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ABSTRAKT

Mezi polutanty vyskytujici se v zivotnim prostifedi patii také latky nazyvajici se
endokrinni disruptory (EDC). Ty piisobi zmény ve funkci endokrinnich organti a mimo
jiné mezi né patii i estrogenni hormony, a to jak pfirozené, tak syntetické. EDC se
mohou vazat na receptory endogennich hormonti nebo branit jejich syntéze.
17B-Estradiol je pfirozeny estrogenni hormon patiici do skupiny endokrinnich
disruptort, ve vétsi mife jej vylucuji zeny, avSak u muzu je produkovan také. Mezi EDC
patii také synteticky estrogen 17a-ethynylestradiol, ktery je hlavni slozZkou hormonalni
antikoncepce a spolu s ostatnimi estrogennimi endokrinnimi disruptory je nejspis
zodpovédny za feminizaci samct u zivo¢ichd Zzijicich v blizkosti Cistiren odpadnich
vod.

Uelem této prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni koncentrace volného
17B-estradiolu (BE2) a 17a-ethynylestradiolu (EE2) dostupného pro kapacitujici
spermie. Pro stanoveni BE2 béhem kapacitace mysich spermii in vitro bylo pouzito
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s tandemovou hmotnostni detekci
(MS/MS). Separacni systém v reverznim moddu se sestaval z kolony SunFire Cig
a jednoduché binarni mobilni faze slozené z ACN a vody v poméru 40/60 (v/v), ob&
slozky mobilni faze obsahovaly 0,1% roztok mravenci kyseliny. Za optimalizovanych
separacnich a kvantifika¢nich podminek s ionizaci elektrosprejem v pozitivhim mddu
byly zméfeny kalibraéni zavislosti pro 17B-estradiol a 17a-ethynylestradiol
v koncentraénim rozmezi 1-25 pg/L a 100-250 pug/L, respektive 1-25 png/L
a 100-200 pg/L a byly ur¢eny meze detekce a kvantifikace v desetinach, respektive
v jednotkach pg/LL Vyvinutd metoda byla aplikovdna na sledovdni vyvazovani
17p-estradiolu hovézim sérovym albuminem v M2 médiu a na stanoveni volné
koncentrace 17p-estradiolu béhem casové zavislé kapacitace mysSich spermii. Tato
vyvinuta metoda predstavuje dilezity néstroj pro stanoveni mnoZzstvi environmentalnich
estrogentl zejména 17-estradiolu vazaného na spermie v konkrétnich ¢asech kapacitace
in vitro. Z casovych divodi nebylo mozné obdobné experimenty provést také pro

17a-ethynylestradiol.



ABSTRACT

Environmental estrogens (natural and synthetic) belong to a group of contaminants
called endocrine disrupting chemicals (EDCs). These compounds interfere with
a function of endocrine system. They can bind to natural estrogen receptors or block
synthesis of endogenous hormones. 17p-Estradiol (BE2) is a natural endocrine disruptor
produced more by women than men. Also a synthetic 17a-ethynylestradiol (EEZ2)
belongs to EDCs. It is used as a main part of birth control pills. Together with other
endocrine disruptors EE2 is probably responsible for feminization of male animals
living in effluents of waste water treatment plants.

The aim of this thesis was to develop a method for determining free 17p-estradiol
and 17a-ethynylestradiol available to capacitating sperm. In order to determine a status
of BE2 during mouse sperm capacitation in vitro, a high performance liquid
chromatography (HPLC) method with tandem mass spectrometry (MS/MS) detection
was used. A reversed-phase separation mode using a SunFire C1g column with a simple
mobile phase composed of acetonitrile and water at the ratio 40/60 (v/v) containing
0,1% formic acid in both components was applied. Under the optimized separation
conditions, calibration curves for 17B-estradiol and 17a-ethynylestradiol were measured
in the concentration range of 1-250 ug/L and 1-200 ng/L, respectively. Limits of
detection and quantification for the both analytes were determined as tenths and units
of ug/L, respectively. A free as well as bound 17B-estradiol to the bovine serum
albumin as an essential compound of capacitation medium can be quantified by the
proposed method. Results show that the level of free 17p-estradiol available for mouse
spermatozoa during capacitation in vitro can be quantified by HPLC method with
MS/MS detection. This method represents an important tool to determine the amount of
environmental estrogens, such as 17p3-estradiol, bound to sperm cells at the specific time
point of capacitation in vitro. With a respect to long time that was taken by
the biological experiments with 173-estradiol, there were only calibration dependences

measured for 17a-ethynylestradiol.
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1 UVOoD

V Zivotnim prostfedi se naléza mnoho polutantt, mezi které patii i tzv. endokrinni
disruptory (EDC). Jsou to latky s nepfiznivymi ucinky na zivé organismy, které se
projevuji zménami ve funkci endokrinnich organt. [1]

Endokrinni disruptory zastupuji skupinu hormondlnich polutantl, kterd se ve vodé
a v zivotnim prostfedi celkové nalézd v nizkych koncentracich (desetiny az stovky
ng/L). Tento fakt pfedstavuje hlavni problém pro jejich stanoveni. [2] Analyza téchto
polutantl proto vyzaduje vysoce citlivé metody, které je nutné kombinovat s u¢innym
predseparac¢nimi a prekoncentracnimi technikami.

Estrogeny vyskytujici se v zivotnim prostfedi mohou simulovat chovani pfirozenych
hormonii vazbou na jejich receptory. [3] Tim mohou blokovat vazbu endogennich
hormonti na receptory nebo branit syntéze specifickych hormonti. To zahrnuje napf.
inhibici sekrece gonadotropin-vylucujiciho hormonu a nasledné snizeni sekrece folikuly
stimulujiciho hormonu a luteinizaéniho hormonu, coz vede ke snizovani funkce,
pfipadné aktivity varlat a ovlivnéni prib&hu spermatogeneze, procesu tvorby a vyvoje
spermii, na jejimz konci je zdrava zrala muzska pohlavni bunka. [4,5] Dale mohou
bréanit transportu hormonit do krevniho fecist€ nebo pozméinovat jejich vylucovani
z t¢la. [6]

Endokrinni disruptory se dostavaji do Zivotniho prostfedi jako disledek zvySené
produkce a konzumace tady lé¢iv a podpirnych latek v podobé odpadnich produkti,
které piedstavuji toxikologické reprodukéni riziko jiz pii velmi nizkych koncentracich.
Estrogenni latky pfitomné v jidle, plastovych obalech a balenych vodéach ptedstavuji
latky potencialné ohrozujici zdravi muzu. [7]

Vyskyt estrogennich polutantl také tzce souvisi se zvySujicim se uZivanim
antikoncepcnich tablet, které dnes obsahuji latky s vysokou fyziologickou aktivitou. [1]
Byla jiz popsana zména pohlavi a reprodukcnich funkei u plazt, ptaka, obojzivelniku,
korysa a ryb v disledku pfitomnosti estrogenti v zivotnim prostiedi. [8]

Béhem poslednich nékolika desetileti doslo v lidské populaci k nartistu testikularnich
nadort, defektl ve vyvoji reprodukénich organa a snizila se vyrazné kvalita lidského
spermiogramu. [9,10] Jednou z pfi¢in muze byt vedle dasledkt negativniho zivotniho
stylu 1 pfitomnost estrogennich polutanti. V pfipad€ nékterych z nich byl jiz jejich
negativni vliv na reprodukci prokazan (diethylstilbestrol) nebo je testovan (napf.

bisfenol A nebo nonylfenol). [10-12] Do skupiny estrogennich polutanti jsou fazeny
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i pfirodni hormony jako 17a-estradiol, 17p-estradiol (BE2), estriol (E3), estron (E1)
a synteticka kontraceptiva mestranol a 17a-ethynylestradiol (EE2). V soucasnosti se in
Vivo testuje vliv vybranych latek (fluoridd, estrogennich hormonti) na fertilitu mysi. [13]

Kapacitace je klicovou udalosti pii studiu chovani spermii pfed oplodnénim. Pouze
kapacitované spermie jsou dostate¢n¢ aktivni a schopné oplodnéni. Ke kapacitaci in
vivo dochazi v déloze a vejcovodech a je usnadnéna latkami vylu¢ovanymi ze samiciho
pohlavniho traktu. Sledovani vlivu estrogennich polutanti na kapacitaci spermii in vivo
by bylo velmi naro¢né a proto se provadi in vitro. [14]

PtredevSim pifi snaze o bliz§i porozuméni procesu, pii kterém spermie ziskavaji
schopnost oplodnit vajicko, musi experimenty in vitro co nejvice simulovat in vivo
prosttedi. Aby bylo mozné studovat, zda ma exogenni piitomnost estrogennich
hormont vliv na kapacitaci spermii, je dllezité zjistit, zda je spermie schopna exogenni
estrogeny vyvazovat. [15]

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout HPLC metodu vhodnou pro separaci
a kvantifikaci 17p-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu v kapacitaénim M2 médiu.
Vypracovand metoda byla aplikovdana pro sledovani volné (nevdzané) koncentrace
17B-estradiolu béhem c¢asové zavislé kapacitace mySich spermii in vitro. Bylo
zjistovano, jaké mnozstvi hormonu je vazano na hovézi sérovy albumin ptitomny v M2
kapacita¢nim médiu a jaké mnozstvi volného estrogenu je tedy dostupné pro spermie

béhem kapacitace.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Estrogenni hormony

Estrogeny patii do skupiny steroidnich latek. Jako prakticky vSechny zivocisné
steroidni latky vznikaji i estrogeny biotransformaci cholesterolu.

Jsou to pohlavni hormony nezbytné pro normdlni dospivani, stimuluji vyvoj
primarnich a sekundarnich pohlavnich znakt. Vaje¢niky vylucuji kromé progesteronu
nasledujici latky: 17B-estradiol (BE2), estron (El), estriol (E3) a 17a-estradiol. Do
skupiny estrogenti také patii synteticky 17a-ethynylestradiol (EE2) a mestranol. [16]

17a-Ethynylestradiol a 17B-estradiol reprezentuji vétSinu vSech estrogent
v odpadnich i povrchovych vodach. Vyzkumy in vivo na rybach ukazaly, ze uz
koncentrace 1 ng/L. BE2 nebo 0,1 ng/L EE2 vyvolavad u nékterych druhii feminizaci
samcui. Estrogeny EE2, BE2 a El jsou vylucovany bud’ v nezménéné podobé nebo
prevazné jako konjugaty (sulfaty nebo glukuronaty). Konjugované formy nevykazuji
biologickou aktivitu, ale mohou byt prekurzory pro pfeménu na volné estrogeny ve
splascich nebo pii pruchodu Eistirnou. [17]

K I¢karskym ucelim jsou pouzivany piedevSim stabilni syntetické derivaty
steroidnich hormoni — mestranol a 17a-ethynylestradiol — ze skupiny estrogent
a gestoden, levonogestrel aj. patfici mezi derivaty progesteronu. Uplatiiuji se
v antikoncepcnich tabletdch (hlavni uplatnéni EE2), jako fyziologickd ndhraZka pfi
nedostatku hormonti, pfi 1écbé karcinomu prostaty a prsu, u zen po menopauze, pfi
1é€be neplodnosti, endometridzy, menstruacnich poruch aj. Terapeutické davky
estrogent aplikované pii 1ébé jsou Casto mnohem vys$i, nez je obsah téchto latek

v antikoncepci. [1,18]

2.1.1 17B-Estradiol

CHz OH 17B-Estradiol (viz obr. 1) pfedstavuje dominantni
zensky estrogenni hormon, je zodpovédny za vyvoj
sekundéarnich pohlavnich znaki, rist vajecnikovych
folikulit a regulaci menstruaéniho cyklu. Tento

estrogenni hormon je produkovany piedev§im

HO . . . .
granulézovymi bunikami vajecnikovych folikuld, ale

Obrazek 1.
Struktura 17p-estradiolu
Mr =272,4

také zlutym tcliskem a placentou. Vznika pifeménou
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androgent, konkrétné aromatizaci testosteronu, katalyzovanou enzymem aromatasou.

Vétsina cirkulujiciho 17-estradiolu je vazana na bilkoviny albumin nebo globulin.
V jatrech je tento hormon, stejné jako ostatni estrogeny, pfeméiovan na glukuronidové
a sulfatové konjugaty, které jsou nasledné vylou¢eny moci.

Plazmatickd koncentrace BE2 se méni béhem menstruacniho cyklu. Tésné pired
ovulaci a uprostied lutedlni faze jsou koncentrace hormonu nejvyssi. Sekre¢ni rychlost
u zen v Casné folikuldrni fazi je 36 pg/den, tésn¢ pied ovulaci dosahuje maxima
380 pg/den a druhy vrchol sekrece nastava uprostied lutedlni faze se sekrecni rychlosti
vyluCovani BE2 250 pg/den. U muza se tvoti 17B-estradiol také, avSak jeho sekrecni

rychlost je vyrazn¢ nizsi. [19]

2.1.2 17a-Ethynylestradiol

17a-Ethynylestradiol byl vyvinut v roce 1938
pracovniky firmy Schering jako prvni peroralné
ucinny estrogen na svété. Je to synteticky
estrogenni hormon, odolny vici jaternimu

metabolismu. Uc¢innost pfirozenych estrogent je

pfi peroralni aplikaci nizsi, protoze jsou v jatrech

inaktivovany diive, nez vstoupi do celkového

Obrazek 2.
Struktura 17a-ethynylestradiolu obéhu. Hlavni aplikaci 17a-ethynylestradiolu
Mr = 296,4

jsou peroralni kontraceptiva. [18,20,21] Dnes se
v antikoncepCnich pfipravcich pouziva jako estrogenni slozka vyhradné
17a-ethynylestradiol. [21] Antikoncepéni piipravky jsou vétSsinou kombinované a vedle
estrogenni slozky obsahuji také syntetické derivaty progesteronu — gestageny.
Gestagenni slozka je proménlivejsi, tvoii specifickou slozku kombinované
antikoncepcni tablety.

Mnozstvi 17a-ethynylestradiolu v jedné tablet¢ se pohybuje v rozmezi
od 0,15 do 0,5 mg. Tablety s vysokou davkou EE2 (0,4 — 0,5 mg) se jiz bézné
nepouzivaji, za obvyklou davku je povazovano mnozstvi 0,2 — 0,3 mg EE2; pfi kterém
jsou sniZena rizika nezadoucich ucinkd, jako jsou napf.: hypertenze, narist hmotnosti,
rizika vzniku tromboembolie aj. Ptipravky s nejnizsi davkou obsahuji 0,15 mg EE2, toto
sniZzeni obsahu 17a-ethynylestradiolu jiz vS8ak nepfineslo vyrazné zmirnéni zbyvajicich

nezadoucich uéink.
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V Ceské republice uziva hormonalni antikoncepci pres 50 % Zen ve fertilnim véku

(15 — 49 let). [22]

2.2 Metody stanoveni estrogen

Pro analyzu estrogenti lze vyuzit rGzné techniky, mezi nejpouzivanéjsi patii
chromatografické metody (HPLC, GC) a imunochemické metody. V oblasti
chromatografickych metod jsou aplikovany ruzné zpusoby detekce, nejéastéji je pro
svou citlivost vyuzivan hmotnostni detektor (MS). Pro sniZzeni meze detekce (LOD)
a meze stanovitelnosti (LOQ) je Casto pted vlastni separaci predfazen prekoncentracni

krok, u estrogentl nejcastéji extrakce tuhou fazi (SPE).

Imunochemické metody

Tyto metody jsou zalozeny na reakci antigenu s protilatkou. Pro stanoveni estrogenti
se vétSinou pouziva metoda enzymoveé vazané imunochemické analyzy (ELISA) v tzv.
»sandwichovém® uspofddani a detekovanou sloZkou je zde antigen. Tato reakce miize
byt zna¢né specifickd. Zalezi na typu pouzité protilatky, zda bude pouzita monoklonalni
¢i polyklonalni protilatka.

Pii screeningu steroidnich latek ve vzorcich ze Zivotniho prostfedi jsou
imunochemické metody nenahraditelné, co se tyce rychlosti, nizké ceny ale také
moznosti analyzovat mnoZstvi vzorkd pfimo v terénu. Bylo vyvinuto nékolik metod
ELISA pro stanoveni estrogend. S pouzitim polyklonalni protilatky a kombinaci s SPE
bylo dosazeno vysoce selektivni a citlivé metody, kde LOD pro estron byl urcen jako
1,25 ng/L. [23]

V rychlém screeningu pro stanoveni BE2, E1 a EE2 v rliznych vodnych matricich
zahrnujicich odpadni, fi¢ni 1 podzemni vody, byly porovnany 4 rozdilné komeréné
dostupné monoklonalni sady ELISA. Vlastnimu stanoveni pfedchéazela uprava vzorkl
metodou SPE. Dynamicky rozsah stanoveni se pohyboval v rozmezi 0,05 — 5 pg/L
a bylo dosazeno LOD 0,05 pg/L. [24]

Imunochemické metody jsou velmi uzite¢né i1 presto, Ze maji sva omezeni. Jejich
citlivost je v fadé pfipadi nedostaCujici pro stopové analyzy a analyzy strukturné
podobnych estrogenti kvuli nespecifické vazbé na protilatku. Pii porovnani metod
ELISA, GC a HPLC v tandemovém uspotfadani s MS detekci jsou vysledky vSech
téchto metod srovnatelné. Oproti GC méa ELISA nizsi citlivost vii¢i vlivim matrice.
[25]
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Plynova chromatografie

Tuto metodu Ize vyuzit jak ke kvalitativni, tak kvantitativni analyze. Signal analytu
poskytovany méficim zafizenim je umérny jeho mnozstvi. Vyhody plynové
chromatografie zahrnuji vysokou separa¢ni ucinnost, vysokou rychlost analyzy
a moznost pouziti vysoce citlivych detektort. [25,26]

Estrogeny mohou byt stanoveny metodou GC piimo bez piedchozi derivatizace,
nicméné derivatizace na tékavéjsi derivaty je upfednostiovana. [27,28] Nejbéznéjsi
derivatiza¢ni technikou je silylace, vzniklé derivaty jsou charakterizované sniZenou
polaritou, zvysSenou tékavosti a lepsi teplotni a katalytickou stabilitou. Jako doplnék
mize byt k silylaci také pouzita alkylace. Metoda zahrnujici derivatizaci analytil
anhydridem pentafluoropropionové kyseliny nasledovanou GC-MS analyzou na koloné
HP-5 MS (30 m x 0.25 mm s tloustkou filmu 0,25 pm) v médu sledovani vybraného
iontu (SIM) vykazovala limity detekce v rozmezi 0,6 — 2,5 ng/L pro estron,
17a-estradiol, 17p-estradiol, estriol a mestranol. [29] Pro stanoveni estrogen ve
vzorcich z odpadnich vod byla také optimalizovana mikroextrakce tuhou fazi
nasledovand metodou GC s tandemovou hmotnostni detekci (MS/MS), kde se limity
detekce pohybovaly v rozmezi 0,2 — 0,3 ng/L. Velmi citlivé stanoveni BE2 a EE2 ve
zneCisténych vodach poskytovala metoda GC-MS/MS. Limity detekce pro odpadni
vodu ¢inily 0,1 ng/L a pro povrchovou vodu 0,05 ng/L. [30,31]

Kapalinova chromatografie

Metodou HPLC je mozno analyzovat estrogeny piimo, bez ptredchozi derivatizace.
Metoda HPLC-MS nebo HPLC-MS/MS spolu s UV spektrofotometrickou,
fluorescenéni nebo elektrochemickou detekci byva pro analyzu vodnych vzorka
estrogennich polutanti pouZita nejcastéji. [32-35]

Jako mobilni faze se pouZzivaji smési vody (pufru) s organickym modifikatorem,
nejcastéji methanolem nebo acetonitrilem. Staciondrnimi fdzemi jsou pifedevSim
chemicky vazané n-alkyly na silikagelovém nosici, nejéastéji C1g nebo Cs.

Oproti GC ma kapalinova chromatografie né€které nesporné vyhody: vzorky mohou
byt analyzovéany piimo, bez predchozi derivatizace, vodné vzorky neni nutné pied
analyzou nejprve vysusit, coZz u GC nutné je. Samotné analyze Casto predchazi
prekoncentrace s vyuzitim SPE nebo mikroextrakce tuhou fazi (SPME).

Obecné lze fici, Ze pro separaci estrogenil se nejcastéji vyuziva reverzni separacni

mod. Jako stacionarni faze byly s uspéchem pouzity fenylové nebo oktadecylové faze.
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Pro dosazeni dostatecné citlivosti detekce je nejCastéji volena MS detekce. Pokud je
hmotnostni spektrometrie pouzita v tandemovém uspotadani zlepsuji se jak hodnoty
LOD, tak LOQ. [25]

PIn¢ automatizovana metoda SPME-LC-ESI-MS s isokratickou eluci byla pouzita
pro stanoveni ¢ty nejbéznéji sledovanych estrogenti ve vodnych vzorcich. Pro
stanoveni byla vyuzita Cg kolona a mobilni faze o slozeni 0,01% roztok amoniaku ve
smeési s acetonitrilem v poméru 60/40 (v/v). Limity detekce se pohybovaly v rozmezi
2,7 — 11,7 ng/L. [36] Dalsi pIn¢ automatizovand metoda SPE-LC-ESI-MS/MS
s gradientovou eluci byla vyvinuta za pouziti Cige stacionarni faze a ACN jako
organickym modifikatorem mobilni faze. V této metodé dosahoval LOQ hodnot
0,02 — 1,02 ng/L. Metoda davala linearni odezvu, byla selektivni a vyzadovala
minimalni pfipravu vzorku. [33] Pro stanoveni estrogend byl jako velmi vhodny
navrzen separacni systém LC-ESI-MS/MS s detekci v negativnim iontovém modu, pii
némz bylo dosazeno LOD 0,1 — 10 pg/L. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Cjsg,
v kombinaci s binarni mobilni fazi tvofenou vodou a acetonitrilem s pifidavkem amonné
soli a byl aplikovan linearni gradient. [37,38]

Estrogeny byly také stanovovany metodou SPME-HPLC jak s UV detekei pfi
280 nm (LOD 0,3 — 1,1 ug/L), tak s elektrochemickou detekci (LOD 0,06 — 0,08 pg/L).
Pro toto stanoveni byla pouzita C;g stacionarni faze a mobilni faze obsahujici acetonitril
a vodu s pfidavkem 1% octové kyseliny a 0,5 g/L KCI. Obsah ACN byl béhem analyzy
regulovan gradientem. [39] Tabulka 1 sumarizuje metody pro stanoveni BE2, dosazené

LOD a lokalizaci analyzovanych vodnych vzorkd.

Tabulka 1. Porovnani riznych metod pro stanoveni 173-estradiolu.

LOD metoda feka, stat
7,4 ng/L SPME-LC-MS/MS Asahi, Japonsko [33]
0,18 ng/L IAE*-HPLC-MS  Long Island NY, USA [40]
7,3 ng/L GC-MS Tama, Japonsko [41]
1,3-11 ng/L GC-MS Vltava, CR [42]

*| AE — imunoafinitni extrakce
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2.3 Spermatogeneze a patologie spermii

Gamety (spermie a vajicko) vznikaji meidzou tj. redukénim délenim. Proto maji
pohlavni buniky polovi¢ni pocet chromozomi nez vSechny ostatni bunky v téle a jsou
tedy haploidni (zna¢i se 1n, diploidni buniky se zna¢ni 2n). [43]

Spermatogeneze je proces zahrnujici pfeménu zadrodecnych bunék — spermatogonii —
na spermie. Zrani zarode¢nych bun¢k zacina v puberté a kon¢i v pozdnim stari.

Spermatogonie jsou od fetdlniho vyvoje ulozeny v semenotvornych kanalcich.
V puberté se opakovanymi mitézami zvysi jejich pocet a za¢ne diferenciace na primarni
spermatocyty. Nasleduje prvni redukéni meiotické d€leni a tim vznikaji sekundérni
spermatocyty, které jsou jiz haploidni. Ty se jesté jednou meioticky rozdéli za vzniku
spermatid, ze kterych v procesu spermiogeneze vznikaji spermie (viz obr. 3). Cely tento
proces spermatogeneze (véetné spermiogeneze) trva u Cloveéka piiblizné dva mésice
a u mysi jeden mésic. Na regulaci spermatogeneze se podileji Sertoliho buiky, které
vystylaji semenotvorné kanalky a vyzivuji zarodecné bunky. Vzniklé spermie jsou
transportovany vzestupnymi kandlky do nadvarlat, kde jsou skladovany a zvolna
dozravaji. Na nadvarlata navazuje chamovod, kterym jsou spermie dopravovany do
mocové trubice. Nadvarle maji pouze savci, u ostatnich zivo¢ichti dochazi k obdobnym

jevim v chamovodu. [43,44]

Spermatogenesis
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Obrazek 3. Schéma spermatogeneze; prevzato z: [45].
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Spravné maturovand lidskéa spermie mé dle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
ovaln¢ tvarovanou hlavicku s neporusenym okrajem. Hlavicku tvoii svétlejsi anteriorni
¢ast, tzv. akrozéom, ktery zaujima 40 — 70 % celkového povrchu hlavicky spermie,
a posteriorni ¢ast. Bi¢ik spermie je pfipojen v symetricky situované prohlubni na bazi

hlavicky. Je pouze jeden a neni stoCeny ani piehnuty pies sebe. [46]

Patologie spermii

V pribéhu spermatogeneze a dozravani spermii v nadvarleti je ptiblizné 75 % vsech
vyvijejicich se zarodecnych bunék fyziologicky redukovano. Fyziologickd redukce
patologickych bunck je uskute¢fiovana prostfednictvim apoptézy a ubiquitinace.
U cloveka dosdhne pouze 25 % vznikajicich zarode¢nych bunék ejakulace a piesto je
jeste vice nez polovina z tohoto mnozstvi malformovana. [47]

Dale mize dochdzet i k poruchdm spermatogeneze. Ta miize byt naruSena
v jakémkoliv svém kroku vlivem zivotniho prostiedi, které ptisobi na organizmus nebo
chorobami, které maji ptimy nebo neptimy vliv na spermatogenezi. [48,49] Poskozeny
mohou byt i jiz vzniklé spermie, a to bud’ z hlediska funkce nebo struktury. Na obrazku

4 jsou ukdzany normalni lidské spermie a piiklady abnormélnich tvari.

Obrazek 4. Morfologie lidskych spermii, zleva doprava: spermie normalniho tvaru,
spermie s malym akrozémem, se dvéma hlavickami, s vakuolou v hlavicce, s kulatou
hlavickou, s kulatou hlavickou bez akrozomu, se zuzenou hlavickou, hruskovitou

hlavickou a se dvéma biciky; ptevzato z [50].
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WHO definuje nékolik kategorii patologickych spermii podle riznych kritérii:
snizeny pocet spermii v ejakuldtu, snizend pohyblivost spermii, snizeny pocet spermii
normalniho tvaru a jejich kombinace. Pokud neni v ejakulatu méftitelnd hladina
spermatickych bunék, pripadné pokud spermie v ejakulatu nejsou pfitomné vibec, je

tento stav také vyhodnocen jako patologicky.

2.4 Kapacitace

Spermie produkované ve varlatech nejsou samy o sob¢ zralé a schopné oplozeni. [44]
Ani ejakulované spermie nemohou bezprostfedné po vniknuti do samiciho pohlavniho
ustroji oplodnit vajicko. Zatimco se spermie pohybuji sami¢im pohlavnim tstrojim,
podléhaji mnoha biochemickym a fyziologickym zménam souhrnné nazyvanych
kapacitace. [51] Spermie, které neprosly kapacitaci, jsou zpomaleny a k vaji¢ku obvykle
vibec nedospéji. [52] Prestoze nutnost kapacitace byla zjisténa u vSech studovanych
sav¢ich druht jiz pfed vice neZ padesati lety nezavisle dvéma skupinami [53,54], neni
dodnes, i ptes intenzivni studium, jeji pfesny prubéh na molekularni Grovni zcela znam.

Pii kapacitaci nedochazi k morfologickym zménam spermie, ale pievazné ke
zméndm chemickym. Kapacitace zahrnuje: a) vzrist tekutosti membrany hlavicky
spermie snizenim koncentrace cholesterolu v membrang, b) tok ionti vedouci ke zméné
membranového potencidlu, ¢) tyrozinovou fosforylaci mnoha proteind, d) hyperaktivaci
a schopnost navozeni akrozomalni reakce. [55]

Plazmaticka membrana spermie obsahuje velké mnozstvi cholesterolu, ktery reguluje
tekutost membrany a hraje dulezitou roli pfi kapacitaci. [56] Aby ke kapacitaci doslo,
musi pomér mezi cholesterolem a fosfolipidy v membrané poklesnout. Pokud k poklesu
nedojde, spermie neni schopna oplozeni. [57]

Sérovy albumin je nezbytnou slozkou kapacitatniho média, protoZze vyvazuje
cholesterol z plazmatické membrany spermie. [58-60] Béhem kapacitace mize mit
i jiné funkce [61], ale jeho schopnost umoznovat tzv. ,,cholesterolovy efflux® je pro
kapacitaci nejdalezitéjsi. Nasledkem snizené koncentrace cholesterolu v membrané je
zvyseni pH v bufice, narist koncentrace HCO3 a Ca?* iontii v buiice a aktivace
adenylatcyklasy. [57]

Béhem transportu spermii sam¢im a sami¢im reprodukénim traktem jsou spermie

vystaveny zménam okolniho prostiedi. Tekutina z nadvarlat je prostiedi, které obsahuje
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vysokou koncentraci K* iontf1, nizkou koncentraci Na* iontli a velmi nizkou koncentraci
HCOs". [62,63] Po ejakulaci dojde k dramatickym zménam v koncentracich iontt
nejprve v seminalni tekuting a poté v sami¢im reprodukénim traktu. K* ionty jsou
redukovany a koncentrace ionti Na* a HCO3™ vyrazné vzristaji. [62-64] Jako nasledek
zmén v extraceluldrni koncentraci ionti dochézi ke zméndm potencialu plazmatické
membrany spermie. [65,66]

Membrana je propustnéjsi pro K ionty, které proudi z buiiky ven. Zaroveni dochazi
k ovlivnéni napétové ovladanych Ca®* iontovych kanalti, které se oteviraji,
a extracelularni vapnik vstupuje do buiky. ZvySeni koncentrace Ca* jontdl v buiice je
nezbytné pro zacatek akrozomalni reakce. [57]

Fosforylace proteinti je posttranslacni modifikace, kterd je jednim z nejbéznéjSich
mechanism regulace aktivity proteinii. MiiZe probihat na serinovych, threoninovych
nebo tyrozinovych zbytcich proteint. [55] Tyrozinova fosforylace proteint biciku je
dilezita pro hyperaktivaci spermie [67,68] a v oblasti akrozomalni ¢asti hlavicky je
nezbytna pro prubeéh akrozomalni reakce a naslednou fiizi membran spermie a vajicka.
Spermie, u kterych neprobiha kapacitace, jsou v oblasti akrozému nefosforylované.

Nasledkem kapacitace dochazi ke zméné€ pohybu biciku spermii — k tzv.
hyperaktivaci. Bifik se pohybuje v hlubokych ohybech a jeho pohyb je méné
symetricky. Toto schéma pohybu umoziiuje spermii pronikat vysoce viskoznim
prostiedim vejcovodu, kumuldrnim matrixem a po akrozomalni reakci také penetrovat
hladina Ca”* iontd.

Akrozomalni reakce je vyvrcholenim kapacitace a je nezbytnym predpokladem pro
oplodnéni vajicka spermiemi savci. [64] Spermie se vaze k zona pellucida vajicka ptes
specifické receptory, které jsou lokalizovany na anteriorni €asti hlavi¢ky spermie.
Vazba spermie k zona pellucida aktivuje specifické G-proteiny v plazmatické
membrang spermie. G-proteiny hraji Glohu ve zvy3eni intracelularni koncentrace Ca?*
iontl nutnych pro priubéh akrozomalni reakce. [69]

Kapacitace probiha in vivo v prostfedi délohy nebo vejcovodu vlivem vylucovanych
latek témito organy. Albumin je hlavnim proteinem, ktery se nachdzi v sami¢im
pohlavnim ustroji. Pro realizaci kapacitace in vitro je vhodné pouzivat médium

simulujici prostfedi v sami¢im pohlavnim traktu, a to médium, jehoz hlavni slozkou je
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hovézi sérovy albumin. [51] Pro kapacitaci in vitro musi byt spermiec nejprve

inkubovany za specialnich podminek. [43]

25 HPLC
2.5.1 Princip

Chromatografie je separatni metoda, pii které se latky rozd€luji mezi dvé
nemisitelné faze na zdkladé fyzikalné-chemickych interakci. Mezi jeji vyhody patii
Sirok4a oblast pouzitelnosti — metodou HPLC lze analyzovat ionty, latky polarni,
nepolarni, malo tékavé, tepelné nestabilni 1 vysokomolekuldrni — cca 80 % vSech
znamych latek. Oproti GC ma HPLC také vyhodu v moznosti ovlivnéni separace

zménami v mobilni fazi, kterd neni inertni a vyznamné se na separaci podili. [26]

2.5.2 Typy chromatografie

Existuje nékolik typti chromatografie, kazdy z nich vyuziva jiny princip separace
analyt. Jsou to chromatografie: adsorp¢ni, rozdélovaci, iontové-vyménnd, afinitni
a vylucovaci.

K nejcastéji vyuzivanym patii rozdélovaci chromatografie. Jeji princip je zalozen na
rozd€lovani analytu mezi dvé nemisitelné kapaliny, které jsou ve formé mobilni
a stacionarni faze. Staciondrni faze je zakotvena na inertnim nosi¢i, nejcastéji na

-----

piizpusobit pro separaci latek nepolarnich, polarnich i iontovych. [26]

2.5.3 Stacionarni a mobilni faze

Stacionarni faze

Mezi nejpouzivanéjsi stacionarni faze v HPLC patii chemicky véazané staciondrni
faze, z nich pak predev§im nepolarni reverzni faze, které maji mnoho vyhod. Jsou
dostupné v Sirokém rozsahu polarity, z cehoz vyplyva flexibilita jejich aplikaci.

NejcastéjSim nosiCem chemicky véazanych fazi je silikagel, ktery ma fadu vyhod,
jakymi jsou: uniformni kulovité c¢astice, vysoky specificky povrch, regulovatelna
porovitost aj. Silikagel obsahuje skupiny Si — OH s aktivnim vodikem, ktery mlize byt
nahrazen riznymi funkénimi skupinami, diky tomu lze pfipravit stacionarni faze

o rizné polarité. VéEtsSina stacionarnich fazi jsou oktadecylsiloxany (ODS), Casté jsou
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také navazané krats$i alkyly napf. oktyl nebo butyl. Chemicky vazané faze ale maji
I nevyhody. Faze na bazi silikagelu jsou stabilni jen v omezeném rozsahu pH ~ 3 — 7,
pfitomnost nezreagovanych silanolovych skupin vede k nezadoucim interakcim.
Nezreagované silanolové (—OH) skupiny mohou interagovat s molekulami analytu
a zpusobovat nesymetrii pikii a vysS$i retenci, zejména pro latky bazické povahy.
Moderni stacionarni faze proto maji blokované zbytkové silanolové skupiny. K blokaci
(tzv. ,,endcapping”) se vyuziva dodatecna silanizace napt. trimethylchlorsilanem.
Ptikladem moderni stacionarni faze muze byt kolona SunFire®, ktera piedstavuje
novou generaci kolon firmy Waters. Vyznacuje se vysoce deaktivovanym povrchem
a patentovanou technologii navédzani alkylového ligandu na silikagelovy nosi¢. Tato
kolona obecné¢ vykazuje vysokou uCinnost, stabilitu pii nizkych hodnotich pH

a dlouhou Zivotnost.

Mobilni faze

Mobilni faze se v HPLC vyznamné podili na separacnim procesu. Zmeénami mobilni
faze lze vyznamné a pomérné jednoduSe ovlivilovat analyzu napf. zménami typu
rozpoustédel, hodnotou pH vodné slozky mobilni faze, poptipad¢ ptidavkem iontové-
signal, aby umoznila co nejcitlivéjsi stanoveni analytu.

Mobilni féze, tvofené prevazné smési organického rozpoustédla s vodou nebo
vodnymi pufry jsou relativné levné a ustavovani rovnovahy v koloné je rychlé. Pti
vhodné kombinaci s mobilni fazi lze reverzni stacionarni faze aplikovat pfimo na

biologické systémy.

2.5.4 Detekce

Mezi nejcastéji pouzivané detektory v HPLC patii spektrofotometricky, hmotnostni,
fluorimetricky, refraktometricky a elektrochemicky detektor. V této diplomové praci
byly pouzity dva zplisoby detekce, a to spektrofotometricka detekce s diodovym polem
a tandemova hmotnostni detekce.

Hmotnostni detektor se sklada z n¢kolika ¢ésti zahrnujicich interface a iontovy zdroj,

hmotnostni analyzator, detektor a zdroj vakua.
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Interface a iontovy zdroj — ESI

Meziclen (interface) pievadi, v ptipad¢ spojeni kapalinové chromatografie s MS
detekci, analyty do plynné faze a umoziiuje jejich ionizaci. V této praci byl jako iontovy
zdroj pouzit elektrosprej (ESI), ktery je nejCastéji pouzivany v aplikacich LC/MS.
Pracuje za atmosférického tlaku a dle pouzité energie se fadi mezi ,,mékké* ionizacni
techniky.

Princip vzniku ionti v ESI zahrnuje n€kolik néaslednych krokti. Nejprve je eluat
z HPLC veden do iontového zdroje elektricky vodivou kapilarou, na kterou je vlozeno
elektrické napéti 3 — 4 kV. Na vystupu z kapilary vytvofi eluat vlivem elektrického pole
meniskus (Tayloriv kuzel), ze kterého se uvoliluji coulombickym S§tépenim ionty
analytu, které nasledné putuji do hmotnostniho spektrometru. Pii tomto zplisobu
ionizace vznikaji nejéast&ji molekularni adukty [M+H]", [M+Na]" a [M-H]". [70]

Citlivost, robustnost a velikost matricnich efektl ovliviiuje také geometrie
sprejovani. V této diplomové praci bylo pouzito ortogonalniho (kolmého) sprejovani,
které by dle vyrobce mélo snizovat Sum neuplné vysuSenych kapek rozpoustédla
a udrzovat vzorkovaci kapilaru a iontovou optiku ¢ist$i. Na obrazku 5 lze vidét vznik

iontt z eluatu a kolmé sprejovani. [71]
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Obrazek 5. Znazornéni vzniku iontd a jejich vstup do hmotnostniho spektrometru;

prevzato z [71].
Hmotnostni analyzator — QQQ

Linearni kvadrupdlovy analyzator se skladda ze 4 ty¢i kruhového nebo

hyperbolického tvaru, na které se vklada potencial. lonty vstupujici z iontového zdroje
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za¢nou v kvadrupolu oscilovat, projdou jim vSak pouze ty ionty, jejichz oscilace jsou
stabilni po celé délce kvadrupolu.

Stabilitu konkrétnich iontd wurCuje stabilitni diagram zévislosti vkladaného
stejnosmérného proudu na stiidavém napéti. [72-74]

V této diplomové praci byl pouzit trojity kvadrupdlovy analyzator. Prvni a tieti
kvadrupdl pracuji na principu uvedeném vySe. Prostfedni kvadrupol (hexapdl) se
vyuziva jako kolizni cela a dochazi v ném k fragmentaci ionti. Diky tomu je mozno
detekovat produktovy iont, ktery vznikne rozs§tépenim prekurzorového iontu v kolizni
cele. [75,76] Jako kolizni plyn byl pouzit dusik. Schéma celého hmotnostniho

spektrometru je ukazano na obrazku 6.
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Obrazek 6. Schéma hmotnostniho spektrometru s trojitym kvadrupdlovym

analyzatorem; prevzato z [77].

24



2.5.5 Vybrané chromatografické charakteristiky
Retenc¢ni faktor k vyjadfuje miru zadrzeni analytu v kolonég, tedy jeho zpozdovani.
Plati pro né;j:
k=(tr - tm)/tm, 1)

kde tg je reten¢ni Cas latky a ty je mrtvy Cas.

Uginnost kolony je definovéna poétem teoretickych pater n vztahem:
n=5,545 . (tr/wy))’, )
kde n je pocet teoretickych pater kolony, tr je reten¢ni ¢as latky a Wy, je Sifka piku v

poloving jeho vysky.

Pro porovnani ucinnosti rizné¢ dlouhych kolon se pouziva vyskovy ekvivalent
teoretického patra H definovany vztahem:
H=L/n, (3)
kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra, L je délka kolony a n je pocet

teoretickych pater kolony.

Separacni faktor pro latky 1 a 2 se udava pomoci poméru jednotlivych reten¢nich
faktor, tento pomér se nazyva také relativni retence nebo selektivita. Plati tedy:
a1.2= KaolK, 4)
kde a1 je selektivita, ki a ko jsou reten¢ni faktory dfive eluujici (1), respektive

pozdéji eluujici (2) latky.

cvwr

za danych experimentalnich podminek.
LOD = (3. hy)/m, (5)

kde hp je Sum zakladni linie a m smérnice kalibra¢ni pfimky.

v

danych experimentalnich podminek.
LOQ = (10 . hp)/m, (6)

kde h, a m maji stejny vyznam jako u meze detekce.
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Parametr slouzici k posouzeni tvaru piku se nazyva symetrie piku, resp. asymetricky
faktor As.
A= BI/A, @)
kde A, B jsou polositky piku v 10 % jeho vysky a A je polosiika ve vzestupné ¢asti

piku a B v sestupné casti piku.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie

Acetonitril CHROMASOLYV, gradient grade, Sigma-Aldrich, Némecko

Ethanol, 96 %, Lach-Ner, Ceska republika

Mravenci kyselina, 98 — 100 %, MERCK, Némecko

M2 médium s 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonovou kyselinou (HEPES)
bez penicillinu a streptomycinu; vhodné pro mysi embrya, Sigma-Aldrich, Némecko
17p-Estradiol, standard 98 %, Sigma-Aldrich, Némecko

17a-Ethynylestradiol, standard minimum 98 % HPLC, Sigma-Aldrich, Némecko
Deionizovana voda, Milli-Q Millipore, Bedford, USA

Parafinovy olej, (Nr 8904.1) Carl Roth, Némecko

3.2 Pristroje a pomucky

HPLC kapalinovy chromatograf — Agilent Technologies, Waldbroon, Némecko:
= 1200 Series Infinity LC (pumpa, odplynovac, autosampler s davkovaci
smyckou nastavenou na objem 10 uL, termostat pro autosampler, termostat
pro kolonu)
= 1290 Infinity DAD detektor
= 6460 Triple Quadrupole LC/MS
= Mass Hunter workstation software — pocitaCovy program pro zpracovani

vysledka

Kolona SunFire® Cig (150 x 4,6 mm, oktadecyl navdzany na silikagelovy nosic,
velikost zrnéni 5 um), Waters, MA, USA

Pocitaovy program Origin 6.0, OriginLab Corporation, USA, pro vyhodnoceni dat
Centrifuga MiniSpin® Plus, Eppendorf, Némecko

Inkubator NB-203, N- BIOTEK, Korea

Svételny mikroskop, Olympus CX 21, Ceska republika

Flow box EN 12469, Biohazard CleanAir, Telstar, Spanélsko

Petriho misky 35 mm x 10 mm, Corning, NY, USA

Laboratorni mys, inbredni kmen BALB/c, Velaz, Ceska republika
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3.3 Separacni systém

Jako stacionarni faze byla vybrana kolona SunFire® Cig, ktera jiz byla s uspéchem
pouzita pro separaci estrogenti v riznych matricich. [78-80] Také slozeni mobilni faze
bylo vybrano s ohledem na vysledky ziskané pro analyzu estrogend. [78] Byla to
jednoducha binarni smés skladajici se z acetonitrilu a vody v riznych objemovych
pomérech. Pii pouziti MS detekce byla do mobilni faze pfiddna mravenci kyselina

(tvotila 0,1% roztok) pro lepsi ionizaci analytu v nebulizéru. [81]

3.4 Podminky méfeni

Zasobni roztok obou analyti o koncentraci 200 mg/L byl pfipraven navazenim
prislusného mnozstvi standardu, ktery byl rozpustén v ethanolu. Zasobni roztok byl
skladovan pti 5 °C. Pracovni roztoky byly piipraveny roziedénim zasobniho roztoku do
ethanolu nebo do M2 média na pfislusné koncentrace. Béhem chromatografického
méfeni byla kolona termostatovana na teplotu 21 °C a rychlost pritoku mobilni faze
byla 0,8 mL/min.

Odplynéni mobilni faze bylo provadéno ,,online* odplynovacem zabudovanym
v HPLC pumpé¢. Objem zpracovavanych vzorka byl 500 plL.

Byly pouzity dva rtizné zpusoby detekce, a to detekce s diodovym polem (DAD)
a tandemova hmotnostni detekce. Pfi MS detekci byla pouzita ionizace v pozitivnim
modu. Pfi méfeni vzorkli v M2 médiu byl nastaven ¢asovy usek, béhem kterého byl
eluat poustén do odpadu a pouze v okoli doby retence analytu byl eluat veden do
hmotnostniho spektrometru, aby se co nejvice eliminovalo znecisténi sprejovaci ¢asti
piistroje. Pro BE2 byl eluat veden do MS od 12,5. do 15,5. minuty a pro EE2
od 18,5. do 22. minuty.

3.5 Kapacitace spermii in vitro

Biologicky pokus byl provadén na sekci biologie Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze pod vedenim RNDr. Katefiny Hortové, Ph.D.

Prubéh biologického pokusu:
Pro dosazeni vychozich testovacich koncentraci 200 a 20 pg/L byl ze zasobnich

ethanolickych roztokl o koncentraci 200, respektive 20 mg/L odebran vzdy 1 pL, ktery
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byl doplnén do objemu 1 mL M2 kapacitatnim médiem, a to z divodu minimalizace
pfitomnosti ethanolu v biologickych vzorcich. Z takto pfipraveného 1 mL roztoku
(o ptislusné vychozi koncentraci hormonu pro konkrétni pokus) bylo 100 pL
napipetovano do stfedu kazdé z pouzitych in vitro fertilizacnich Petriho misek
a prevrstveno 1 mL parafinového oleje. VSe se provadélo ve sterilnim ,,flow boxu‘.
VSechny takto pfipravené Petriho misky byly umistény na 1 hodinu do inkubatoru
s teplotou 37 °C a byly syceny 5 % CO, ve vzduchu. Tento in vitro systém simuluje in
vivo fyziologické prostiedi reproduk¢niho traktu samice savct. Béhem této hodiny byl
zabit mySi samec a byla mu odebrana leva i prava cauda nadvarlate. Z cauda epididymis
byl odebran posledni 4. a 5. region obsahujici nejvice maturované spermie, pripravené
k transportu chamovodem k ejakulaci. Tato ¢ast cauda epididymis byla vlozena na
10 minut do inkubatoru kvili uvolnéni spermii. Vyslednd koncentrace spermii v M2
médiu byla nastavena pfiblizné na 10° spermii/mL. Pro ovéfeni koncentrace spermii
byla pouzivana Biirkerova komurka. [82] Pod svételnym mikroskopem pii stonasobném
zvétseni bylo kontrolovano, zda jsou spermie Zivé a pohyblivé.

Do piedem vytemperovanych Petriho misek obsahujicich 100 uL média s hormonem
o piislusné koncentraci bylo skrz vrstvu parafinového oleje napipetovano 5 pL roztoku
spermii v M2 médiu. Takto nachystané Petriho misky byly dany opét do inkubatoru,
aby spermie kapacitovaly. Od tohoto okamziku byl méfen ¢as kapacitace. Biologické
vzorky byly inkubovany po rtizné¢ dlouhou dobu: 0, 30, 60, 90, 120, 150 a 180 minut.
Pro kazdy c¢as bylo paraleln¢ inkubovano 6 Petriho misek, kazda s objemem 105 pL
vlastniho vzorku a 1 mL parafinového oleje. V uvedenych casovych intervalech byly
provadeény odbéry vzorki. Pro jednotlivé Casy bylo pti odbéru postupovano néasledovné:
z kazdé Petriho misky byl co nejopatrnéji odpipetovan roztok M2 média se spermiemi
tak, aby neobsahoval parafinovy olej, a nasledné byl roztok napipetovan do
mikrozkumavky (spolec¢né pro sbér ze vsech 6 Petriho misek) a centrifugovan po dobu
10 minut pti 12000 ota¢kach za minutu pro odstranéni spermii. Po centrifugaci byl
supernatant ihned pipetovan do vialky a byl analyzovan vyvinutou HPLC-MS/MS
metodou. Objem vzorku byl 500 pL.

Jako referentni vzorky (blanky) byly pouzity vzorky, které proSly stejnym
experimentalnim postupem jako vlastni vzorky, pouze k nim nebyly pfipipetovany

spermie. Pro kontrolu méfeni HPLC-MS/MS piistroje byl na Katedie analytické chemie
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piipravovan i vzorek hormonu v M2 médiu o vychozi testovaci koncentraci hormonu

pro biologicky pokus. Takto pfipraveny vzorek neprosel Zadnou temperaci.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Aby bylo mozné zjistovat, zda a pokud ano, v jaké mite se 17p-estradiol (poptipadé
17a-cthynylestradiol) béhem kapacitace spermii in vitro vyvazuje, bylo nutné vybrat

vhodny zptsob detekce.
4.1 UV-detekce

Na zaklad¢ jiz ziskanych vysledkli pro separaci estrogent [78], byl pro separaci
studovanych hormoni vybradn separani systém tvofeny kolonou SunFire Cig
v kombinaci s mobilni fazi ACN/H,0, 40/60 (v/v). Tento systém se osveédéil i pro
sledovani volné koncentrace estriolu v M2 médiu béhem kapacitace mysich spermii in
vitro [80], pfi kterém byla pouzita UV detekce pii 200 nm. Z tohoto divodu byla
vybrana UV detekce i pro sledovani studovanych analyti. S vyuzitim detektoru
s diodovym polem (DAD), ktery umoziuje snimat UV spektrum v nastaveném rozmezi
vlnovych délek v Case, bylo nejprve prométeno UV spektrum 17p-estradiolu v rozsahu
190 — 400 nm. Ethanolicky roztok BE2 o koncentraci 200 pg/L byl nadavkovan do
separa¢niho systému (SunFire C13, ACN/H0, 40/60 (v/v), F = 0,8 mL/min) a zaznam
zavislosti velikosti absorbance na vinové délce v retenénim ¢ase analytu (13,7 min) je

zobrazen na obr. 7.
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Obrazek 7. Prubéh UV spektra ethanolického roztoku 17f3-estradiolu o koncentraci
200 ug/L, proméfovaného v rozsahu 190 — 400 nm pfi slozeni mobilni faze 40/60 (v/v);
ACN/H;0 a Fr, = 0,8 mL/min, tg= 13,7 min.

Z obr. 7 je patrné, ze UV spektrum vykazuje dvé lokalni maxima, niz$i pti 265 nm
a vyssi pfi 200 nm. Obdobnym zptisobem bylo proméfeno i UV spektrum M2 média,
jehoZz zaznam je na obr. 8. Zobrazené spektrum bylo snimdno ve 13,7 minuté tj.

V reten¢nim c¢ase BE2.
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Obrazek 8. Pribéh UV spektra M2 média prométovany v rozsahu 190 — 400 nm; pii
sloZeni mobilni faze ACN/H,0 40/60 (v/v) a F, = 0,8 mL/min.

Ve spektru (obr. 8) je patrné lokalni maximum pfi vinové délce 218 nm a prudky
vzrust absorbance od 210 ke 190 nm. Na obr. 9A je pro ilustraci ukazan chromatogram
samotného média, zaznamenany v ¢ase 0 — 30 min s UV detekei pti 200 nm. Na obr. 9B

je vytez z tohoto chromatogramu.
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Obrazek 9A, B. Chromatogram samotného M2 média pfi sloZeni mobilni faze

ACN/H,0 40/60 (v/v) a F, = 0,8 mL/min; (A) celkovy chromatogram, (B) jeho vytez.

Z obr. 9B je patrné, ze absorbance M2 média je pti 200 nm v dobé retence BE2
(13,7 min) stale velmi vysoka a mnohonasobné pievysuje odezvu samotné¢ho analytu
(obr. 7 vs. 9B). Pro zlepSeni nepfiznivého poméru signalu analyt/M2 médium byly
vyzkousSeny 1 mobilni faze s vy$§im obsahem acetonitrilu (50 a 60 obj. %). ZvySeni
obsahu acetonitrilu zrychlilo retenci analytu na 6,8 respektive 4,4 minuty, ¢imz doslo

k zazeni piku a zvysSeni jeho vysky. Nicméng pii porovnani s chromatogramy ziskanymi
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pro samotné M2 médium v danych mobilnich fazich bylo zjiSténo, Ze signal samotné¢ho
M2 média stale prevysSuje signal analytu téméf o dva fady. Ani detekce pfi 265 nm
(dalsi lokalni maximum BE2) nepfinesla uspokojivé vysledky. UV detekce
17a-ethynylestradiolu vykazovala obdobny pribéh jako pro 173-estradiol, avsak s jesté
hor§im pomérem signalu analyt/M2 médium. Ze ziskanych vysledkt je zfejmé, ze UV
detekci nelze pro tento ucel pouzit. Proto byla jako druhy zpusob detekce vyzkousena

tandemova hmotnostni detekce, kterd podstatné Iépe eliminuje matri¢ni vlivy.

4.2 Optimalizace MS-detekce

Detekce 17p-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu byla provadéna pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie v rezimu MRM (,,multiple reaction monitoring* — sledovéani
mnohonasobnych reakei). Jeho principem je sledovani specifického piechodu
prekurzorového a produktového iontu daného analytu. Pro kazdy analyt je tfeba zjistit 4
hodnoty, a to: m/z prekurzorového a produktového iontu, napéti na fragmentoru
a kolizni energii a nasledn¢ optimalizovat parametry elektrospreje v zavislosti na
pritoku mobilni faze tak, aby analyty poskytovaly maximalni odezvu.

Jako prvni byly hledany prekurzorové a produktové ionty pro 17p-estradiol
a 17a-ethynylestradiol. Bylo postupovano tak, Ze se pro dany analyt zmé&filo celkové
hmotnostni spektrum v rezimu ,,scan® (sledovani vSech iontd ve vymezeném rozsahu
m/z) kontinualnim externim pumpovanim ethanolického roztoku pftislusného hormonu
o koncentraci 1 mg/L pfimo do iontového zdroje. Hmotnostni spektrum pro BE2 je
uvedeno na obr. 10. Z tohoto hmotnostniho spektra je patrné, ze nejintenzivngj$i signal
byl ziskan pro hodnotu 255,2, ktera odpovida odstépeni hydroxy skupiny ze struktury
17B-estradiolu. Tato hodnota m/z odpovida prekurzorovému iontu BE2.
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Obrazek 10. Hmotnostni ,,scan* spektrum pro 17p3-estradiol.

Pfi zjistovani m/z prekurzorového iontu u 17a-ethynylestradiolu bylo postupovano
analogickym zptusobem jako u 17f-estradiolu. Pro dany analyt se zméfilo celkové
hmotnostni spektrum v rezimu ,,scan®. Hmotnostni spektrum pro EE2 ukazuje obr. 11.
Z tohoto hmotnostniho spektra je patrné, ze nejintenzivnéj$i signal byl ziskan pro
hodnotu 279,1, ktera odpovida odstépeni hydroxy skupiny ze struktury

17a-ethynylestradiolu. Tato hodnota m/z tedy odpovida prekurzorovému iontu EE2.
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Obrazek 11. Hmotnostni ,,scan spektrum pro 17a-ethynylestradiol.

Nésledné bylo testovano pfi jakém napéti fragmentoru dosahuje prekurzorovy ion
nejvyssi intenzity. To bylo provadéno v reZzimu SIM (,selected ion monitoring® —
sledovani vybraného iontu), kdy byla nastavena fixni sledovana hodnota m/z
prekurzorového iontu pro kazdy analyt a ménilo se napéti fragmentoru.

Po nalezeni optimélniho napé&ti fragmentoru byl v rezimu PI (,,product ion*) hledan
produktovy ion. Nejprve se nastavila pfislusna hodnota m/z prekurzorového iontu.
Pouze ionty s touto hodnotou m/z prosly prvnim kvadrupodlem a byly nasledné §tépeny
v kolizni cele. lonty vzniklé v kolizni cele byly snimény druhym kvadrupolem a timto
zpiisobem bylo ziskdno hmotnostni spektrum vzniklé z prekurzorového iontu. Z tohoto
spektra byl vybran nejintenzivnéjsi signal, ktery odpovidal hodnoté m/z produktového
iontu. Rozstépenim prekurzorového iontu s m/z 255,2 bylo ziskano hmotnostni
spektrum uvedené na obr. 12. Nejintenzivnéj$i signal ziskany pro hodnotu 158,9 je

hledany produktovy ion pro BE2.
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Obrazek 12. Spektrum vzniklé rozst€penim prekurzorového iontu o m/z = 255,2

17B-estradiolu.

Na obr. 13 je hmotnostni spektrum vzniklé rozst€penim prekurzorového iontu o m/z
279,1. V tomto spektru je nejintenzivnéjsi signal pro m/z 133,1, ktery tedy odpovida
produktovému iontu pro EE2.
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Obrazek 13. Spektrum vzniklé rozstépenim prekurzorového iontu o m/z = 279,1

17a-ethynylestradiolu.
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Timto postupem byl nalezen prekurzorovy a produktovy ion pro BE2 a EE2
a optimalni hodnota napéti fragmentoru. Nasledné¢ byl v rezimu MRM nastaven
specificky pfechod pro dany analyt a zjisténé optimalni napéti fragmentoru. Poté byla
ménéna hodnota kolizni energie a bylo sledovano, pfi jaké hodnoté bude intenzita
odezvy signalu maximalni. Takto byly ziskany pro kazdy analyt specifické prechody
s optimalni hodnotou napéti fragmentoru a kolizni energie. Jejich souhrn uvadi tabulka

2.

Tabulka 2. Souhrn optimalizovanych hodnot pro sledovani 17p-estradiolu

a 17a-ethynylestradiolu tandemovou hmotnostni detekci v MRM rezimu.

analyt prekurzorovy produktovy fragmentor kolizni
ion ion V) energie (V)

BE2 255,2 158,9 120 14

EE2 279,1 1331 100 12

Nasledné byly optimalizovany tyto parametry elektrospreje: nastaveni susiciho plynu
(teplota a prutok), tlak nebuliza¢niho plynu a napéti na kapilate. Teplota susiciho plynu
byla testovana v rozmezi 150 — 350 °C, pratok suSiciho plynu byl testovan v rozmezi
4 — 12 L/min a tlak nebuliza¢niho plynu v rozmezi 15 — 60 psi. Tato optimaliza¢ni
meéfeni jiz nebyla provadéna v modu primého nastfiku analytti, ale po separaci
jednotlivych analytli na kolon¢ s vyuZzitim mobilni faze o slozeni 40/60 (v/v) ACN/voda
s ptidavkem mravenci kyseliny (HCOOH) o koncentraci 0,1 % do obou slozek mobilni
faze pro lepsi ionizaci analytl v pozitivhim modu. Souhrn optimalizovanych hodnot pro

nastaveni zdroje pfi pouZziti ionizace elektrosprejem uvadi tabulka 3.

Tabulka 3. Souhrn optimalizovanych hodnot pro nastaveni zdroje pifi pouziti

ionizace s elektrosprejem.

parametr optimalni hodnota
pratok susiciho plynu 10 L/min
teplota suSiciho plynu 350 °C
tlak nebuliza¢niho plynu 60 psi
kapilarni napéti 5500 V
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Na obréazcich 14A,B jsou uvedeny chromatogramy ziskané v optimalizovanych
podminkach MS/MS detekce pro 173-estradiol o koncentraci 200 pug/L (A) v ethanolu,
(B) v M2 médiu. Na obr. 15A,B je zobrazeno totéz, ale pro koncentraci 20 pg/L.
Z porovnani obr. 14A a B, respektive 15A a B je ziejmé, ze pfitomnost M2 média nema
na ionizaci a naslednou detekci 17B-estradiolu zadny vliv, coz je doloZeno
srovnatelnymi plochami pikd (A) ziskanymi pro dané koncentrace v obou matricich.
Obdobné vysledky byly ziskany i pro analyzu 17a-ethynylestradiolu v ethanolu a v M2
médiu o koncentraci 200 a 20 pg/L. Pro ilustraci je na obr. 16A,B uveden
chromatogram 20 pg/L roztoku 17a-ethynylestradiolu (A) v ethanolu, a (B) v M2
médiu. Hodnoty ploch pikt jsou opét srovnatelné. Koncentrace 200 a 20 ug/L obou
hormont byly vybrany s ohledem na zvolené pocatecni testovaci koncentrace
jednotlivych hormonti v ramci biologického pokusu. Jak je vidét z obr. 17, piky
vykazuji dobrou symetrii, oba studované analyty eluuji v dostatecné rozdilnych
retenc¢nich ¢asech (13,7 min pro BE2 a 20,4 min pro EE2) a lze je v ptipadé poticby
(napt. pouziti EE2 jako vnitini standard) separovat a kvantifikovat v ramci jedné
analyzy. Zobrazené chromatogramy dokladaji, Ze hmotnostni detekce je vhodna pro

analyzu 17B-estradiolu i 17a-ethynylestradiolu v M2 médiu.
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Obrazek 14A,B. Chromatogram BE2 o koncentraci 200 pg/L, (A) ethanolicky
roztok (A = 18 733), (B) roztok M2 média (A = 18 649); experimentalni podminky:
40/60 (viv) ACN/H,0, s pridavkem 0,1 % HCOOH, mé&feno v MRM moédu pii
ptechodu 255,2—158,9.
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Obrazek 15A,B. Chromatogram BE2 o koncentraci 20 ug/L, (A) ethanolicky roztok
(A =1 723), (B) roztok M2 média (A = 1 689); experimentalni podminky: 40/60 (v/v)
ACN/H20, s ptidavkem 0,1 % HCOOH, méfeno v MRM moédu pii prechodu
255,2—158,9.
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Obrazek 16A,B. Chromatogram EE2 o koncentraci 20 pg/L (A) ethanolicky roztok
(A = 624), (B) roztok M2 média (A = 686); experimentalni podminky: 40/60 (v/v),
ACN/H,0, s piidavkem 0,1 % HCOOH, zméfeno v. MRM moédu pii prechodu
279,1—133,1.
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Obrazek 17. Chromatogram roztoku BE2 a EE2 v M2 médiu o koncentraci obou
hormont 200 pg/L, experimentalni podminky: 40/60 (v/v) ACN/H,0, s pridavkem
0,1 % HCOOH, zméteno v MRM modu pii pfechodu 255,2—158,9 pro BE2
a279,1—-133,1 pro EE2.

4.3 Kalibraéni zavislosti

V optimalizovanych separa¢nich podminkach (kolona SunFire® C;g, mobilni faze:
ACN/H,0, 40/60 (v/v), obé s 0,1 % HCOOH, Fn, = 0,8 mL/min s tandemovou
hmotnostni detekci (detaily nastaveni pro jednotlivé analyty viz tabulky 2 a 3 v kapitole
4.2)) byly proméfeny kalibracni zavislosti ploch a vysek pikii na koncentraci
17B-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu v M2 médiu. Zavislost pro BE2 byla prométena
v rozsahu koncentraci 1 — 250 pg/L, pro EE2 byl rozsah prométfenych koncentraci
1 —200 pg/L. Protoze jako vychozi testovaci koncentrace 17B-estradiolu pro biologicky
pokus byly vybrany 200 a 20 pg/L, byly kalibracni zavislosti proméfeny v rozsahu
1 - 25 pg/L a 100 — 250 ng/L pro BE2 a 1 — 25 pg/L a 100 — 200 ng/L pro EE2.
Na obr. 18 — 21 jsou uvedeny zavislosti zpracované pro celkové koncentracni rozsahy.
Pro oba analyty byly vyhodnocovéany zavislosti plochy i vysky pikii na jednotlivych
prom&fovanych koncentracich, které byly zpracovany metodou linearni regrese. Tyto

zavislosti uvadi obr. 18, respektive obr. 19 pro BE2 v M2 médiu a obr. 20, respektive
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obr. 21 pro EE2 v M2 médiu. Parametry kalibra¢nich kiivek uvadi tabulka 4. Méfeni

kazdé koncentrace bylo provedeno Ctytikrat.

Tabulka 4. Parametry kalibra¢nich ktivek a hodnoty LOD a LOQ); (standardni

odchylky jsou uvedeny v zavorkach); * zpracované zavislosti ploch pikt na koncentraci

analytu, 2 zpracované zavislosti vysek pika na koncentraci analytu.

smérnice korelacni
latka (L-a.u.-s/ug) usek (a.u.s) koeficient
! BE2 99,13 (1,07) - 18,66 (146,03) 0,9992
LEE2 30,99 (0,33) - 7,57 (40,42) 0,9993

smérnice korelaéni LOD LOQ
latka (L-a.u./ug) usek (a.u.) koeficient (ng/L) (ng/L)
2 BE2 4,11 (0,05) 3,92 (7,10) 0,9989 0,3 1,1
2EE2 1,45 (0,01) 0,73 (1,46) 0,9996 0,5 1,6

g 25000
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Obrazek 18. Zavislost plochy piku BE2 na jeho koncentraci v M2 médiu
(1-250 pg/L).
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Obrazek 19. Zavislost vysky piku BE2 na jeho koncentraci v M2 médiu
(1-250 pg/L).
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Obrazek 20. Zavislost plochy piku EE2 na jeho koncentraci v M2 médiu
(1-200 nug/L).
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Obrazek 21. Zavislost vysky piku EE2 na jeho koncentraci v M2 médiu
(1-200 pg/L).

Pti urCeni meze detekce a meze stanovitelnosti byl uren Sum zékladni linie
chromatogramu. Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocitany z regresni rovnice
pro zavislost vysky piku na koncentraci jako trojnasobek, respektive desetinasobek
sumu. Usek byl statisticky testovan t-testem na hlading vyznamnosti oo = 0,95 a bylo
zjisténo, ze je statisticky vyznamné odlisny od nuly. Pro BE2 byla hodnota LOD urc¢ena
jako 0,3 pg/L a hodnota LOQ jako 1,1 pg/L.

Pfi uréovani meze detekce a meze stanovitelnosti pro 17a-ethynylestradiol bylo
postupovano obdobné jako v ptipadé 17p-estradiolu. Hodnota LOD byla pro EE2
vypoctena jako 0,5 pg/L a hodnota LOQ jako 1,6 pg/L.

4.4 Biologicky pokus s 17p-estradiolem

4.4.1 Vyvazovani 17B-estradiolu hovézim sérovym albuminem

Jednou ze slozek M2 média, je hovézi sérovy albumin (BSA), na ktery se zejména
pfi in vitro podminkach (hodinova temperace na 37 °C, 5% CO;) mohou vyvazovat
estrogeny. Z tohoto ditvodu bylo nutné zjistit, jaka je volna koncentrace 17f3-estradiolu
vV M2 médiu (nevazand na BSA), dostupna pro interakci se spermiemi, tzn. pted jejich

pfidanim k vytemperovanému roztoku M2 média s hormonem. Proto byly béhem
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hodinové temperace média s hormonem (viz kap. 3.5) v ¢asech 0, 10, 20, 30, 40, 50
a 60 min odebirany vzorky (objem 500 uL) a analyzovany vyvinutou HPLC-MS/MS
metodou. M2 médium ma deklarovanou stalost svého slozeni po dobu 3 tydnt od
otevieni pti skladovani v 5 °C. Proto byl pokus proveden pro dvé riizné¢ dlouho oteviena
M2 média, a to pro M2 médium 3 dny oteviené (viz obr. 22 fada znazornéna ¢ernymi
¢tverecky) a M2 médium oteviené 1 mésic (viz obr. 22 fada znazornéna Cervenymi
kolecky). Obrazek 22 zobrazuje pribé¢h vyvazovani 17B-estradiolu hovézim sérovym
albuminem pro vychozi koncentraci BE2 v M2 médiu 200 pg/L. Ob¢ fady v obrazku
znazornuji prubéh vyvazovani 17p-estradiolu hovézim sérovym albuminem
v soufadnicich koncentrace nevazaného (volného) analytu versus ¢as. Z prub¢hu je
vidét, ze v M2 médiu 3 dny otevieném dochazi k hlavnimu vyvazovani v prub&hu
0. az 30. minuty a od 40. minuty je koncentrace BE2 jiz tém¢f konstantni. V piipadé¢ M2
média oteviené¢ho 1 mésic dochéazi k poklesu volné koncentrace BE2 prakticky az do
60. minuty.

Z kalibra¢ni kiivky pro zavislost plochy piku na koncentraci 17f-estradiolu
(obr. 18) byla uré¢ena koncentrace volného 17p-estradiolu v ¢ase 60 min., tzn. tésné pied
pfidanim spermii. Pro 3 dny oteviené M2 médium byla urcena jako 187 pg/L a pro
1 mésic oteviené M2 médium jako 179 pg/L. Dosazené vysledky ukazaly, Zze doba od
otevieni M2 média mirné ovlivituje pribéh a stupenn vyvazani BE2 hovézim sérovym
albuminem béhem temperace M2 média a je tedy nutné, aby experimenty probihaly za
identickych podminek. Jako vhodné&jsi se ukdzalo byt M2 médium 3 dny oteviené, které

bylo pouZivano Vv nasledujicich pokusech.
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Obrazek 22. Zavislost koncentrace nevazaného BE2 na dob¢ temperace roztoku M2
média a hormonu, 3 dny oteviené M2 médium (Cerné ¢tverecky), M2 médium oteviené
1 mésic (Cervena kolecka), testovaci koncentrace 17f-estradiolu 200 pg/L;
experimentdlni podminky: 40/60 (v/v) ACN/H,0, s ptidavkem 0,1 % HCOOH;
zméfeno v MRM médu pii prechodu 255,2—158,9.

4.4.2 Sledovani volné koncentrace 173-estradiolu béhem kapacitace

V optimalizovanych podminkach byla pro 2 vychozi testovaci koncentrace
17B-estradiolu (200 a 20 pg/L) v kapacitatnim M2 médiu provadéna méteni zavislosti
volné koncentrace hormonu na dobé kapacitace mySich spermii. Kapacitace byla
sledovana v ¢asovém rozsahu 0 — 180 min v intervalu 0, 30, 60, 90, 120, 150 a 180 min.
Delsi ¢as nema z fyziologického hlediska vyznam, nebot’ kapacitace u mysich spermii
je Jiz v 90 az maximaln€ ve 180 minutach dokoncena.

Pti kazdém pokusu byly paralelné¢ piipravovany a nasledné meéfeny dvé sady
vzorkl: jedna sada s pfitomnosti spermii ve vytemperovaném M2 médiu, obsahujicim
pfislusnou testovaci koncentraci 17f-estradiolu a druha sada bez pfitomnosti spermii,
tzn. sada slepych vzorka (blanki). Sada slepych vzorki byla pfipravovéana stejnym
experimentalnim postupem jako vzorky obsahujici spermie (tj. stejnou pipetazi atd.)
a byla vystavena identickym podminkdm casové zavislé inkubace. Tyto slepé vzorky

slouzily k tomu, aby mohly byt eliminovany piipadné chyby, vzniklé pii vlastni
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piipravé vzorka jako jsou napiiklad nepfesnosti v pipetovani analytu (1 pL
ethanolického zasobniho roztoku hormonu do 999 puL. M2 média), mozné Castecné
odpafeni vzorki béhem inkubace (nedostatecné pievrstveni vzorku parafinovym
olejem), chyby vzniklé pii odbéru supernatantu aj. (viz postup popsany v kapitole 3.5).
Pro kontrolu vlastniho HPLC méfeni byly k biologickym vzorkiim zatfazeny i kontrolni
vzorky, obsahujici 500 pL média o pfislusné testovaci koncentraci BE2
(200 nebo 20 pg/L). Tyto vzorky byly pfipraveny tésné¢ pied HPLC méfenim bez
hodinové temperace v inkubatoru. VSechny vzorky byly poté zméfeny za
optimalizovanych podminek vyvinut¢ HPLC-MS/MS metody. Pro obé testovaci
koncentrace byl pokus opakovan 6x. Reprezentativni prubéh zavislosti koncentrace
nevazaného 17B-estradiolu na dobé kapacitace je pro testovaci koncentraci 200 ug/L
uveden na obr. 23 a pro koncentraci 20 pg/L na obr. 24. Cervena koletka odpovidaji
slepym vzorkim (blanky), ¢erné ¢tverecky vlastnim vzorkiim, tedy vzorktim, kde byly
béhem kapacitace piitomny spermie. Jak je vidét na obr. 23 pro Cerné Ctverecky,
dochazelo nejprve k poklesu koncentrace. Doba poklesu se v ramci jednotlivych pokust
lisila, ale vzdy nastavala mezi 0. a 60. minutou kapacitace. To je v souladu
s fyziologickym chovanim spermii, pii kterém ke kapacitaci dochazi mezi 30. a 90.
minutou po vystaveni spermii prostiedi v sami¢im pohlavnim traktu. Pokles byl
zpusoben pravdépodobné vyvazadnim hormonu na povrch spermie. Po prvotnim poklesu
dochazelo nasledné ke zvySeni koncentrace hormonu na hladinu shodnou s vychozi
koncentraci pokusu. Tento vzrast koncentrace byl zpisoben nejspi§ uvolnénim
vyvazaného BE2 z povrchu spermie zpét do kapacitaéniho M2 média. S delsi dobou
kapacitace dochazelo ke zvySovani koncentrace nad vychozi hodnotu koncentrace BE2
a dokonce i nad hodnotu, odpovidajici situaci, kdy by se estrogen na médium vibec
nevazal (viz obr. 22, ¢as t = 0). To naznaCuje, Ze pivod vzestupu koncentrace
nevazané¢ho 17B-estradiolu by mohl byt z vlastni produkce spermie. Z obr. 23 je také
vidét, ze koncentrace 17f-estradiolu ve slepych vzorcich je prakticky konstantni

(Cervena kolecka).
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Obrazek 23. Zavislost volné koncentrace BE2 na dob¢ kapacitace mySich spermii,
testovaci koncentraci 200 ug/L v M2 médiu, vlastni vzorky (¢erné ¢tverecky), blanky
(Cervena kolecka); experimentalni podminky: 40/60 (v/v) ACN/H,0, s ptidavkem 0,1 %
HCOOH; zméteno v MRM mddu pfi prechodu 255,2—158,9.

Jak je vidét z porovnani obr. 23 a 24, obdobné trendy byly ziskany i pro koncentraci
20 pg/L. Na obr. 24 je vidét, Ze nejprve opét dochazelo k poklesu koncentrace, doba
poklesu koncentrace se liSila, nastavala pozdé&ji, mezi 30. az 90. minutou kapacitace.
Tento fakt bude nejspi$ zplisoben nizs§i dostupnou koncentraci hormonu pro spermie,
a proto muze trvat déle, neZ jej navazi na svlij povrch. Po prvotnim poklesu opét
dochazelo ke zvySeni koncentrace hormonu na hladinu shodnou s vychozi koncentraci
pokusu a rust pokracoval az nad tuto vychozi hodnotu. Hodnoty koncentrace zmétené

v blancich i zde ztstavaly béhem kapacitace prakticky stejné.
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Obrazek 24. Zavislost volné koncentrace BE2 na dobé kapacitace mySich spermii
pro vychozi koncentraci 20 ug/L v M2 médiu, vlastni vzorky (Cerné ¢tverecky), blanky
(Cervena kolecka); experimentalni podminky: 40/60 (v/v) ACN/H,0, s ptidavkem 0,1 %
HCOOH; zméteno v MRM modu pfi piechodu 255,2—158,9.

Z vysledku biologického pokusu vyplyva, Ze spermie béhem kapacitace in vitro vazi
extern¢ dodany 17B-estradiol a v pozd¢jsi dobé kapacitace jej opét uvoliuji, a to 1 nad
vstupni hodnotu. S del§i dobou kapacitace by mohlo dochazet k uvoliiovani predem
navazaného BE2 z obdobi maturace spermii v nadvarleti, nebo pfimo k syntéze BE2
spermii pomoci specifické aromatasy. Tento jev pravdépodobné nezavisi na hodnoté
externi koncentrace 17p-estradiolu.

Vysledky ziskané v ramci této diplomové prace Castecné koresponduji s jiz diive
dosazenymi daty pro estriol. Pfi sledovdni nevdzané koncentrace estriolu
v kapacitacnim M2 médiu béhem kapacitace mysich spermii in vitro byl také pozorovan
pokles volné koncentrace estriolu. V tomto piipadé mohla byt pouzita UV detekce [80],
ale pouze pro testovaci koncentraci 200 pg/L. Doba kapacitace vSak byla sledovéana
pouze v rozsahu 0 az 90 min a byl pozorovan pouze pokles koncentrace estriolu okolo
10 %. Vzhledem k tomu, Ze pokusy s BE2 byly ¢asové naro¢né, nebyl jiz ¢as zméfit
vyvazovani 17a-ethynylestradiolu hovézim sérovym albuminem a zéavislosti jeho volné
koncentrace na dob¢ kapacitace. Vychozi koncentrace 200 a 20 pg/L pro
17a-ethynylestradiol budou testovany v budoucnu spolu s dal$im studiem kinetiky

celého procesu.
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5 ZAVER

Pro analyzu 17p-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu metodou HPLC byl vybran
separacni systém tvoreny kolonou SunFire® Cjg, a mobilni fazi o slozeni ACN/H;0,
40/60 (v/v) a pratokovou rychlosti mobilni faze 0,8 mL/min. Bylo zjiSténo, Zze pro
stanoveni 17B-estradiolu a 17a-cthynylestradiolu v kapacitatnim M2 médiu nelze
pouzit UV detekci, protoze signal poskytovany M2 médiem mnohonasobné pievysSoval
signaly analyti.

Proto byla zvolena tandemova hmotnostni detekce, ktera Iépe eliminuje matri¢ni
vlivy a je podstatné citlivéjsi. Pro oba analyty byly nalezeny prekurzorové i produktové
ionty a byla optimalizovana hodnota napéti fragmentoru a kolizni energie. Nasledné
byly optimalizovany hodnoty pro nastaveni zdroje pfi pouziti ionizace elektrosprejem
V pozitivnim moédu s vyuzitim mobilni faze 40/60 (v/v) ACN/H,0, s ptridavkem
0,1 % HCOOH.

V optimalizovanych podminkédch pro hmotnostni detekci byly zméteny vzorky
17B-estradiolu a 17a-ethynylestradiolu v EtOH i v M2 médiu o koncentracich
200 a 20 pg/L a bylo zjisténo, Ze plochy ziskané pro jednotlivé koncentrace jsou v obou
matricich srovnatelné a pfitomnost média neovliviiuje ionizaci analytt. Proto byly v M2
médiu proméfeny kalibracni kiivky pro 17B-estradiol v koncentratnim rozsahu
1 - 25 pg/L a 100 — 250 pg/L a pro 17a-ethynylestradiol v kalibraénim rozsahu
1 - 25 pg/L a 100 — 200 pg/L. Pro oba analyty byly vyhodnoceny zavislosti ploch
1 vySek pikd na koncentraci, které¢ byly zpracovany metodou linedrni regrese a byly
urCeny meze detekce a kvantifikace, které se pohybovaly v desetindch, respektive
jednotkach pg/L.

V ramci biologického pokusu bylo nejprve sledovano vyvazovani 17B-estradiolu
hovézim sérovym albuminem, pfitomnym v M2 médiu, béhem hodinové temperace.
Bylo zjisténo, Ze pro 3 dny oteviené médium jiz od 40. min k vyvazovani nedochazi,
zatimco u M2 média, otevieného jeden mésic byl pokles volné koncentrace
17B-estradiolu patrny aZz do 60. min. Zavislost volné koncentrace BE2 na dobé
kapacitace byla sledovana pro dvé koncentra¢ni hladiny hormonu, a to 200 a 20 pg/L
a pro ob¢ testované koncentracni hladiny hormonu byly pozorovany obdobné trendy.
Nejprve dochazelo k poklesu koncentrace volného hormonu mezi 0. a 90. minutou
kapacitace, coz odpovida fyziologickému prub&hu kapacitace in vivo. Poté nasledoval

rust koncentrace na troven vychozi hladiny, ktery pokracoval az nad vychozi hodnotu
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koncentrace hormonu. Pfi¢iny téchto zmén jsou pravdépodobné spojeny s vyvazanim
ur¢itého mnozstvi estrogenniho hormonu na povrch spermie pomoci specifickych

receptort a naslednym uvolnénim hormonu do kapacitacniho média.
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