecné C8) v kombinaci s bindrni
mobilni f4zi, slozenou z vody nebo vodného pufru a organického modifikatoru, nejcastéji

methanolu nebo acetonitrilu [231].

1.6 Metoda HPLC s MS detekci

V dnesni dobé je HPLC jednou z nejpouzivanéjsich technik v analytické chemii. Zvoleni
spravného zpiisobu detekce je, vedle vybéru vhodné kolony (stacionarni faze), velmi dulezitym
parametrem, ovlivitujicim Gspésné provedeni analyzy. V posledni dobé je stale Castéji pouzivan
hmotnostni spektrometr (MS), zaloZeny na principu ur¢eni hodnoty m/z (kde m je relativni
molekulova hmotnost vzniklého iontu a z je nabojové Cislo, tedy pocet elementarnich naboji
iontll (bez ohledu na polaritu), vznikajicich ionizaci a naslednou fragmentaci molekuly analytu.
Tyto ionty se pak déli riiznymi fyzikalnimi zplsoby podle tohoto poméru.

Existuje n¢kolik rznych typt provedeni hmotnostniho spektrometru, ale vSechny typy

se skladaji ze tii zakladnich Casti: iontového zdroje, analyzatoru a detektoru Castic. lontovy
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zdroj prevadi neutralni molekuly na nabité Castice (kladné nebo zaporné ionty), které jsou
nasledné analyzovany v hmotnostnim analyzéatoru [232]. Samotna separace iontl je provadéna
v hmotnostnim analyzatoru, ve kterém dochézi k separaci iontl na zédkladé poméru m/z. Pro
tento tcel se mohou vyuzit magneticky hmotnosti analyzator, kvadrupolovy analyzator (Q),
pruletovy analyzator (TOF) nebo iontova past (IT).

Jiz zminény kvadrupolovy analyzator je tvofen Ctyimi ty¢emi s hyperbolickym nebo
kruhovym prifezem, pfipojenymi ve dvou protilehlych parech ke stejnosmérnému a stiidavému
napéti. Za presn¢ zvolené kombinace hodnot téchto napéti putuji do detektoru ionty o
odpovidajicim poméru m/z, zatimco ostatni jsou vychyleny a zachyceny na tyc¢ich, a tudiz na
detektor nedopadaji a nejsou detekovany.

V poslednich letech se stale vice pouzivaji tzv. hybridni analyzatory neboli sériové
(tandemové) zapojeni dvou a vice riznych (nebo stejnych) analyzatorti, kde dochézi ke spojeni
jejich vyhod. Jednim z nich je trojity kvadrupdl (QqQ) [233]. Toto zapojeni se sklada ze dvou
klasickych kvadrupoli (Q), které po vhodné zvoleném napéti slouzi jako filtry, propoustéjici
ionty pouze o definovaném poméru m/z. Mezi nimi je umisténa kolizni cela (q), kterd je
naplnéna koliznim plynem, slouzicim k fragmentaci iontd. Trojity kvadrupol je vhodny
zejména pro kvantitativni analyzu diky svému Sirokému dynamickému koncentracnimu
rozsahu, vysokeé citlivosti a vysoké skenovaci rychlosti. Naopak mezi jeho nevyhody patii niZsi
pfesnost urceni poméru m/z, niz8i rozliSovaci schopnost a niZ§i hmotnostni rozsah [234].
Hmotnostni spektrometr v tandemovém zapojeni umoziuje pracovat riznymi zplsoby, v tzv.
moddech. Tyto mody dokazi podat rozdilné informace o analyzované latce diky odlisné
kombinaci uziti jednotlivych kvadrupélid. Zakladni mody, v nichz mize trojity kvadrupol
pracovat, jsou: Scan, SIM, Product Ion a MRM mdd. MRM mod je nejselektivnéj$i hmotnosti
mad, pfi kterém jsou aktivni vSechny tfi kvadrupoly a MS tedy pracuje v rezimu trojitého
kvadrup6lu. Prvnim kvadrupdlem projde zvoleny iont o definované hodnoté m/z, tzv.
prekurzorovy iont a ten je St€pen v kolizni cele na fragmenty. Tietim kvadrupdlem projde pouze
fragment — zvoleny iont o definované hodnoté m/z, tzv. produktovy iont, a ten je nasledné
detekovan. Diky tomuto skenu Ize ziskat vysokou selektivitu, zaloZenou na tzv. pfechodu mezi

prekurzorovym a produktovym iontem sledované latky [235].
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1.7 Western Blot

Western Blot je biochemickéd metoda, ktera se vyuziva pro separaci a detekci proteinti.
Prvnim krokem je elektroforetickd separace proteintl, pro kterou se nejcastéji vyuziva gelova
elektroforéza SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS)). Vlivem SDS jsou proteiny denaturovany, ziskavaji zaporny
naboj a pohybuji se tak v elektrickém poli od zaporného polu ke kladnému. Diky rozdilnému
pohybu v gelu jsou od sebe jednotlivé proteiny separovany na zakladé své hmotnosti a jiz
separované a obarvené proteiny jsou ndsledné preneseny na membranu. Pfitomnost daného
proteinu je na membrané detekovana pomoci tzv. primarni protilatky vii¢i tomuto proteinu. Aby
se protilatka navazala pouze na proteiny (resp. na své antigeny) a ne na celou membranu, je
nutnym krokem inhibice nespecifickych mist, tedy blokovani membrany. Primarni protilatka
se navaze na protein, nasleduje promyvani membrany a snizeni pozadi, které by mohlo detekci
zt€zovat. Samotnou primarni protildtku neni mozné vizualizovat, a proto je nutné na ni navazat
znacenou sekundarni protilatku. Pfitomnost sekundarni protilaitky je detekovana
chemiluminiscen¢né, a to v zavislosti na znaceni, které sekundarni protilatka nese. Velikost
signdlu je vyhodnocovana srovnanim s nanesenym proteinovym markerem, coz je komeréné

dostupna sme¢s proteinti o znamé velikosti [236].

1.8 Kineticka analyza

Cilem kinetické analyzy chemickych ¢i biochemickych reakci je objasnit jejich reakéni
mechanismy a prokdzat ¢i zamitnout navrzeny model, tzv. reakéni schéma. Vyvoj a feSeni
reak¢énich schémat kinetickou analyzou rychlostnich rovnic, nebo jejich integrovanych forem,
se ¢asto pouziva pro homogenni chemické reakce, zvlasté kdyz se predpoklada, Ze soucasti
celkového mechanismu jsou nestabilni latky, které nelze pfimo prokézat [237]. Dokonce i
komplexni reakéni mechanismy mohou byt vyfeSeny metodami kinetické analyzy [238, 239].
Bylo vSak publikovano pouze nékolik ¢lankl tykajicich se aplikace kinetické studie na
biologické jevy [240-243].

Reakéni schéma je vysledkem tvaru a ¢asového pribehu veliciny, uzité pro sledovani
reakce. Reak¢ni schéma je vyjadieno soustavou kinetickych rovnic, popisujicich koncentracni
zmény jednotlivych slozek reakce v Case a tento popis je diferencidlniho tvaru. Obvykle je
mozné soustavu diferencialnich rovnic zjednodusit na nejmensi pocet proménnych, a tak zavést
relativni koncentrace zbylych reakénich komponent, ¢imz se pocet proménnych snizi. Popis

navrzeného reak¢éniho schématu pomoci diferencidlnich rovnic je dan souc¢inem rychlostnich
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konstant a soudinem reagujicich komponent. Uhrnny vypis jednotlivych reakénich krokd
pomoci téchto kinetickych soucinti tvofi kostru matematického popisu navrzeného schématu.
Protoze se vysledné kinetické rovnice vétSinou nedaji integrovat v uzavieném tvaru, musi se
soustava integrovat numericky a hledat pfitom pfislusné rychlostni konstanty kinetickych
soucind.

Reakéni schéma, které poskytne pifi numerické integraci rychlostni konstanty, které
budou platit pro cely koncentracni rozsah (konstanty nezéavisi predevsim na zfedéni a lze jimi
popsat prabéh reakce v rozsahu nékolika tadit) Ize pokladat za vérohodny diikkaz o spravnosti
uvazovaného schématu. Nevyhovuji-li zjisténé rychlostni konstanty po dosazeni do kinetickych
rovnic, (teoretické hodnoty sledované veli¢iny se zna¢né¢ lisi od hodnot experimentalnich), pak
je nutné schéma zamitnout.

Jaké reakéni komponenty se zvoli k popisu reakce neni libovolné, v ptipad¢ reakce
hormont se osvédcilo chromatograficky sledovat koncentraci volného, na spermie nevazaného
hormonu na Case kapacitace mySich spermii. Jak jiz bylo popsano vyse, diferencialni rovnice
obsahuji rychlostni konstanty, na nichz feSeni téchto rovnic zavisi. Ty konstanty, pii kterych
feSeni co nejlépe popisuje naméfené experimentalni hodnoty relativnich koncentraci reakénich
komponent, se ziskaji jako minimum absolutnich hodnot rozdilu mezi experimentéalni hodnotou
sledované veliCiny a jeji teoretickou hodnotou ziskanou jako feSeni diferencidlnich rovnic
z reak¢niho schématu. Integrace systému kinetickych rovnic se provadi metodou Runge-Kutta

2. tadu s krokem h = 10 [244].
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2. MATERIAL A METODIKA
2.1 Chemikalie

17B-estradiol (E2), 17a-estradiol (aE2), 17a-ethynylestradiol (EE2) a 173-estradiol-d3 (E2-
d3) (Cistota > 98,0 %, Sigma — Aldrich, Némecko)

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

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

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

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

deionizovand voda (vodivost 1,85 uS, Milli-Q Millipore, USA)

parafinovy olej (Nr 8904.1, Carl Roth, Némecko)

Precision Plus Protein™ Dual Color standardy (Bio — Rad, Némecko)

monoklonalni protilatka MAB anti-fosfotyrosin P-Tyr-01 (Exbio, Vestec, Ceska republika)
fosfatovy pufr PBS (Sigma — Aldrich, Némecko)

kozi protilatka proti mySimu IgG (Immunoglobulin G) znafenéd peroxidasou (Sigma —
Aldrich, Ceska republika)

primarni protilatka proti  tubulinu (Abcam, MA, USA)

kozi protilatka proti krali¢imu IgG znacena peroxidasou (Bio — Rad, Némecko)

barvivo Super Signal West Dura (Thermo Fisher, Ceska republika)

2.2 Instrumentace a pomucky

HPLC Agilent Technologies 1290 Infinity (Agilent Technologies, Némecko), sestavajici z

odplyniovace mobilni faze, kvartérni pumpy, automatického davkovace a kolonového

termostatu

MS/MS  Triple Quad LC-MS Agilent Technologies 6460 tandemovy hmotnostni

spektrometr (Agilent Technologies, Némecko)

o sbér dat byl proveden v programu Agilent MassHunter Workstation Acquisition verze
B.03.01 (Agilent Technologies, CA, USA)

o zpracovani dat bylo provedeno v programu Agilent MassHunter Qualitative Analysis
verze B.03.01 (Agilent Technologies, CA, USA), Microsoft Excel 2010 Professional
(Microsoft Co., USA) a OriginPro 8.0 (OriginLab Co., CA, USA)
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e kolona Kinetex EVO C18 (100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex, CA, USA)
e analytické vahy APX-100 (Denver Instrument, Némecko)

e ultrazvuk Ultrasonic 480 W (Ulsonix, Némecko)

e centrufuga MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)

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

e svételny mikroskop Olympus CX 21 (Olympus, Ceska republika)

e Flow box EN 12469 Biohazard CleanAir (Telstar, Spanélsko)

e Petriho misky 35 mm x 10 mm (Corning, NY, USA)

e Sperm Class Analyzer (SCA) — CASA (Microptic S.L., Spanélsko)

e Biirkerova komirka (Sigma — Aldrich, Ceska republika).

2.3 HPLC-MS/MS podminky
Separace byly provadény na koloné¢ Kinetex EVO C18. Separa¢ni metody byly

vypracovany s ohledem na separaci sledovanych hormont v kapacitaénim M2 médiu. Po
optimalizaci byla pro vSechny hormony zvolena jednotnd mobilni fadze o slozeni 50/50 (v/v)
voda/acetonitril (ACN) s ptidavkem 0,1% mravenci kyseliny (HCOOH) do obou slozek a
pritok mobilni faze byl nastaven na 0,3 mL/min. Teplota kolony byla udrZzovana na
21 +£0,5 °C. Nastiik vzorku byl 7,5 pL. E2-d3 byl pfidavan ke kazdému vzorku jako vnitini
standard (IS) v konec¢né koncentraci 25 pg/L. Za téchto podminek byly retencni casy
jednotlivych hormonil néasledujici: E2 — 3,1 min, EE2 — 3,7 min, oE2 — 3,4 min, IS — 3,0 min.
Jelikoz je M2 komplexni médium, které obsahuje mnoho anorganickych a organickych latek,
nekteré slozky, jako napt. BSA (4,0 g/L), mohou ztiZit separaci i naslednou detekci, a proto byl
eluat od 0 do 2,5 min nejprve veden do odpadu a aZ poté do MS.

Meéieni MS-MS bylo provedeno v moédu monitorovani vice reakci (MRM), ktery
poskytuje velmi selektivni detekci, s pouzitim ESI ionizace v pozitivnim rezimu (ESI (+)). Jako

nebulizac¢ni a susici plyn byl pouzit dusik.

e Optimalizované podminky ESI (+) v MRM modu: napéti na kapilate: 4000 V; tlak
nebuliza¢niho spreje: 60 psi; teplota susiciho plynu: 350 °C; a priitok dusiku: 10 L/min.
e pro E2:
o meéfeno v MRM modu pii ptechodu m/z 255,5 — 158,9 (napéti fragmentoru: 120 V,

kolizni energie: 14 V, parametr dwell: 400 ms)
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e pro E2-d3:
o meéfeno v MRM modu pii ptechodu m/z 258,5 — 158,9 (napéti fragmentoru: 120 V,
kolizni energie: 14 V, parametr dwell: 400 ms)
e pro aE2:
o méfeno v MRM modu pti ptechodu m/z 255,5 — 158,9 (napéti fragmentoru: 120 V,
kolizni energie: 14 V, parametr dwell: 200 ms)
e pro EE2:
o métfeno v MRM modu pti ptechodu m/z 279,1 — 133,0 (napéti fragmentoru: 100 V,

kolizni energie: 15 V, parametr dwell: 400 ms)

2.4 Laboratorni zvirata

e laboratorni my$ domadci, inbredni kmen BALB/c a kmen C57BL/6Nvel (Velaz, Ceska
republika)

e laboratorni potkan obecny, inbredni kmen Wistar (Velaz, Ceska republika)

e Mysi, resp. potkani, byly umistény ve zvéfinci Ustavu molekularni genetiky AV CR,
BIOCEV. Jidlo a voda byly dodavany ad libitum. VSechny postupy na zvitatech a v§echny
experimentélni protokoly byly schvaleny Vyborem pro ochranu zvitat AV CR (Etické &islo
66866/2015-MZE-17214).

2.5 Priprava biologickych vzorku

Studium pisobeni estrogennich hormonti na mysi spermie bylo v rdmci biologického
pokusu se spermiemi zaméfeno na tii rizné vsadkové (davkovaci) koncentrace (200, 20 a
2 ug/L). Nejprve byly pfipraveny roztoky standardii hormonu v ethanolu o koncentraci 200
mg/L. Z tohoto zasobniho roztoku pak byly pfipraveny pracovni ethanolické roztoky hormoni
o koncentraci 20 a 2 mg/L. Biologicky vzorek, tedy smés M2 média, ethanolického roztoku
standardu jednotlivych hormont a myS$ich spermii, byl pfipravovan na pracovisti Laboratote
reprodukéni biologie, BTU AV CR, BIOCEV nésledujicim zptisobem:

Nejprve byl v lamindrnim boxu pfipraven ethanolicky roztok hormonu v M2 médiu
v poméru 1:1000 za pouziti zasobni koncentrace hormonii (200, 20 nebo 2 mg/L) tak, aby
vznikla findlni testovana koncentrace (200, 20 nebo 2 pg/L) a obsah ethanolu ve vzorku byl
minimalni a konstantni, coz je dilezité pro zachovani viability pozdéji ptiddvanych spermii.

Roztok ve zkumavce byl fadné promichan a nasledné bylo pipetovano po 100 pL do 8 malych
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fertilizaCnich Petriho misek. Napipetovana smés byla v Petriho misce pievrstvena 1,5 mL
parafinového oleje, aby se zajistilo vyvazovani cholesterolu z membrany spermii pii kapacitaci
a soucasn¢ zabranilo vypafovani. VSechny vzorky (misky) pak byly vloZeny do inkubatoru na
60 min temperaci, probihajici pti teploté 37 °C a pod 5% CO: ve vzduchu. V mezicase (béhem
60 min temperace) byl usmrcen mysi samec cervikalni dislokaci, kterému byl nasledné vynat
pravy i levy ocas nadvarlete (cauda epididymis). Z obou caudae epididymidae byl poté odebran
ctvrty a paty region (distalni ¢ast), ktery obsahuje nejvice zralych spermii. Pod svételnym
mikroskopem byla zkontrolovana pohyblivost (motilita) spermii. Nasledné¢ byly caudae
vlozeny do nachystanych fertilizacnich Petriho misek s M2 médiem a parafinovym olejem na
10 min do inkubétoru, aby doslo k uvolnéni spermii. Po 10 min byla opét zkontrolovana motilita
spermii pod mikroskopem. Do kazdé Petriho misky, obsahujici jiz vytemperovany roztok
hormonu v M2 médiu, bylo napipetovano 5 uL uvolnénych spermii (5 x 10° spermie/mL) a
takto pfipravené misky byly opét inkubovany za stejnych podminek po rizn€ dlouhou dobu, a
to 0, 30, 60, 90, 120, 150 a 180 min, béhem které probihala kapacitace spermii. Po uplynuti
jednotlivych ¢ast byl ze vSech 8 Petriho misek odpipetovan roztok M2 média se spermiemi bez
parafinového oleje do jedné mikrozkumavky (Eppendorfky) a poté centrifugovén po dobu 10
min pii 12 000 otackach/min. Timto zpisobem byly oddéleny spermie od roztoku a 600 pL
ziskaného supernatantu bylo napipetovano do vialky a pfipraveno pro naslednou analyzu,
provadénou optimalizovanou HPLC-MS/MS metodou. Takto pfipraveny vzorek reprezentoval
jeden cas odbéru b&hem kapacitace. Blank (referencni vzorek) byl pfipraven stejnym
experimentalnim zpiisobem jako vlastni biologicky vzorek, av§ak bez ptidavku mySich spermii.
Pro kazdy prométovany ¢as odbéru (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 min) bylo tedy nachystano
Sestnact misek, do osmi byly po 60 min temperaci pfidavany mysi spermie, do osmi zbylych
nikoliv. Ty poslouzily jako blank. Ke kazdému vzorku byl pted kazdou analyzou ptidan vnitini

standard (E2-d3) tak, aby jeho vysledna koncentrace ve vzorku byla 25 pg/L.

2.6 SDS-PAGE a Imunoblotting
Pro potvrzeni, zda prob&éhla TyrP, byla pouzita elektroforéza SDS-PAGE a

Imunoblotting, konkrétné Western Blot, pomoci protokolti zaloZzenych na standardnich
metodach [245, 246]. Pro tuto metodu byly pouzity spermie uvolnéné z cauda epididymis pro
kapacitaci. Nejprve byly vzorky pro SDS-PAGE odebrany v 0, 60 a 90 min kapacitace in vitro
a nafedény fosfatovym pufrem (PBS) tak, aby byla findlni koncentrace spermii 5 x 10°

spermie/mL. Finalni koncentrace byla stanovena pomoci Biirkerovy komurky. Nasledn¢ byly
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pelety spermii resuspendovany ve stejném objemu vzorkovaciho pufru pro SDS-PAGE a
zaht4té na 97 °C po dobu 3 min. Vzorky obsahujici proteiny kapacitovanych spermii (5 x 10°
spermie/mL) byly separovany v 5% zaostfovacim a 10% separa¢nim polyakrylamidovém gelu
s pridavkem SDS spolu s molekulovymi standardy (Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards) pro odeCet molekulovych hmotnosti proteini. Po pfeneseni proteinu na
nitrocelul6zovou membranu byla nespecificka mista proteinu blokovéana blokovacim roztokem
PBS (5% odstfedéné susené mléko a 0,05% Tween 20). Ty proteiny, u kterych probé¢hla
fosforylace na tyrosinovych zbytcich, byly identifikovany pomoci primarni protilatky, MAB
(monoklonalni protilatka) anti-fosfotyrosin P-Tyr-01, zfedéné 1:300. Primarni protilatka byla
nasledné rozpoznana sekundarni protilatkou, a to kozi protilatkou proti mySimu IgG
(Immunoglobulin G) znac¢enou peroxidasou, fedénou 1:5000. B tubulin byl detekovan primarni
protilatkou proti B tubulinu, fedéno 1:200. Tato primdrni protilatka byla detekovana kozi
protilatkou proti krali¢imu IgG znacenou peroxidasou, fedénou 1:3000. Detekce proteini byla
nasledné provedena pomoci chemiluminiscence za pouziti barviva Super Signal West Dura.

Tyto experimenty byly provedeny Ctyfikrat s podobnymi vysledky.

2.7 Kineticka analyza

Pro samotnou implementaci Runge-Kuttovy metody a naslednou optimalizaci
rychlostnich konstant bylo pouzito matematické programovaci prostfedi a programovaci jazyk
MATLAB [247]. Pro nalezeni optimalnich rychlostnich konstant byla pouzita procedura fsolve,
ktera je standardni soucasti prosttedi MATLAB a kterd pomoci aproximace derivaci hleda bod,
ve kterém zvolena matematickd funkce nabyva hodnoty 0 (nebo blizké nule) [248]. Funkce,
kterda byla takto optimalizovana, byla dand jako soucet absolutnich hodnot rozdilu
experimentalné zmeéfenych relativnich koncentraci a hodnot, ziskanych integraci
diferencidlnich rovnic. Tato funkce zavisi na rychlostnich konstantach (prostfednictvim feSeni
diferencidlnich rovnic), vici kterym byla funkce optimalizovéana a byly tak nalezeny hledané

rychlostni konstanty.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE — KOMENTARE
K PUBLIKACIM

3.1 Publikace I: Novy mechanismus signalizace 17B-estradiolu
v prubéhu kapacitace spermii.

(New insight into sperm capacitation: A novel mechanism of 17f3-estradiol signalling.)

Tato prace se zabyva vlivem 17p-estradiolu (E2) na mysi spermie béhem kapacitace in
vitro. Jak jiz bylo popséano v teoretické Casti, E2 je endogenni estrogenni hormon regulujici
reprodukcti, jejiz soucasti je vyvoj, zrani a komunikace gamet. Davky tohoto hormonu vyssi,
nez fyziologické mohou zvySovat apoptozu samcich zarodecnych bunék a snizovat jejich pocet.
Prestoze je E2 endogennim hormonem, vyskytuje se recentn¢ v zivotnim prostiedi jako
estrogenni endokrinni disruptor (e-EDC), jehoz piitomnost v organismech miize negativné
ovliviiovat hormonalni aktivitu bunék, v€etné spermii. Prvnim cilem této prace bylo objasnit,
jaky vliv ma ptitomnost exogenniho E2 na kapacitaci spermii, jejich motilitu a na akrozomalni
reakci (AR) (modelovy organismus my$). Druhym cilem bylo kvantifikovat interakci E2
s estrogennimi receptory a navrhnout model hormonélniho plsobeni E2 b&hem kapacitace
pomoci kinetické analyzy experimentalné ziskanych dat. Pro experimenty byly pouzity dva
mysi kmeny, a to BALB/c a C57BL/6Nvel a ziskana data v zavislosti na kmenu srovnéna.

Béhem kapacitace spermii dochazi k fosforylaci proteinti (kapitola ,,1.4.2. Kapacitace
spermii‘), zejména na proteinovych tyrosinovych zbytcich (TyrP), ktera je klicovym
indikatorem uspéSné probihajiciho procesu kapacitace (finalni maturace spermii). Aby bylo
zjiSténo, zda kapacitace probihd i v pfitomnosti externé pfidaného hormonu E2, byla TyrP
proteint sledovana v ¢ase kapacitace 0, 60 a 90 min jak pro vzorky spermii obsahujici E2, tak
1 pro kontroly bez pfitomnosti E2, za kapacitujicich (viz obr. 7) i nekapacitujich podminek (viz

obr. 8) pomoci metody Western Blot v kombinaci s denzitometrickou analyzou.
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Obr. 7. Vysledky Casové zavislé TyrP proteini pomoci (A) Western Blotu v kapacitujicim prostiedi
kapacitacniho média bez pritomnosti E2 (prvni sloupec) a za ptitomnosti E2 o riznych koncentracich

(2,20 a 200 pg/L), (B) denzitometrickou analyzou v kapacitujicim prostiedi.
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Obr. 8. Vysledky casové zavislé TyrP proteinti v nekapacitujicim prostiedi (médiu bez pfitomnosti
BSA) pomoci (A) Western Blotu bez ptitomnosti E2 (prvni sloupec) a za piitomnosti E2 o koncentraci

200 pg/L, (B) denzitometricka analyza.

Z obr. 7. je vidét, ze se stupent TyrP proteind s delsim casem (CO, C60 a C90) zvySuje
jak u kontrolniho vzorku bez ptitomnosti E2, tak 1 v pfitomnosti E2, a dokonce, Ze zvySujici se
koncentrace ptitomného E2 podporuje mnozstvi proteinii fosforylovanych na tyrozinovych
zbytcich. Naopak v nekapacitujicim prostfedi (v médiu bez BSA) nedochazi ke kapacitaci

spermii u kontrolniho vzorku bez ptidavku E2, ani v pfitomnosti E2 (obr. 8). Ziskané analyzy
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tudiz potvrdily, Ze kapacitace mysSich spermii probiha i v pfitomnosti externé ptidaného E2 o
raznych koncentracich.

Pohyblivost spermii a jejich hyperaktivace byly studovany metodou CASA. Bylo
zjisténo, ze se parametr bo¢niho posunu hlavi¢ky spermie (ALH) u vzorkt s pfitomnosti E2 o
testované koncentraci 20 pg/L oproti kontrole mirn€ zvysil, naopak parametr kiivocaré
rychlosti (VLC) se u vzorkl s E2 koncentracich 2 a 20 ug/L oproti kontrole mirn¢ snizil.
Nicméné zmény v danych parametrech se ¢asteCné liSily mezi studovanymi kmeny mysi
C57BL/6Nvel a BALB/c.

Pro studium dynamiky vyvazovani E2 spermiemi mysi béhem jejich kapacitace in vitro
byla pouzita vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
(HPLC-MS/MS). S vyuzitim kolony Kinetex EVO C18 byla vyvinuta metoda, umoziujici
separaci E2 v kapacita¢nim M2 médiu (specifikace slozeni v kapitole ,,2. Material a metodika“).
Vzhledem k tomu, ze M2 médium obsahuje mimo vysokou koncentraci vapenatych iontl i
znacné mnozstvi BSA (4,0 g/L), bylo pfi optimalizaci sloZzeni mobilni faze nutné snizit obsah
organického modifikatoru — acetonitrilu (ACN) az na 50 obj. %, aby nedochazelo k precipitaci
BSA béhem vlastniho separa¢niho procesu. Vysledné slozeni optimalizované mobilni faze bylo
50:50 (v/v) ACN/voda s ptidavkem 0,1% mravenc¢i kyseliny (HCOOH) v obou slozkach
s prutokovou rychlosti 0,3 mL/min. Pro spektrometrickou detekci byla pouzita ionizace
elektrosprejem (ESI) v pozitivnim 1 negativnim ioniza¢nim moédu a jako citlivéjsi se ukazal byt
pozitivni méd. Kvantifikaci E2 byla provedena s pfidavkem vnitiniho standardu (IS) a jako
vnitini standard byl pouzit deuteriovany E2 (E2-d3). Separace byla monitorovdna v médu
nasobnych reakci (MRM), ktery poskytuje vysokou citlivost stanoveni a také dobte eliminuje
matriéni efekty. Pro kvantifikaci E2 byl pouZit ptechod m/z 255,5 — 158,9 a pro IS pfechod
258,5 — 158,9. Vtomto systému eluoval E2 v case 3,1 mina E2-d; v case 3,0 min.
V optimalizovanych podminkdch byly proméfeny kalibracni zavislosti E2. Ziskané poméry
ploch (vysek) piku analytu a IS byly vyhodnoceny metodou lineérni regrese, byl uren linearni
dynamicky rozsah metody (1,1-250 pg/L), hodnota limitu detekce (LOD) jako 0,3 pg/L a limitu
kvantifikace (LOQ) jako 1,1 pg/L (blizs§i podrobnosti, viz Experimentalni ¢ast a Appendix B
publikace I).

Pfi vlastnim experimentu studia dynamiky interakce hormonu se spermiemi, byly
pouzity tfi rizné vsadkové koncentrace hormonu E2, a to 200, 20 a 2 pg/L a béhem casové
ohrani¢ené kapacitace (0-180 min) byla sledovana koncentrace hormonu, ktery nebyl vdzan na
spermie. Vysledky, ziskané pro dva rozdilné kmeny experimentdlnich mysSich samcti, jsou

uvedeny na obr. 9.
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Obr. 9. Zavislost koncentrace volného, na mysi spermie nevazaného E2 na kapacitaci pro vsadkovou
koncentraci E2 v M2 médiu 200 (A), 20 (B) a 2 (C) pg/L, ziskana pro dva rizné kmeny mysi (Cervena
koleCka — spermie mySiho kmene BALB/c, ¢erna kole¢ka — spermie mysiho kmene C57BL/6Nvel),
prazdné trojuhelniky — blank), odchylkové tise¢ky jsou poéitany jako standardni odchylky z péti pokusti.
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Z obr. 9. je patrné, ze zatimco hodnoty blanku zlstavaly po celou dobu kapacitace

spermii prakticky konstantni, koncentrace E2 se ménila. Nejprve klesala a po dosazeni minima,

jehoz pozice se se snizujici vsadkovou koncentraci hormonu posouvala k vysSimu c¢asu

kapacitace, zacala opét stoupat. Tento trend byl pozorovatelny pro oba kmeny mysich spermii.

Prib¢h zavislosti naznaCoval autokatalyticky prabéh, proto byly z koncentra¢nich hodnot

spocitany hodnoty relativnich koncentraci, definované jako Bi= Cy/Co a ty byly podrobeny

kinetické analyze. Vypocitané Bihodnoty jsou uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2. Relativni koncentrace B;, vypocitané ze zmeéfenych hodnot Casové zavislé

koncentrace Ci, ziskané béhem kapacitace spermii pro tfi vsddkové koncentrace E2 a dva

kmeny laboratornich mysi (viz obr. 9A-C); primér + smerodatnd odchylka prameéru.

cas B
(min) 200 ng/L 20 ng/L 2 ng/L

BALB/c C57BL/6N BALB/c C57BL/6N BALB/c C57BL/6N
0 1,000 +0,003 1,000 + 0,003 1,000 £+ 0,028 1,000 £+ 0,023 1,000 + 0,050 1,000 + 0,070
30 0,965 + 0,005 0,944 + 0,004 0,965 + 0,033 0,958 + 0,024 0,987 £ 0,055 0,988 +0,073
60 0,983 + 0,004 0,952 + 0,003 0,919 £0,026 0,938 + 0,024 0,969 + 0,061 0,982 £ 0,079
90 0,989 + 0,005 0,968 + 0,005 0,874 £ 0,031 0,904 + 0,025 0,938 + 0,055 0,923 + 0,071
120 0,995 £+ 0,004 0,979 + 0,004 0,886 + 0,028 0,921 £ 0,025 0,838 £ 0,046 0,858 + 0,069
150 0,997 £ 0,004 0,984 + 0,005 0,914 £0,032 0,929 + 0,023 0,751 £0,062 0,826 + 0,066
180 0,998 + 0,005 0,989 + 0,005 0,958 + 0,028 0,956 + 0,022 0,773 £ 0,058 0,947 £0,074

Bylo navrzeno kinetické schéma, které bylo popsano:

e kinetickym soucinem pro pocatecni priichod hormonu E2 cytoplasmatickou membranou

(rovnice 1a)

kyn, (E2) (cER)

o kde ki je rychlostni konstanta, odpovidajici tvorb¢ aduktu, n. je pocet mist na

la

povrchu cytoplazmatické membrany, (E2) a (cER) jsou molarni koncentrace

hormonu, resp. cytoplazmatického receptoru

e kinetickym soucinem pro tvorbu aduktu, obohaceného autokatalytickou reakci (rovnice 1b)

k, (E2) (cER) S

o kde k» je rychlostni konstanta odpovidajici zvySujici se fluidité cytoplazmatické

1b

membrany, podminéné tvorbou aduktu v cytoplazmé, (£2) a (cER) jsou molarni

koncentrace hormonu, resp. cytoplazmatického receptoru a S je stupenn aktivity,

spojeny s autokatalyzou
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e kinetickym souc¢inem pro rozpad aduktu (rovnice 1c)
ks ((E2)/(cER)) lc
o kde ks je rychlostni konstanta odpovidajici rozpadu aduktu a ((E2)/(cER)) je molarni

koncentrace aduktu

Rovnice 1a-1c byly pfepsany do systému diferencialnich rovnic pro celkové rychlostni
konstanty, které byly feSeny numerickou integraci za soucasné optimalizace rychlostnich
konstant, nasledné pouzitych pro vypocet teoretickych B(¢) kiivek. Ziskané hodnoty celkovych
rychlostnich konstant K> a K3 a molarniho poméru 7 jsou spolu s fedénim D (vzajemny pomér
vsadkovych koncentraci) uvedeny v tabulce 3 a prabéh B(¢) kiivek je zndzornén na obr. 10.
Z obr. 10 je vidét velmi dobra shoda experimentalné ziskanych B; bodu s teoretickym prubéhem

B(?) kiivek. Detaily sestaveni rovnic a jejich feseni jsou uvedeny v publikaci I, v Appendixu A.

Tabulka 3. Vypocitané hodnoty molarniho poméru n a celkovych rychlostnich konstant K> a

K3 pro tfi riizna ziedéni D vsadkovych koncentraci hormonu E2, ziskané pro dva kmeny mysi.

Konstanty 200 pg/L 20 pg/L 2 ng/LL
BALB/c C57BL/6N BALB/c CS57BL/6N BALB/c C57BL/6N
D 1 1 0,1 0,1 0,01 0,01
n 12 12 1,2 1,2 0,12 0,12
K> 4,0 2,0 4,5 4,0 4,5 5,5
Ks 3,0 1,3 4,3 6,0 3,5 6,5
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Obr. 10. Teoretické B(¢) kiivky (Cervena kiivka — BALB/c, ¢erna kiivka — C57BL/6Nvel), ziskané s
optimalizovanymi parametry K», K3 a n pro tii rizna zftedéni D (viz tabulka 3) spolu s experimentalné
ziskanymi hodnotami B; (Cervena koleCka — BALB/c, Cerna koleCka — C57BL/6Nvel), vsadkova
koncentrace E2: (A) 200, (B) 20 a (C) 2 ug/L.
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Prubé¢h kiivek Ize z kinetického hlediska vysvétlit pocatecni adsorpei E2 na specificka
centra cytoplazmatické membrany, kterd je fizena Langmuirovou adsorpcni izotermou
s naslednym prinikem hormonu ptes cytoplazmatickou membranu do cytoplazmy, kde dochazi
k vytvareni aduktu mezi hormonem a cytoplazmatickymi receptory. Tvorba aduktu plisobi
autokatalyticky na cytoplazmatickou membranu smérem k jeji vétsi fluidit€. To umoziuje
prinik stale vétsiho mnozstvi extracelularniho hormonu E2 skrz cytoplazmatickou membranu
do cytoplazmy, a tedy k naristu vytvareného aduktu (strmé klesajici ¢ast kiivky). Adukt vSak
neni staly a rozklada se za uvolnéni obou slozek (tedy hormonu 1 receptoru) v cytoplazmé, kde
hormon E2 zistava internalizovan (E2;) a nemuze se jiz nadéale Gcastnit dalSich interakci s
receptory (stoupajici ¢ast kiivky). Koncentrace E2 zméfené metodou HPLC-MS/MS v sobé
zahrnuji pfitomnost jak extracelularniho, aktudlné ptitomného E2, tak i1 hormonu
internalizovaného v cytoplazmé (E2i), avSak nevazaného v aduktu. Schematicky tento dgj

vystihuje obr. 11.

Capacitation progress

| efflux

®  Extracellular

Ve = & Extracellular
e 2\ opE
mER /non-clasical ER By mER /non-clasical ER
E2 membrane =
| diffusion &
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Obr. 11. Zjednodusena interpretace vysledkt kinetické analyzy ptisobeni E2 na mysi spermie béhem
kapacitace. Modra Sipka naznacuje kapacitacni proces v Case, pii kterém dochazi k zvySovani fluidity
cytoplazmatické membrany (PM), tzv. cholesterovému efluxu, typickému dé&ji pro kapacitaci. E2 je
extracelularné pfitomny hormon mimo cytoplazmu, mER je membranovy receptor, cER je
cytoplazmaticky receptor, E2; je hormon internalizovany v cytoplazmé a cER/E2 oznacuje nestaly
adukt, vytvofeny v cytoplazmé. Adsorpce je fizena Langmuirovou adsorpéni izotermou. Rychlostni
konstanta k; se vztahuje kprimarni tvorbé aduktu (bez autokatalyzy), tvorba aduktu
podminuje zvySovani fluidity cytoplazmatické membrany, coz umoznuje zrychlujici se tvorbu aduktu
autokatalytickym krokem, fizenym soucinem rychlostni konstanty k, a stupném aktivity S, rozpad

aduktu je fizen rychlostni konstantou k.
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Jednim z kritérii spolehlivosti kinetickych rovnic je nezavislost rychlostnich konstant
na koncentra¢nich podminkach (viz kapitola ,,1.8 Kinetickd analyza®). Stanovené hodnoty
optimalizovanych celkovych rychlostnich konstant K> a K3 spliiuji tyto podminky pies dva fady.
Spravnost pouzit¢ho modelu dale potvrzuji polohy a tvary minim na B(¢) kiivkach, které jsou
ve shod¢ s experimentalnimi hodnotami B:. Oblasti kolem minim jsou velmi citlivé na hodnoty
rychlostnich konstant. Hewitt popsal dva mechanismy prichodu E2 cytoplazmatickou
membranou, z nichz jeden je pomaly a druhy rychly [61]. V navrzeném kinetickém modelu
probihda pomaly proces s rychlostni konstantou ki souCasné s rychlym (autokatalytickym)

procesem s rychlostni konstantou k> ndsobenou stupném aktivity S.
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3.2 Publikace II: Kineticky model plisobeni 17a-ethynylestradiolu na

kapacitaci mysich spermii, monitorovanou metodou HPLC-MS/MS.

(Kinetic model of the action of 17a-ethynylestradiol on the capacitation of mouse
sperm, monitored by HPLC-MS/MS.)

Na rozdil od E2 je 17a-ethynylestradiol (EE2) synteticky estrogen, pouZzivany jako
estrogenni slozka antikoncepc¢nich pilulek. Je odolny viaci jaternimu odbourdvani a je
vylu¢ovan moci. Chemicky je velmi stabilni, a tudiz ptfedstavuje zatéz pro zivotni prostiedi,
jako latka spadajici do skupiny e-EDC s potencialné negativnim dopadem na endokrinni systém
zivocichu.

Cilem této prace bylo zjistit, zda tento synteticky estrogen miZe interagovat se
spermiemi béhem kapacitace, a pokud ano, jak se tento interakéni model li§i od modelu
navrzeného pro E2 (modelovy organismus mys). Za timto ¢elem byla nejprve vyvinuta HPLC-
MS/MS metoda pro stanoveni EE2 v kapacitacnim M2 médiu (specifikace slozeni v kapitole
,»2. Material a metodika“®). Pro separaci byla pouzita kolona jako v pfipadé E2 Kinetex EVO
C18 v kombinaci s mobilni fazi 50/50 (v/v) voda/ACN, s ptidavkem 0,1% mravenci kyseliny
v obou slozkach. Pro kvantifikaci EE2 byl pouzit ptechod m/z 279,1 — 133,0 a pro E2-d; jako
IS ptechod 258,5 —158,9. V tomto systému eluoval E2-d3 v ¢ase 3,0 min a EE2 v Case
3,7 min. Metoda byla validovadna a byl urcen limit detekce (LOD) jako 0,88 pg/L a limit
kvantifikace (LOQ) jako 1,21 ug/L.

V této studii byly pouzity tfi rizné vsadkové koncentrace hormonu EE2, a to 200, 20 a
2 pg/L a béhem cCasoveé ohranicené kapacitace (0-180 min) byla sledovéna koncentrace
hormonu, ktery nebyl spermiemi vdzan. Vzhledem k tomu, Ze se ve studii s E2 (publikace I)
neukdzaly velké rozdily mezi dvéma testovanymi kmeny mysi (BALB/c a C57BL/6Nvel), byl
v této praci pouzit pouze kmen BALB/c.

Pro vSechny tii testované vsadkové koncentrace EE2 vykazovaly vzorky obdobné
Casové koncentracni zavislosti jako v ptipadé¢ E2 (viz obr. 12). Z jednotlivych namétenych
koncentraci byly ziskany hodnoty relativnich koncentraci, definovanych jako Bi = C¢/Co, které

jsou uvedeny v tabulce 4 a které byly nasledné podrobeny kinetické analyze.
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Obr. 12. Zavislost koncentrace volného, na mysi spermie nevazaného EE2, na kapacitaci pro vsadkovou

koncentraci EE2 v M2 médiu (A) 200, (B) 20, (C) 2 ug/L (vzorek — ¢ervena kolecka, blank — prazdné

trojuhelniky), odchylkové isecky jsou pocitany jako standardni odchylky ze tii pokusti.
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Tabulka 4. Primérné hodnoty relativni koncentrace B:.

cas B
(min) 200 pg/L 20 pg/L 2 pg/LL
0 1,000 1,000 1,000
30 0,983 0,953 0,914
60 0,966 0,920 0,856
90 0,972 0,956 0,881
120 0,990 0,983 0,909
150 0,994 0,996 0,926
180 1,000 1,000 0,946

Pokud by se experimentaln¢ ziskanymi B; body prolozila kiivka, vykazovala by
autokatalyticky charakter, o ¢emz svédci dva parametry:

a) Smérnice (tangent) zavislosti méfené veliiny (koncentrace volného, nevazaného

EE2) na ¢ase kapacitace se stava béhem casu (interakce) strméjsi. To znamend, ze

rychlost interakce hormonu s receptorem za tvorby aduktu se s casem zvySuje.

b) Adukt je nestaly a nasledné se rozpada za uvolnéni hormonu, jehoz volna koncentrace

op¢t vzrusta.

Koncept autokatalytického plisobeni hormonu EE2 je zaloZen na faktu, Ze obdobné
chovani jiz bylo popsano pro hormon E2. To znamend, Ze prvotni prinik extracelularniho
hormonu cytoplazmatickou membranou (krokem bez autokatalyzy) a nasledné tvorba nestalého
aduktu v cytoplazmé vede ke zvySené fluidité cytoplazmatické membrany, ktera se tim stava
propustngjsi pro stale vEétSsi mnozstvi extracelularniho hormonu (autokatalyticky krok).
V podstat¢ jsou hypoteticky mozné ¢tyfi moznosti rozkladu nestalého aduktu:

a) rozkladem se uvoliluje hormon, ktery ziistdva internalizovany v cytoplazmé (EE2;), a

cytoplazmaticky receptor (R), oba schopné dalSich interakci

b) rozkladem se uvoliluje aktivni hormon EE2;, a inaktivni receptor R’, neschopny

naslednych interakci

c¢) rozkladem se uvoliiuje inaktivni hormon EE2;’, neschopny néslednych interakci a

aktivni receptor R

d) rozkladem se uvoliiuje inaktivni hormon EE2;" a inaktivni receptor R’

MozZnosti ¢) a d) lze zamitnout vzhledem k experimentalné ziskanym vysledkim,
indikujicim, ze na konci interakce hormonu s receptorem se koncentrace hormonu vraci na
pocatecni hladinu, takze Ize uvazovat pouze o moznosti a) a b). Protoze v piipad¢ a) jsou

produktem rozpadu ob¢ slozky aktivni, je snadné si ptedstavit zpétnou (reversni) rovnovahu
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interakce hormonu s receptory v cytoplazmé. Naopak v piipadé b), vedouci k inaktivnimu
receptoru, je reakce jednosmérnad. Ob¢ reakce mohou probihat soucasné jako pseudo-

rovnovazna reakce. Cely proces je schematicky zndzornén na obr. 13.

plasma membrane
:

3

1.2 .
EE2 +'R —=EE2-R == EE2;+ R

\ g A
\EE2i+ R’

i
%

Obr. 13. Navrzené kinetické schéma, kde hormon EE2 reprezentuje extracelularné pfitomny hormon,
R reprezentuje aktivni cytoplazmaticky estrogenni receptor, EE2-R reprezentuje vznikly adukt, EE2;
reprezentuje v cytoplazmé internalizovany hormon, R’ reprezentuje inaktivni cytoplazmaticky
estrogenni receptor a ,,plasma membrane‘ reprezentuje cytoplazmatickou membranu; 1 a 2 reprezentu;ji
rychlostni konstanty tvorby aduktu bez autokatalyzy (1) a s autokatalyzou (2), které probihaji
simultanné, 3 a 5 reprezentuji rychlostni konstanty rozkladu aduktu a 4 reprezentuje rychlostni konstantu

zpétné reakce.

Navrzené kinetické schéma je vyjadiené formou diferencidlni rovnic la-1c, kde je pro
jednoduchost vyjadiena: molarni koncentrace extracelularniho hormonu EE2 jako E, molarni
koncentrace  cytoplazmatickych  receptort cER jako R, molarni koncentrace
interniho v cytoplazmé lokalizovaného, hormonu EE2; jako Ei, molarni koncentrace aduktu

jako ER a ¢ je relativni koncentrace volného hormonu vné membrany.

%thExR(Kl+K2><(1—e)) la
R =EXR(Ky+ K, X (1—8)) + Ky X E; X R — K3 X (ER) 1b
d(ER)

—— =ExR(Ky + K; x (1 —&)) + Ky X E; X R — (K3 + Ks) X (ER) lc

e rovnice (1a) popisuje koncentra¢ni ibytek hormonu reakci s cytoplazmatickymi receptory
reakci bez autokatalyzy (celkovad rychlostni konstanta Ki) a autokatalytickou reakci

(celkova rychlostni konstanta K>)
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e rovnice (Ib) popisuje koncentratni ubytek cytoplazmatickych receptorii reakci
s extracelularnim oE2 (s celkovymi rychlostnimi konstantami K; a K>) a intern¢,
v cytoplazmé lokalizovanym hormonem EE2; (celkova rychlostni konstanta K4) a nasledny
prirtistek receptorti rozpadem aduktu (celkova rychlostni konstanta K3)

e rovnice (Ic) popisuje koncentracni piirastek aduktu ER diky reakci bez autokatalyzy i
autokatalytické reakci receptorii s externim EE2 (s celkovymi rychlostnimi konstantami K
a K») a reversni reakci s internim EE2; (s rychlostni konstantou K4) a koncentracni ibytek
souvisejici s rovnovaznou (celkova rychlostni konstanta K3) a pseudo-rovnovaznou

(celkova rychlostni konstanta K5s) reakci

Tyto diferencidlni rovnice byly feSeny metodou Runge-Kutha pro ziskdni ¢iselnych
hodnot Ko-K5 a hodnoty molarnitho poméru mezi reagujicim hormonem a receptorem n,
pouzitych pro konstrukci teoretickych B() kiivek. Tyto hodnoty byly optimalizovany hledanim
minima absolutni hodnoty rozdilu mezi experimentalni a teoretickou hodnotou B; pomoci
programu MATLAB. Vysledky ziskané pro vSechny tfi vsadkové koncentrace 200, 20 a 2 pg/L
jsou uvedeny v tabulce 5. B(¢) kiivky, ziskané s optimalizovanymi parametry (viz tabulka 5),
jsou uvedeny na obr. 14, ze kterého je vidét shoda experimentdlnich bodl s teoretickymi

kfivkami, vypoctenymi pro jednotlivé vsadkové koncentrace.

Tabulka 5. Vypocitané hodnoty celkovych rychlostnich konstant Ko-Ks a molarniho poméru .

C (llg/L) K] = Ko /n Kz K3’= (K3 + Ks) /R() K4 Ksr = KS/R() n Ko = Kln
200 0,029 10 49 12 20 2,440 0,0725
20 0,098 10 49 12 20 0,770 0,0734
2 0,270 10 49 12 20 0,265 0,0715
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Obr. 14. Teoretické B(f) kiivky, ziskané s optimalizovanymi parametry (viz tabulka 5) spolu s

experimentalng ziskanymi hodnotami B, (Cernd kolecka), vsadkova koncentrace EE2: (A) 200, (B) 20 a

(C)2 ng/L.
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Ziskané vysledky kinetické¢ analyzy ukazaly, ze pribéh B(¢) kiivek miize byt pfi
spoluptisobeni rovnovazné a pseudo-rovnovazné reakce popsan stejnymi rychlostnimi
konstantami a pouze jednoduchou zménou molarniho poméru n I1ze postihnout ziedéni pres dva
rady (200 — 2 pg/L). To je chovani, ve kterém popis kinetického schématu odrazi jeho
vhodnost. Spravnost navrzeného modelu dale potvrzuji polohy minim na B(¢), kiivkach, které
jsou v souladu s experimentdlnimi hodnotami. Kineticky model a pozice jednotlivych
kinetickych rovnic ukazuji, Ze EE2 se rychle vaze na receptory, ale Ze se jedna o velmi slabou
vazbu. Tomu odpovidé i charakter hodnot rychlostnich konstant rozkladu, které jsou vétsi nez
rychlostni konstanty tvorby aduktu. Adukt je nestabilni a je spojen s inaktivaci vazebného

receptoru. Zpétna reakce postupuje pomérne snadno.
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3.3 Publikace llI: Kineticka studie aktivity 17a-estradiolu v porovnani

s 17B-estradiolem a 17a-ethynylestradiolem.

(Kinetic study of 17a-estradiol activity in comparison with 17B-estradiol and 17a-

ethynylestradiol.)

Jak jiz bylo popsano v kapitole ,,1.3.1 Estrogeny®, 17a-estradiol (aE2) je endogenni
stereoisomer hormonu E2 a je schopny vazat se na estrogenni receptory. Je tedy schopen vazby
jak na receptory ERaq, tak i na ERP. Jeho chovani je podobné hormonu E2, avSak vykazuje
vyrazné nizsi biologickou aktivitu. Biologicka aktivita aE2 se pohybuje mezi 1,5-5 % aktivity
E2 s ohledem na druhovou a tkanovou specifitu. Nedavné vyzkumy s mySimi samci, ktefi na
rozdil od kastrovanych samcli a samic reagovali na podavany oE2, naznacuji i pohlavni
specifitu jeho plisobeni. Vzhledem ktomu, Ze publikace I byla zaméfena na studium
mechanismu interakce E2 s mysimi spermiemi, bylo z vySe uvedenych divodi zajimavé
studovat, zda podobny interakéni model, jako v ptipadé E2 bude vykazovat i aE2. Pro tento
ucel byla opét pouzita metoda HPLC-MS/MS pro monitorovani koncentrace volného,
spermiemi nevazané¢ho aE2 béhem ¢asoveé ohrani¢ené kapacitace mysich spermii (0-180 min).
Separacni a detekéni podminky byly stejné, jako v ptipad¢ analyzy E2. Pro kvantifikaci aE2
byl pouzit ptechod m/z 255,5 — 158,9 a pro E2-d; jako IS pfechod 258,5 —158,9. V tomto
systému eluoval E2-d3 v ¢ase 3,0 min a aE2 v ¢ase 3,4 min. Metoda byla validovéana a byl urcen
limit detekce (LOD) jako 0,52 pg/L a limit kvantifikace (LOQ) jako 1,49 pg/L. Zmétené
koncentracni hodnoty aE2 v biologickém vzorku, ziskané pro jednotlivé casy kapacitace, byly
poté pifevedeny na hodnoty relativni koncentrace B; a ty byly podrobeny kinetické analyze.

Zmé&fené koncentrace volného, na mysi spermie nevazaného oE2 béhem kapacitace jsou
pro vsadkovou koncentraci 200 pg/L uvedeny na obr. 15. Z obr. 15 je vidét, Ze se hodnoty
koncentrace, nalezené ve vzorku, nejprve piili§ neliSily od blanku. K prudkému poklesu
koncentrace ve vzorku doslo az po 90. min, aby po dosazeni minima okolo 150. min hodnota
koncentrace opét mirné stoupla.

Vypocitané hodnoty relativnich koncentraci Bt (B: = Ci/Co) jsou uvedeny v tabulce 6.
Pro vsadkovou koncentraci 20 a 2 pg/L se koncentrace aE2, zméfené ve vzorcich, vyrazné
neliSily od blankli a pohybovaly se v intervalu 17,8-18,6 pg/L pro vsadkovou koncentraci
20 pug/L a v intervalu 1,7-1,8 pg/L pro vsadkovou koncentraci 2 pug/L. Z toho diivodu nebyly

jiz dal zpracovavany.
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Obr. 15. Zavislost koncentrace volného, na mysi spermie nevazaného aE2 na kapacitaci pro vsadkovou
koncentraci aE2 v M2 médiu 200 pg/L (vzorek — Cervena kolecka, blank — prazdné trojuhelniky),
odchylkové tisecky jsou pocitany jako standardni odchylky ze tfi pokusi.

Tabulka 6. Relativni koncentrace Bi, vypoclitané z primérnych hodnot koncentraci C,
ziskanych pro vsadkovou koncentraci aE2 200 pg/L béhem casové ohranicené kapacitace;

primér + smérodatna odchylka primeéru.

cas 0 30 60 920 120 150 180
(min)
B 1,000+£0,002 0,985+0,002 0,981+0,003 0,979+0,008 0,899+0,010 0,772+0,012 0,863+0,013

Na prvni pohled se zda, Ze pokud by se B: body, ziskanymi pro aE2, prolozila kiivka,
tak by vykazovala podobny priibéh, jaky byl ziskan pro hormony E2 i EE2. To by znamenalo
autokatalytickou tvorbu nestdlého aduktu mezi danym hormonem a estrogennimi receptory,
lokalizovanymi v cytoplazmé, projevujici se nejprve snizujicimi se a nasledné zvySujicimi se
hodnotami B:. Na zdklad¢ publikovanych dat pro EE2, mulZe rozklad aduktu probihat
hypoteticky dvéma zpiisoby, aplikovatelnymi i pro piisobeni aE2:

a) rozklad aduktu produkuje aktivni vnitini hormon, ziistavajici v cytoplazmé (aE2i) a

aktivni receptor (R), jez oba jsou nasledné schopni dal$ich interakci

b) rozklad produkuje aktivni vnitini hormon (aE2;), ale inaktivni receptor, neschopny

dalsich interakei (R").
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V prvnim piipad¢é, kdy jsou obé slozky hypoteticky aktivni, se jednd o reversni
(rovnovéaznou) reakci mezi obéma slozkami, v druhém piipad€ jde o jednosmérnou reakci,
vedouci k deaktivaci vazebného receptoru. Obé¢ reakce, (a) i (b), mohou pisobit simultanné,
coz muze byt povazovano za porusovani rovnovahy, tedy za tzv. pseudo-rovnovaznou reakci.
Navrzené kinetick¢é schéma, popisujici mechanismus interakce oE2 s estrogennimi

cytoplazmatickymi receptory, je ukdzano na obr. 16.

plasma membrane

’
'

' 1,2 3
aE2 +: R— 0E2-R = aE2;+ R

| s ¢
" X aE2. + R’

1
v

Obr. 16. Navrzené kinetické schéma, kde oE2 reprezentuje extracelularné pfitomny hormon, R
reprezentuje aktivni cytoplazmaticky estrogenni receptor, aE2-R reprezentuje adukt, aE2i reprezentuje
v cytoplazmé ptitomny aktivni hormon, R reprezentuje inaktivni cytoplazmaticky estrogenni receptor
a plasma membrane reprezentuje cytoplazmatickou membranu, jejiz vnéj$i povrch je orientovan smérem
k externimu zdroji hormonu a vnitini povrch smérem do cytoplazmy; 1 a 2 reprezentuji rychlostni
konstanty tvorby aduktu bez autokatalyzy (1) a autokatalytické (2) tvorby aduktu, ktera probiha
simultanné, 3 a 5 reprezentuji rychlostni konstanty rozkladu aduktu a 4 reprezentuje rychlostni konstantu

zpétné reakce.

Navrzené kinetické schéma je vyjadiené formou diferencidlni rovnic 1a-1c, kde je pro
jednoduchost vyjadiena molarni koncentrace externiho hormonu oE2 jako FE, molarni
koncentrace cytoplazmatickych receptori cER jako R, molarni koncentrace interniho,
v cytoplazmé lokalizovaného hormonu aE2; jako £, molarni koncentrace aduktu jako ER a ¢ je

relativni koncentrace volného hormonu vné¢ membrany.

“E = EXR(K; + K, x (1—€)) I
%:EXR(K1+K2><(1—£))+K4><El-><R—K3><(ER) b
L0 = B xR(Ky + Ky X (1= ) + Ky X By X R = (K3 + K5) X (ER) Ic
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rovnice (1a) popisuje koncentracni ibytek hormonu reakci s cytoplazmatickymi receptory
reakci bez autokatalyzy (celkova rychlostni konstanta Ki) a autokatalytickou (celkova
rychlostni konstanta K») reakci

rovnice (1b) popisuje koncentracni ubytek receptorti reakci s extracelularné pritomnym aE2
(s celkovymi rychlostnimi konstantami K; a K>) a interné, v cytoplazmé lokalizovanym
hormonem aE2; (celkova rychlostni konstanta K4) a nasledny ptirtistek receptorii rozpadem
aduktu (celkova rychlostni konstanta K3)

rovnice (1c¢) popisuje koncentracni prirtistek aduktu ER diky reakci bez autokatalyzy i
autokatalytické reakci receptorii s extracelularnim oE2 (s celkovymi rychlostnimi
konstantami K; a K3) a reversni reakci s internim aE2; (s rychlostni konstantou K4) a
koncentracni ubytek aduktu souvisejici s rovnovaznou (celkova rychlostni konstanta K3) a

pseudo-rovnovaznou (celkova rychlostni konstanta Ks) reakci

Tyto diferencidlni rovnice byly feSeny metodou Runge-Kutha pro ziskdni ¢iselnych

hodnot Ki-Ks a hodnoty molarnitho poméru n mezi reagujicim hormonem a receptorem,

pouzitych pro konstrukci teoretické B(¢) kiivky. Tyto hodnoty byly optimalizovany hledanim

minima absolutni hodnoty rozdilu mezi experimentélni a teoretickou a hodnotou B: pomoci

programu MATLAB. Vysledky ziskané pro vsadkovou koncentraci 200 pg/L jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tabulka 7. Vypocitané hodnoty celkovych rychlostnich konstant Ki-Ks a molarniho poméru n,

vsadkova koncentrace aE2 200 ng/L.

K K> K3 Ky Ks n
0,01 4,0 5,0 0 0 0,01

B(f) kiivky, ziskané s celkovymi rychlostnimi konstantami Ki-Ks (viz tabulka 7)

pro rizné hodnoty n jsou spolu s experimentdlné ziskanymi body uvedeny na obr. 17.

Jednotlivé barvy kiivek znazornuji jednotlivée B(¢) kiivky, ziskané pro riizné hodnoty n.

Z obr. 17 je vidét, ze tvar B(¢) kiivek a zejména jejich minima jsou citlivé na hodnotu »n a

nejlepsi shody mezi experimentalné ziskanymi body (¢erna kolecka) a kiivkou je dosazeno pro

extrémné malé hodnoty n (¢ervend n = 0,01 a zlutd n = 0,1 kiivka).
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Obr. 17. Tvar teoretickych B(f) kiivek vypoctenych s konstantami Ki-Ks (viz tabulka 7) pro rizné
hodnoty n (Cervend kiivka: n = 0,01, zluta kiivka: n = 0,1, modra kiivka: n = 1 oranzova ktivka: n = 2)

spolu s experimentalné ziskanymi B; body (Cerna kolecka).

Z obr. 17 je také patrné, Ze zatimco prabeh Cervené B(¢) kiivky, ziskané pro n = 0,01, je
od 90. min kapacitace ve velmi dobré shod¢ s experimentalné ziskanymi B: body, tak v
pocatecnich fazich kapacitace tomu tak neni. Z tohoto divodu byla provedena nova
optimalizace parametri Ki-Ks s ohledem na dosazeni lepsi shody teoretické B(f) kifivky
s experimentalné ziskanymi B; body v pocatecnich fazich kapacitace (0-90 min). Vysledky

nové optimalizace jsou uvedeny v tabulce 8 a zndzornény na obr. 18 (zelena kiivka 1).

Tabulka 8. Nov¢ vypocitané hodnoty celkovych rychlostnich konstant K;-Ks.
K; K> K; Ky K;s n
7 10 49 12 20 0,01
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Obr. 18. Experimentaln¢ ziskané¢ hodnoty B; (Cernad kolecka) spolu s B(f) kiivkou: ziskanou s
optimalizovanymi parametry z tabulky 8 (zelend kiivka 1) a ziskanou s optimalizovanymi parametry

z tabulky 7 (Cervena kiivka 2).

Vyslednym modelem by byla kiivka, vznikla kombinaci kiivky (1) a (2), se zlomem v
90. min kapacitace, jejiz pocatecni vétev (0-90 min kapacitace) by byla tvotfena kiivkou (1).
Tento pribéh odpovidd hypotetickym obtizim pifi priniku hormonu cytoplazmatickou
membranou. Hormon nejprve pronikne vnéj$i vrstvou cytoplazmatické membrany a
shromazd’uje se ve fosfolipidové dvojvrstvé cytoplazmatické membrany za vzristajiciho
napéti. KdyZ mnozstvi nahromadéného hormonu dosdhne kritické hodnoty, vnitini sténa
cytoplazmatické membrany propusti nahromadéné mnozstvi aE2 do cytoplazmy, kde hormon
velmi rychle, autokatalyticky reaguje s cytoplazmatickymi receptory za tvorby aduktu (strmé
klesajici cast kiivky (2)), ktery je vSak nestaly a ¢asem se rozpada (stoupajici ast kiivky (2)).
Protoze kritické mnoZstvi hormonu je vzhledem k celkovému obsahu cytoplazmatickych
receptoril malé, je 1 vyslednd hodnota molarniho poméru n velmi nizka.

V analogickém kinetickém modelu pro vsadkovou koncentraci 20 pg/L, potazmo 2
ng/L, by dosazeni kritického mnoZstvi hormonu, nahromadéného ve fosfolipidové dvojvrstve,
bylo podstatné pomalejsi nez v ptipadé vsadkové koncentrace 200 pg/L, a proto by ke zlomu
na kiivce (1) z obr. 18 doslo v podstatné delSim cCase kapacitace (po 180. min), coz je za
standardni délkou monitorovani procesu kapacitace in vitro. Tomu by odpovidal 1 fakt, Ze se
koncentrace volného, v aduktu nevazané¢ho aE2, zmétené ve vzorcich s piidavkem spermii a

blanku navzajem nelisily a vykazovaly prakticky konstantni hodnotu.
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3.4 Pripravovana publikace IV: Srovnavaci studie plsobeni 17a-

estradiolu u spermii mysi a potkant béhem jejich kapacitace.
(Comparative study of 17a-estradiol mechanism during capactation of mouse and rat

sperm.)

Je znamo, Ze aE2 je schopny se véazat na estrogenni receptory, ale jeho biologicka
aktivita je mensi nez v pripadé E2 a je druhové a tkanové specificka. Bylo popsano, ze aE2
reguluje expresi mRNA v nadorovych buinikach hypofyzy u potkand, citlivych na estrogen, ale
tato indukce neni zprostiedkovana klasickou cestou estrogenniho receptoru [249]. Bylo
zjisténo, ze C¢ast mozku, ktera ovliviiuje prostorovou pamét’, je bohatd na receptory citlivé na
steroidni hormony. Potkani po ovariektomii prokazovali po podéani estradiolu lepsi vykony a
pro aE2 stadily niz8i davky hormonu nez pro E2, na rozdil od transkripénich estrogennich
odpovédi, které jsou obvykle citlivéj§i na izomer E2 [250, 251]. Uginek oE2 naznaduje, Ze
hormonalni substitucni terapie s pouzitim tohoto steroidu by mohla byt klinicky uzite¢na pfi
zmiriovani dopadu nizké endogenni produkce estrogenu na rozvoj a progresi
neurodegenerativnich poruch [252].

Vzhledem k vySe uvedenym skute¢nostem byl v této praci proveden obdobny
experiment sledovani aE2 a jeho vlivu na kapacitaci potkanich spermii jako v pfipadé mysi (viz
Komentar k publikaci III). BEhem €asové ohranic¢ené kapacitace in vitro byl sledovan hormon
aE2 pfidany k potkanim spermiim na zacatku jejich kapacitace o vsadkové koncentraci
200 pg/L. Metodou HPLC-MS/MS byla béhem kapacitace sledovana zména koncentrace
volného, na spermie nevazaného aE2 a ze ziskanych koncentracnich hodnot ¢ byly vypocitany

hodnoty relativnich koncentraci By, které jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9. Primérné hodnoty B, ziskané pro jednotlivé Casy kapacitace.

¢as (min) 0 30 60 90 120 150 180
B¢ 1,000 0,860 0,810 0,750 0,810 0,830 0,890

Tyto hodnoty byly nésledné podrobeny kinetické analyze, pro kterou byl pievzat
kineticky model, navrzeny pro interakci aE2 s mySimi spermiemi, spolu se zakladnimi
diferencidlnimi rovnicemi (la-1c, viz komentat k publikaci III). Soustava diferencialnich
rovnic byla feSena metodou Runge-Kutta. Aby se vysledna B(¢) kiivka co nejizeji primykala

k experimentalnim bodim, byly zvoleny optimalizované konstanty (viz tabulka 10).
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Z tabulky 10 je vidét, ze hodnota konstanty K>, vztahujici se k autokatalytické tvorb¢ nestalého
aduktu, musi byt nulova. Jestlize je autokatalyza spojena se zménou fluidity cytoplazmatické
membrany (shodné¢ E2, EE2 a oE2 pfi interakci s mySimi spermiemi), pak prubéh bez
autokatalyzy by m¢l znamenat, ze vznikly adukt ER (komplex aE2 — estogenni receptor R)

neovliviiuje zménu fluidity membrany.

Tabulka 10. Konstanty vypocitané pro vsadkovou koncentraci aE2 200 pg/L, kde Ki-Ks jsou
celkové rychlostni konstanty a n je molarni pomér.
K; K K; Ky Ks n
0,77 0,0 5,00 12,00 6,00 0,5

Pouzijeme-li tyto konstanty do kinetick¢ho schématu, navrzeného pro mysi spermie (viz obr.
16), pak je vidét, Ze v ptipadé potkanich spermii je nejpravdépodobnéjSim procesem zpétna
tvorba aduktu ER (konstanta Kj). Jak hodnota molédrniho poméru n ovlivituje priabch
teoretickych B kiivek je vidét na obr. 19, ze kterého jasné vyplyva, ze teoreticky nejvhodné;si

hodnota molarniho poméru 7 je 0,5 (Cervena kiivka).
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Obr. 19. Tvar teoretickych B(f) kiivek spocitanych s optimalizovanymi konstantami K;-Ks (viz
tabulka 10) pro rizné hodnoty molarniho pomeéru n (Zluté kiivka: n = 0,1; modra kiivka: n = 0,3; Cervena

ktivka: n = 0,5; zelena kiivka: n = 0,8; fialova kiivka n: = 1,0; ¢erna kolecka — experimentalni body).
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Jak je vidét z porovnani obr. 18 versus 20, pribeh B(r) kiivek se v piipadé mysich a
potkanich spermii vyrazné lisi.
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Obr. 20. Shoda experimentaln¢ ziskanych B; hodnot s teoretickou B(¢) ktivkou, ziskanou pro n = 0,5

(Cerna koleCka — experimentalni body).

Jak jiz bylo popsano v kapitole ,,3.3 Publikacie III*, v ptipadé¢ mySich spermii (viz
obr. 18) pfedstavuje pocatecni plocha ¢ast vétve kiivky (1) az do priseciku s kiivkou (2) (pfi
90 min kapacitace) obtize s prinikem hormonu aE2 skrz cytoplazmatickou membranu. Hormon
se hromadi mezi fosfolipidovou dvojvrstvou cytoplazmatické membrany za zvySujiciho se
napéti. KdyZz mnoZstvi nahromadéného hormonu doséhne kritické hodnoty, vnitini vrstva
fosfolipipidové dvojvrstvy propusti nahromadény hormon, ten je internalizovan v cytoplazmé,
kde rychle, autokatalyticky reaguje s cytoplazmatickym receptorem za vytvoreni nestabilniho
aduktu (strmé klesajici ¢ast kiivky (2)), ktery se nasledné rozkladé (stoupajici ¢ast kiivky (2)).
Jelikoz je kritické mnozZstvi aE2 ve srovnani s celkovym obsahem receptorli v cytoplazmé velmi
malé, je mald také hodnota molarntho poméru »n (0,01). Obtizim pii praniku oE2
cytoplazmatickou membranou také odpovida poloha minima kiivky (2) na ¢asové ose, kde se
nachazi az okolo 150. min kapacitace.

V pfipadé potkanich spermii (viz obr. 20) dostdvdme pouze jednu, prakticky
symetrickou kiivku s minimem pii 90 min kapacitace. Aby se dosihlo dobré shody
experimentalné ziskanych bodl s vypocitanou B(¢) kiivkou, je nutné, aby kineticky model
neobsahoval autokatalyticky krok, tedy aby platilo, Ze K> = 0. Prabéh kiivky odpovida
plynulému priniku hormonu pfes cytoplazmatickou membranu za vytvoreni nestabilniho

aduktu hormonu s receptory (klesajici ¢ast kiivky), avSak bez signalizace smérem k vétsi zmeéné
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fluidity cytoplazmatické membrany, a prakticky symetrickému rozkladu nestabilniho aduktu.
Také hodnota molarniho poméru n je vyssi (n = 0,5) nez v ptipad¢ mysich spermii (n = 0,01).
Jestlize porovname vstupni hodnoty rychlostnich konstant K; vypocitanych pro reakci hormont
s mySimi spermiemi, pro EE2 (K= 0,03) a pro aE2 (K; = 0,01), s hodnotou K; ziskanou pro
potkani spermie (K1 = 0,77) je videt, ze reakce aE2 se spermiemi potkana je podstatné rychlejsi,
coz lze vidét 1 na strmosti kiivky.

Vysledky ziskané pro interakci hormonu aE2 s potkanimi spermiemi béhem casoveé
ohranicené kapacitace in vitro a navrzeny kineticky model ukazuji na odliSny mechanismus
interakce nez ten, ktery byl popsan pro pisobeni hormonu aE2, potazmo E2 a EE2, na spermie
mysi. V ptipadé¢ potkanich spermii nebyla pozorovana autokatalyza (nulové hodnota K?>) a tento
vysledek reprezentuje zasadni rozdil oproti kinetickym modeltim, navrZzenym pro interakci vyse
zminénych hormont s myS$imi spermiemi. Vypocitand hodnota rychlostni konstanty pro
primarni tvorbu aduktu (K) ukazuje v piipad¢ potkanich spermii na podstatné rychlejsi, avSak
plynulou tvorbu nestalého aduktu, nez tomu je v piipadé mySich spermii. Zda se, Ze i v tomto

ptipad¢ se projevuje druhova specifita ptisobeni hormonu oE2.
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4. ZAVER

Pro popsdni mozné interakce mezi estrogennimi hormony a spermiemi, a tedy pro
stanoveni koncentrace volnych, na spermie nevazanych hormont, byla ve vSech studiich
pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekeci (HPLC-
MS/MS). Jako modelovy organismus slouzily spermie mysi, resp. potkana. Méteni probihala
v systému trojitého kvadrupdlu, ktery je diky své vysokeé citlivosti vhodny pro kvantifikaci latek
na nizkych koncentra¢nich hladinach. Studované hormony (E2, EE2, aE2) byly ionizovany
elektrosprejem v pozitivnim ioniza¢nim modu (ESI), ktery byl podstatné citlivéjsi neZ negativni
mad. Pro sledovani jednotlivych hormont v kapacitacnim médiu byl vyuzit MRM mad, ktery
umoziuje identifikaci 1 kvantifikaci latek v slozitych biologickych matricich. Za
optimalizovanych separacnich a detekénich podminek byly pro vSechny studované hormony
stanoveny limity detekce a limity kvantifikace, které se pohybovaly v desetinach (0,30-0,88),
resp. v jednotkdch (1,10-1,49) pg/L. Byly testovany tfi razné vsadkové (davkovaci)
koncentrace hormonii (200, 20 a 2 pg/L). Béhem ¢asoveé ohrani¢ené kapacitace spermii (0-
180 min) byla metodou HPLC-MS/MS monitorovdna koncentrace volného, na spermie
nevazaného hormonu (C). Z hlediska kinetické analyzy to znamend, ze byla sledovana
koncentrace hormonu (obecné E + E;), ktery nebyl v dany ¢as kapacitace vazany v aduktu
(obecné ER). Zméfené hodnoty C pak byly pro jednotlivé kapacitacni Casy prepocitany na
hodnoty relativni koncentrace B: a ty byly podrobeny kinetické analyze.

Vysledky kinetické analyzy experimentalnich hodnot relativni koncentrace (B),
ziskanych pro jednotlivé Casy kapacitace, ukazuji, ze tvorba aduktu (ER) mezi hormony (E2,
EE2, aE2) a cytoplazmatickymi estrogennimi receptory (R) je u mySich spermii vysledkem
jednotného procesu. Vzniklé adukty jsou nestabilni a rozkladaji se na piivodni volné hormony
(E2, EE2, aE2) a cytoplazmatické receptory (R). Pokud rozklad aduktu vede k nezménénému,
aktivnimu receptoru (R), ktery miiZze dale reagovat s hormonem, pfitomnym v cytoplazmé (E;)
za vzniku dal$iho aduktu zpétnou (reversni) reakei, pak se jednd o rovnovaznou reakci. Pokud
je pritomen neaktivni receptor (R"), ktery jiz neni schopen déle reagovat, pak je rovnovdzna
reakce pierusena a vede k tzv. pseudo-rovnovazné reakci.

Tvorbu aduktu je mozné popsat jako autokatalytickou reakci, charakterizovanou
skute¢nosti, ze tecna ke kiivce B() se stdva behem reakce strmé&jsi. Vytvoteny adukt ovliviiuje
fluiditu cytoplazmatické membrany a usnadiiuje tak prichod hormonti (E2, EE2, aE2)

cytoplazmatickou membranou za zvysujici se tvorby aduktu. Jde o opakujici se proces. Na
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zéklad¢ vysledkt kinetické analyzy se zda, ze rozdil v chovani jednotlivych hormoni je
zpisoben odliSnym zpisobem transportu hormont cytoplazmatickou membréanou.

E2 je endogenni estrogenni hormon, ktery k vytvoreni pozadované odpovédi vyzaduje
definované membréanové estrogenni receptory. PocCet receptori na povrchu spermie je dan
Langmuierovou adsorp¢ni izotermou a E2 mtize proniknout skrz cytoplazmatickou membranu
a vytvorit adukt pouze prostfednictvim téchto receptorti. Protoze Langmuirova adsorpcni
izoterma je imérné koncentraci extracelularné ptitomného hormonu E2, tvorba aduktu je také
zéavisla na stejném procesu. Poloha minima na B(f) kiivkach vzhledem k cCasové ose je
dilezitym prvkem a je zavisla na vsadkové koncentraci hormonu (na davce). Se snizujici se
hodnotou vsadkové koncentrace se minimum posouva k pozdéjsim ¢astim kapacitace. Hloubka
minima na B(¢) kiivce se prohlubuje s klesajici hodnotou molarniho poméru n. Pomér dvou
sousednich hodnot n1/n2, vypocteny pro dvé sousedni vsadkové koncentrace (200; 20 pg/L)
nebo (20; 2 pg/L), se rovna 1/10, a to je v souladu s pomérem dvou sousednich davkovanych
koncentraci. Predstavuje tak dal$i charakteristické chovani hormonu E2. Kineticky model,
navrzeny pro interakci hormonu E2 s estrogennimi receptory, vSak nesel aplikovat v ptipadé
hormont EE2 a aE2.

V ptipadé¢ EE2 jsou experimentalné zjisténé hodnoty » pro jednotlivé vsadkové
koncentrace mnohem mensi nez odpovidajici hodnoty n pro E2. Z kinetického hlediska se
nezda, Ze by hormon EE2 vyzadoval specificky membranovy estrogenni receptor, aby prosel
cytoplazmatickou membranou spermie, a proto je reakce hormonu EE2 s receptory rychla.
Charakteristickym rysem ptsobeni EE2 je skuteCnost, ze Casové soufadnice minima jsou
prakticky konstantni, a proto jsou nezavislé na koncentraci davky hormonu.

Pro hormon aE2 je prichod cytoplazmatickou membranou podstatné slozitéjsi. Nezda
se, Zze by aE2 primarné prochazel i vnitini vrstvou cytoplazmatické membrany, ale naopak se
hromadi mezi fosfolipidovou dvojvrstvou cytoplazmatické membrany. To se projevuje
pomérne dlouhou plochou ¢asti B(r) kiivky. Kdyz mnozstvi aE2 dosdhne v cytoplazmatické
membran¢ kritické hodnoty, vnitfni vrstva membrany se stane pro aE2 prichodnou,
s naslednou internalizaci aE2 v cytoplazmé. Zde hormon rychle, autokatalyticky reaguje s
cytoplazmatickymi receptory a tvofi nestabilni adukt, projevujici se prudkym poklesem B(¢)
ktivky do minima. Kritické mnoZzstvi tohoto hormonu je malé ve srovnani s celkovym
mnozstvim estrogennich receptort v cytoplazmé, takze hodnota parametru » je také extrémné
nizka. Vysledky ziskané pro interakci hormonu aE2 s potkanimi spermiemi ukazuji na odlisny
mechanismus interakce. V ptfipadé potkanich spermii nebyla pozorovéana autokatalyza, takze se

zda, Ze tvorba nestalého aduktu neovlivituje fluiditu cytoplazmatické membrany.
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Navrzené matematické modely, ovéiené experimentalnimi daty, umoznily vyvinout
hypotézy o moznych interakcich mezi estrogennimi hormony a estrogennimi receptory pomoci
modelu kapacitace spermii. Toto chépani dynamiky interakce estrogenni hormon/estrogenni
receptor je zcela nové a ma potencial byt piinosné pro dalsi rozvoj v oblasti pochopeni bunécné

signalizace.
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