Abstrakt

Tato diplomova prace byla zaméfena na vyvoj nové metody vyuzivajici vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS) pro
kvantifikaci vybranych steroidnich hormont, a to 17a-ethynylestradiolu (EE2) a progesteronu
(PRG), v M2 fertilizacnim médiu. Toto médium je pouzivané pti kapacitaci spermii in vitro,
coz je proces, kdy dochdzi ke komplexnim molekularné-biochemickym zméndm ve spermii,
na jejichz zaklad¢ spermie ziskavaji schopnost oplodnéni. Fyziologicky pribéh tohoto
procesu je tudiz zasadni pro ziskéani fertilizacni schopnosti samc¢ich gamet. Optimalizované
HPLC-MS/MS podminky (kolona Kinetex EVO C;s, mobilni faze 50/50 (v/v) ACN/H,O0, s
0,1% obsahem mravenci kyseliny v obou slozkach, pratok mobilni faze 0,3 ml/min, néstiik
7,5 ul) byly aplikované pro sledovani koncentracnich zmén jednotlivych analyti béhem
Casove¢ zavislé kapacitace mySich spermii. Testované koncentrace pro EE2 byly 200, 20 a 2
pg/l a pro PRG pouze 200 pg/l. Bylo zjisténo, ze nejprve dochazi k poklesu koncentrace
volného, nevazaného EE2 (minimum okolo 60. min kapacitace) a poté k jejimu opétovnému
nartstu. Tento trend vykazovaly vSechny testované koncentrace. Koncentrace (200 pg/l)
volného, nevazaného PRG klesala po celou dobu kapacitace. Zavislosti koncentrace volného,
nevazaného hormonu na dobé¢ kapacitace budou podkladem pro nasledné studium kinetiky
tohoto procesu, jehoZ vysledky by mély pomoci objasnit interakéni mechanismus mezi

spermii a vybranymi steroidnimi hormony na molekularni urovni.



