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Abstrakt

Po mnoho let byly estrogeny brany jako typicky samici pohlavni hormony. Dnes uz je jisté,
Ze jsou velmi dullezité i v regulaci samci reprodukce. A to at uz je jejich ucinek pozitivni Ci
negativni.

Endogenni estrogeny jsou u savéich samcl dlleZitou ¢asti endokrinniho systému. Estrogeny hraji
vyznamnou roli pfi rdstu a udrzovani kostni hmoty, stejné jako pfi vyvoji zarode¢nych bunék a pfi
pochodech spermatogeneze. Zdravé spermie jsou esencialni pro uspésnou reprodukci. A pravé
endogenni estrogeny se svym vlivem ¢astecné podileji v regulaci spravného vyvoje spermii.

Vedle pozitivniho vlivu endogennich estrogenl je zde ovsem i negativni vliv estrogen(l z
vnéjsiho prostredi, tzv. environmentdlnich estrogenll. Mezi environmentdlni estrogeny patfi
chemické latky vznikajici lidskou Cinnosti, xenoestrogeny, které ¢im dal vice kontaminuji Zivotni
prostiedi. Nebezpeci téchto latek estrogenni povahy se skryva v jejich schopnosti fungovat jako
endokrinni disruptory, které zplsobuji defekty v fadé aspektl savci reprodukce.

Vzhledem k tomu, Ze v dnesni dobé se vyskytuje v prostfedi ¢im dal vice environmentdlnich
estrogen(, které mohou interferovat s hormonalni drahou savci a ovliviiovat tak jejich reprodukci,
je dullezité se tomuto tématu vénovat. Reprodukéni poruchy, které mohou byt vyvolany
endokrinnimi disruptory nepredstavuji riziko jen pro nds, ale i pro dalsi generace.

Klicova slova: spermie, estrogeny, environmentalni estrogeny, xenoestrogeny, endokrinni
disruptory



Abstract

For many years, estrogens have been considered typically female sex hormones. It is now
certain that they are also very important in the regulation of male reproduction, whether their
effect is positive or negative.

Endogenous estrogens in mammalian males are an important part of the endocrine
system. Estrogens play an important role in the growth and maintenance of bone mass, as well as
in the development of germ cells and in the marches of spermatogenesis. Healthy sperm are
essential for successful reproduction. Effect of endogenous estrogens is partly involved in the
regulation of proper development of sperm.

Besides the positive effect of endogenous estrogens, there is also a negative effect of
estrogens from the external environment, so-called environmental estrogens. Between
environmental estrogens are man-made chemicals, xenoestrogens, which increasingly
contaminate the environment. Hazards of these estrogenic substances in nature is hidden in their
ability to act as endocrine disruptors, which cause defects in many aspects of mammalian
reproduction.

With regards to the fact that there are more and more substances in current environment
that can interfere with hormonal path of mammalian reproduction, it is important to look at this
issue. Reproductive disorders that may be caused by endocrine disruptors pose a risk not only for
us but for future generations.

Key words: sperm, estrogens, environmental estrogens, xenoestrogens, endocrine disruptors



Cile prace

Popsat stavbu savci spermie
Seznamit se s obecnou funkci estrogent
Osvojit si souvislosti mezi estrogeny a sam¢im reprodukénim traktem

Popsat negativni vliv environmentalnich estrogen(i na samci reprodukéni trakt a plodnost u

samcU savcl



1. Stavba savci spermie

Spermie jsou samci gamety, které maji vysoce specializovanou strukturu a funkci. Jsou konecnym
produktem spermatogeneze probihajici v semenotvornych kanalcich varlat. Nasledné spermie maturuji v
nadvarlatech a tim ziskavaji schopnost pohybu. Savci spermie se skladaji ze dvou strukturné a morfologicky
odlisnych slozek: hlavicky s ulozenou DNA a biciku, ktery zajistuje pohyb neboli motilitu spermie. Obé tyto
Casti jsou obaleny plazmatickou membranou spermie. Specializovana struktura spermiim umoZzniuje opustit
télo, spojit se s vajickem (oocytem), vytvofrit zygotu a dat tak za vznik novému organizmu. Hlavni funkci
spermie je tedy oplodnit oocyt, ale také ho aktivovat, aby mohlo dokonéit druhé meiotické déleni. Spermie
neobsahuji cytoplazmatické organely jako ribozomy, endoplazmatické retikulum ¢i Golgiho aparat, které
jsou nepotfebné pro prenos jadra. Na druhou stranu obsahuji pro spermii specializované organely jako je
akrozém, napomahaijici pfi akrozomalni reakci k priniku spermie skrze zona pellucida a mitochondrialni
pochvu, obsahujici velké mnozZstvi mitochondrii, které jsou umistény tak, aby co nejefektivnéji pohanély
bicik.
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Obr. 1 Stavba savéi spermie (http://www.jrank.org/health/pages/31094/spermatozoon-(sperm)-n-(pl-
spermatozoa).html)
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1.1. Hlavicka spermie

K tvarovani a organizaci hlavicky savéi spermie dochazi béhem spermatogeneze prostfednictvim
rtznych bunécnych a molekularnich procesu. Tyto udalosti zahrnuji sekvenéni zmény v jadre- prodlouzZeni a
kondenzace chromatid a tvorbu akrozému, ktery pochazi z Golgiho aparatu, v soucinnosti s tvorbou
prechodné struktury prednich svazkd mikrotubull. Hlavi¢ka savci spermie ma velikost priblizné 4,6-12,1 um
a sklada se z haploidniho jadra a akrozédmu, které jsou obklopeny malym mnoZstvim cytoplazmy a
cytoskeletarnich struktur. Vétsina cytoplazmy je eliminovana béhem zrani spermii, ponechavaji se pouze
organely, které jsou modifikované pro spermatické funkce. (Gilbert 2000). Akrozom leZi v anteriorni
oblasti hlavicky a prekryvd jadro. Cytoskeletdrni struktury se nachazi v oblasti mezi vnéjsi akrozomalni
membranou a plazmatickou membranou, vnitini akrozomalni membranou a jddrem (perinuklearni theca) a
v postakrozomalnim segmentu a slouZi k udrZeni tvaru hlavicky spermie.

Tvar hlavicky spermie se lisi u jednotlivych druhd savcl. RozliSujeme Ctyfi zakladni morfologické
typy hlavicek: kulaté (Clovék, kralik), ovalné (kanec, norek), hackovité neboli falciformni (mys, potkan) a
hlavi¢ky s velkym akrozémem (veverka, morce) (Millette 1999). U lidi, ale miZeme nalézt ¢asté variability
ve tvaru a velikosti hlavicky (Eddy & O’Brien 1994).
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Obr. 2 Morfologické typy hlavicky spermie (Eddy & O'Brien 1994)

1.1.1. Jadro



Jadro spermie ma specializovanou strukturu, odliSnou od jinych somatickych bunék. V jadre
spermie je chromatin vice kondenzovany a obsahuje polovi¢ni sadu chromozomd, jadro je tedy haploidni, a
to diky dvéma meiotickym délenim, které se uskutecni béhem spermatogeneze. Transkripce genu je ve
spermatickém jadfe zastavena a vysoka kondenzace chromatinu umozZriiuje minimalizovani velikosti jadra,
¢imz se usnadnuje jeho prenos do vaji¢ka. Histony, vyskytujici se u somatickych bunék jsou u DNA spermie
béhem konecné faze spermatogeneze nahrazeny bazickymi proteiny, protaminy. Tyto specializované
proteiny obsahuji velké mnozstvi argininu a cysteinu a vysoce kondenzovand DNA v kompexu s protaminy je
stabilizovana disulfidickymi mustky mezi protaminy (Eddy & O’Brien 1994). Diky disulfidickym mustkim
vznikd rigidni atvar, ktery chrani DNA pred mechanickym poskozenim pfi pfesunu do oocytu. Ovsem ne
vSechny histony jsou béhem spermatogeneze nahrazovdny. Na kondenzaci chromatinu v nerozpustny
komplex se také podili histon H1, jehoZ pfitomnost v jddrech neporusenych spermii byla potvrzena v roce
2008 M. L. Sanchez-Vazquez et al.

Jadro spermie je obaleno specializovanym jadernym obalem, ktery se sklada ze dvou ¢asti- vnitini a
vnéjsi membrany. Ty jsou od sebe vzdaleny 7-10 nm, u ostatnich somatickych bunék je tato vzdalenost 40-
60 nm. Dalsi rozdilnou charakteristikou jaderného obalu spermie je rozmisténi pori- vyskytuji se pouze na
kaudalni ¢asti zadniho prstence, kde vytvari stocené struktury.

Vnitfni povrch jaderného obalu pokryva jadernd lamina, proteinova sit poskytujici strukturalni
podporu membrany a umoZiuje ukotveni chromatinu. Jaderna lamina je tvofenad proteiny, které se nazyvaji
laminy a jsou homologické s proteiny nalezenymi v intermedidlnich filamentech somatickych bunék
(Millette 1999).

1.1.2. AKkrozom

Akrozom je membranova struktura, vacek, ktery je uloZen na anteriornim konci hlavi¢ky spermie a
obklopuje aZ dvé tretiny jaddra spermie. Vnéjsi akrozomalni membrana tésné pfiléha k plazmatické
membrané spermie a vnitfni akrozomalni membrana obklopuje vnéjsi jaderny obal, prostor mezi témito
membranami se nazyva perinukledrni theca.

Akrozéom vznika zvétsenim Golgiho aparatu spermatidy, tedy v pozdni fazi spermiogeneze.
Obsahuje receptory nezbytné pro vazbu na zona pellucida oocytu a lytické enzymy, proteazy, nezbytné pro
penetraci pres zona pellucida. Jiné akrozomalni enzymy slouzi k fzi membran spermie a vajicka, nebo
napomahaji vajecné exocytdze kortikalnich granul zabranujici polyspermii (Millette 1999).

10
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Obr. 3Lidska spermie (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Complete_diagram_of a_human_spermatozoa.svg)

1.2. Bicik

Bicik spermie je komplexni struktura, kterd dava spermii schopnost motility a tak ji umoziuje
transport k oocytu, naslednou penetraci skrze oocyt a jeho oplozeni. Je to tedy struktura, ktera je nezbytna
pro Uspésnou fertilizaci. Délka biciku savéich spermii se znacné lisi- od 60 um u ¢lovéka aZz po 250 um u

¢inského krecka.

Bicik se déli od anteriorniho k posteriornimu konci na ¢tyfi ¢asti:
1. kréek, spojovaci segment
2. stfedni ¢ast

3.hlavni ¢ast

11
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4. koncova ¢ast

Hlavnimi komponentami biciku je axonema, mitochondrialni pochva, vnéjsi husta vlakna a fibrézni pochva.

Axonema neboli osni vlakno prochazi bicikem, je hlavni motorickou ¢asti biciku a je tvorena
mikrotubuly, které vychazi z centrioly na bazi jadra. Je to struktura, ktera je velmi Gcinna pro prenos energie
a tedy pohyb spermie, coz se da usuzovat ze shodného usporadani u vétsiny bicik( eukaryotickych bunék.
Jadro axonemy je tvoreno ze dvou centralnich mikrotubulli, které jsou obklopeny deviti dvojicemi
mikrotubuld. Axonema ma tedy usporadani 9+2. Zakladnim strukturalnim proteinem je tubulin, zakladnim
funkénim proteinem je dynein, kterym jsou navzajem propojeny jednotlivé dvojice mikrotubulll. Dynein
hydrolyzuje ATP a konvertuje uvolnénou chemickou energii na energii mechanickou, kterd umoznuje pohyb
spermie. ATP potiebné pro hydrolyzu pochazi z mitochondridlni pochvy ve stfedni ¢asti bic¢iku a uvolnéna
energie umoznuje klouzani vnéjsich dvojic mikrotubuld, coz zplGsobuje ohyb biéiku a tedy pohyb spermie.

vnéjsi dyneinové centralni jednoduchy
rameno o sl _ mikrotubulus

vhitini Mg, plasmaticka
dyneinové rameno membrana

vnéjsi dvojity mikrotubulus

Obr. 4 PFi¢ny ez stfedni ¢asti bic¢iku (Alberts et al. 1998)
Axonema je ve stfedni a hlavni ¢3sti bic¢iku obalena vnéjsimi hustymi vlakny, které dodavaji biciku

vyztuhu a elastické vlastnosti. Tato vlakna jsou ve stfedni ¢asti vsunuta mezi mitochondridlni pochvu a
axonemu. V hlavni ¢asti obklopuje tato vldkna fibrézni pochva (Millette 1999).
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1.3. Plazmaticka membrana

Plazmaticka membrana obklopuje cely povrch spermie, hlavi¢ku i bi¢ik. Stejné jako ostatni struktury
spermie, je i jeji plazmatickd membrdna vysoce specializovana a v mnoha aspektech se lisi od plazmatické
membrany somatickych bunék.

Diky stavebnim i funkénim odliSnostem mUzeme membranu rozdélit na :

1. akrozomalni oblast- na ateriornim konci hlavicky lezi apikalni ¢ast, na povrchu akrozému leZi hlavni
¢ast a na posteriorni ¢asti akrozomu lezi ekvatoridlni segment. Apikalni a hlavni segment spole¢né
vytvareji tzv. akrozomalni cepicku

2. postakrozomalni oblast
Tésné spojeni mezi plazmatickymi fragmenty hlavicky a biciku vytvati posteriorni prstenec. Stredni a

hlavni ¢ast plazmatické membrany jsou vzajemné oddéleny anulem- fibréznim prstencem, ktery je soucasti
cytoskeletu biciku a pfiléha k vnitfnimu povrchu plazmatické membrany (Eddy & O'Brien 1994).

13



2. Estrogeny jako steroidni hormony

Steroidni hormony jsou latky, které vznikaji biotransformaci cholesterolu a funguji jako regulatofi
mnoha vyvojovych a fyziologickych procesU. Steroidni hormony jsou produkovany Zlazami s vnitfni sekreci a
jejich koncentrace v krvi periodicky kolisa a reaguje na réizné fyziologické ¢&i patologické zmény. Zldzami,
které u savcu steroidni hormony produkuji, jsou: klira nadledvin, vajecniky a varlata. Placenta vyvijejici se
béhem téhotenstvi se stava ¢tvrtym zdrojem steroidnich hormon(. Podle typu Zlazy se steroidni hormony
déli na kortikosteroidy produkované kdrou nadledvin (kortikosteroidy se jesté rozlisuji na glukokortikoidy a
mineralokortikoidy), estrogeny a gestageny produkované vajecniky a androgeny produkované varlaty.
Pohlavni steriody, jak uz nazev fika, ovliviuji diferenciaci a rdst reprodukéniho systému, navozuji a udrzuji
pohlavni znaky a moduluji reprodukéni chovani, tedy kontroluji vSechny aspekty reprodukce. JelikoZ jsou to
pohlavni hormony, jsou syntetizovany v pohlavnich Zlazach. Zde budto lokdlné skrze gonady podporuji
oogenezi a spermatogenezi nebo jsou sekretovdny do periferniho obéhu, odkud ovliviuji reprodukéni trakt,
sexudlni fenotyp a druhotné samci a samici sexualni znaky (Terry R. Brown 1999).

Efekt jednotlivych steroid( zavisi zejména na jejich specifickych receptorech a na povaze, ktera
slouZi jako zaklad pro klasifikaci steroidnich hormont (V. Giguere 1988). Steroidni receptory byly popsany
jako klasické ligandem-aktivované transkripcni faktory, které zprostifedkovavaji dlouhodoby genomovy
efekt v hormondlné ovliviiovanych tkdnich. Nyni je jasné, Ze steroidni hormony také zprostfedkovavaji
rychlé signalizacni akce tradicné spojované s receptory pro rdstovy faktor a s receptory spojené s G-
proteiny (E. R. Prossnitz 2008). Steroidni hormony reguluji bunécné procesy vazbou na intracelularni
receptor a interakci s nukleotidovymi sekvencemi ovliviiuji genovou expresi.

2.1. Biologicky efekt estrogenti

Estrogeny jsou skupinou steroidnich hormonl, které jsou primarné produkovany ve vajecnicich, ale v
mensi mife jsou produkovdny i v nadledvinach a tukové tkani, coz je dlvod pro¢ podvaha ¢i nadvaha
negativné ovliviiuje plodnost. Po vylouceni do krve koordinuji fyziologické funkce dulezité pro samici
reprodukci. V centralni nervové soustavé hraji estrogeny dominantni roli pfi koordinaci nervové innosti,
tedy v chovani a fyziologickych udalostech, které jsou esencialni pro uspésnou reprodukci (L. Uphouse & S.
Maswood 1999).

Fyziologicky jsou estrogeny, estron a 17R-estradiol, nejdulezitéjsi ovarialni folikularni steroidy. Jejich
trivialni nazev se odrazi od role v indukci sexudlni vnimavosti (estrus) u samic savcl. Estrogeny u samic
navozuji vyvoj sekundarnich pohlavnich znakd, ovliviuji rlist endometria a dalsi regulace menstruacniho
cyklu. Ackoliv jsou estrogeny nejvice znamy jako modulatory samiciho reprodukéniho chovani, jejich efekt
presahuje akt reprodukce. Nejstarsi znamy efekt estrogenl je jejich posileni lokomocni aktivity, dale
ovliviiuji pamét a uceni ¢i potravni chovani.

Po mnoho let byly estrogeny brany primarné jako samici pohlavni hormony, pfispivajici ke zdravi a

plodnosti samic (Osiguwa-Adeoya et al. 2003). Nicméné v posledni dobé se ukazalo, Ze hraji duleZitou roli i
v samc¢im reprodukénim traktu- viz kapitola 3.
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2.2. Strukturalni rysy estrogentii

JelikoZ jsou steroidni hormony hydrofobni molekuly, mohou po biosyntéze difundovat skrze bunéénou
membranu do krevniho fecisté, aniz by byly uzavieny do intracelularnich vacka.

S ohledem na reprodukci se steroidni hormony déli na tfi hlavni skupiny: progestiny, androgeny a
estrogeny. Progestiny jsou z vétSiny reprezentovany slouceninami C21, androgeny slouceninami C19 a
estrogeny slouceninami C18. Ke streroidnimu jadru, jsou ptipojeny dalsi komponenty, které se lisi v
zavislosti na tfidé steroidl. Cholestan, ktery obsahuje steroidni jadro s metylovou skupinou na C10 a C13 a
osmiclenny postranni fetézec na C17, je materskou slouceninou cholesterolu a ostatnich sterold,
biosyntetickych prekurzorl vsech steroidd.

Estrogeny jsou steroidni hormony. Estrogenni jadro tedy obsahuje 18 uhlikovych atomd
uskupenych do 4 kruhd. Rada ryst estrogent je rozhodujici pro jejich hormonalni aktivitu,
nejpozoruhodnéjsi z nich je aromaticky kruh s fenolovou hydroxylovou skupinou lokalizovanou na C3 pozici.
Kyslikovy atom ve formé hydroxylové nebo ketonové skupiny na C17 pozici je také velmi dllezity.
Nejvyznamnéjsim, pfirozené se vyskytujicim estrogenem je 17B-estradiol, ktery obsahuje 3-hydroxylovou a
17R-hydroxylovou skupinu. Mezi dalsi estrogeny patfi estron a estriol. Estrony obsahuji ketonovou skupinu
na C17 pozici namisto hydroxylové u 17R-estradiolu. Estrioly se od 17R-estradiolu lisi pfidanim 16a-
hydroxylové skupiny.

Biologické aktivity estrogent jsou dany zejména jejich schopnosti vazat se na receptor a aktivovat
jej. Estrony a estrioly jsou méné ucinné nez 17R-estradiol, coz je odrazeno ve snizené afinité estrogenniho
receptoru k témto estrogentim (Carolyn L. Smith 1999).

OH [0) OH

Estradiol Estrone Estriol

Obr. 5 Chemicka struktura estrogeni-C18 steroidnich hormon( (Encyclopedia of Reproduction)
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2.3. Zdroje estrogenii

2.3.1. Biosyntetické endoestrogeny

Biosyntéza estrogenl zavisi na prekurzorové molekule a na typu steroidogenniho enzymu.
Steroidogenni enzymy mizeme rozdélit do dvou skupin.

Prvni skupinou jsou hydroxylazy, kéddované geny patfici do P450 superrodiny. Enzymy P450
superrodiny lokalizované v mitochondriich vyuZivaji ferredoxin jako donory elektronl, zatimco ty
lokalizované v endoplazmatickém retikulu (mikrozomalni) vyuzivaji P450 flavoprotein redukovany NADPH-
reduktazou. Druhou skupinou jsou steroid dehydrogenazy, které patfi do jedné ze dvou odlisnych skupin-
alkoholdehydrogenaz/reduktdz nebo do aldo-keto reduktaz. Steroidni dehydrogendzy vyuZivaji NAD*/NADH
nebo NADP*/NADPH jako kofaktory. Obé tyto skupiny enzym(, P450 a dehydrogenazy, jsou nezbytné pro
steroidogenezi v pohlavnich Zlazach, placenté a nadledvinach (Margarete M. Hinshelwood 1999).

VSechny steroidogenni tkdané maji stejné enzymatické drahy vedouci k biosyntéze estrogen.
Hlavni fyziologické zmény na Urovni enzym( jsou obvykle spojeny s paralelnimi zménami v genové expresi.
Uroven exprese kazdého steroidogenniho enzymu se lisi ve tfech charakteristikach:

1. tkanovou a bunécné specifickou expresi, ktera je urcend béhem tkanové a bunécéné diferenciace
2. bazalni expresi pfi absenci trofické hormonalni stimulace

3. hormonalnim signdlem regulovanym expresi

Kazdy z téchto tfi typl exprese pravdépodobné predstavuje fungovani rGznych genovych
regulacnich elementd. U dospélych steroidogennich tkanich je hladina vétSiny bunécné- a tkanove-
specifickych enzyma zavisld hlavné na trofické hormonalni stimulaci, ktera je zprostfedkovana komplexni
siti systém signdlni transdukce (Israel Hanukogl 1992).

Steroidy jsou syntetizovany z cholesterolu, ktery je odvozen ze tfi potenciondlnich zdroju:
1. preformovany cholesterol z krve, predevsim ve formé cirkulujicich lipoprotein(

2. preformovany cholesterol uloZeny ve steroidogennich burkach jako volny cholesterol, slozka
bunécnych membran nebo uvolnény z cholesterolovych esterli uloZenych v cytoplazmatickych
lipidovych kapickach

3. cholesterol syntetizovany de novo ve steroidogennich burnkach z dvou-uhlikatych sloucenin
odvozenych od metabolismu karbohydrat(i, tukd nebo proteinl v ramci bunky. V zavislosti na cévnim
zasobeni a na prevladajicich fyziologickych podminkdach mohou byt zdroje cholesterolu variabilni v ramci
tkani a druht.

Vstfebavani cholesterolu z krve zahrnuje vazbu extracelularniho lipoproteinu pres jejich
apoproteinovou komponentu na specificky receptor lokalizovany na bunéénych membranach, nasleduje
internalizace komplexu lipoproteinu s receptorem do lysozomu, degradace lipoproteinu lysozomalnimi
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esterazami a uvolnéni volného cholesterolu, ktery je pristupny steroidogennim enzymim. Vstfebavani LDL
a HDL je regulovano na urovni jejich receptord.

Steroidogenni bunky skladuji také znaéné mnozstvi cholesterolu v intracelularnich tukovych
kapickach, hlavné jako estery mastnych kyselin s dlouhym retézcem. Rovnovaha mezi cholesterolem estert
mastnych kyselin z intraceluldrnich zasobaren a volnym cholesterolem je nastavena pomérem mezi dvéma
enzymy: cholesterol-ester syntetdzou a cholesterol esterazou (hydrolyza ester( cholesterolu na cholesterol,
tento enzym muizZe byt aktivovan luteinizacnim hormonem LH). Aktivity obou enzymi( jsou rychlost
urcujicim krokem, ktery je pod kontrolou hormonalni a navic by mély byt regulovan intracelularni hladinou
cholesterolu. Pomérné vyuZiti téchto zdroji pro steroidogenezi se mulze znacné lisit na zakladé
fyziologického stavu (Terry R. Brown 1999).

Estrogeny jsou steroidni hormony, jsou tedy odvozeny od cholesterolu. Biosyntéza estrogenl
vyzaduje tfi na Zelezu zaloZené cytochrom P450 enzymové komplexy a dvé dehydrogendzy. Rychlost
regulujicim krokem je odStépeni postranniho fetézce cholesterolu pomoci mitochondridlniho enzymu
cytochrom P450, ¢imz vznikad skupina C21 steroidll, pregnenolon. Néasleduje konverze C21 steroid( v C19
steroidy pomoci enzymu endoplazmatického retikula, 17a-hydroxylazy a oxidace hydroxylové skupiny na C3
pozici na keto skupinu pomoci 3B-hydroxysteroid dehydrogenazy. Vysledkem je syntéza C19 estrogenniho
prekurzoru, androstenedionu. Androstenedion je pomoci dalSiho enzymu endoplazmatického retikula,
cytochrom P450 aromatdzy, konvertovan v estrony- C18 steroidy. Aromatdza katalyzuje aromatizaci A-
kruhu androstenedionu na fenolicky A-kruh typicky pro estrogeny. Androstenedion i estron jsou substraty
pro 17B-hydroxysteroid dehydrogenazu, ktera reverzibilné konvertuje tyto oxosteroidy na testosteron a
17B-estradiol. Toto je konecny krok v produkci androgen( a estrogen( (Carolyn L. Smith 1999).
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Obr. 6 Enzymatické drahy biosyntézy estrogent

2.3.2. Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory jsou latky pfitomné jako kontaminanty v Zivotnim prostfedi a predstavuji
toxikologické reprodukéni riziko. Tyto latky mohou napodobovat nebo interferovat s funkci endogennich
hormon(. Délime je na xenoestrogeny a fytoestrogeny. Tyto latky maji vliv na celou fadu aspektd savci
reprodukce (reprodukéni organy, gamety) (J. Péknicova 2007).

Endokrinni disruptory jsou tedy exogenni latky, které ovliviiuji produkci, uvolfiovani, dopravu,
metabolismus, vazani, ¢innost nebo odstranéni pfirozenych ligand odpovédnych za udrZzovani homeostazy
a regulaci vyvoje tkani. Endokrinni disruptory jsou endogennim hormonlm strukturdlné podobné, jsou
schopné interagovat s proteiny jejich hormonalni dopravy nebo narusovat jejich metabolismus, jsou
schopné napodobovat nebo v nékterych pripadech blokovat Ucinky endogennich hormont. Endokrinni
disruptory jsou latky, které mohou zplsobit nerovnovahu v endokrinnim systému, ktery ma vazbu na
vsechny hormon-produkujici organy, které udrzuji télesnou homeostazu. Mnoho rlGznych endokrinnich
disruptorl je pfitomno v rGznych slozkach prostredi (ovzdusi, voda a plida) a v potravinach (rostlinného a
Zivocisného plvodu). Mohou pochdzet z potravinovych oball, produktl horeni, pfipravkd na oSetfeni
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rostlin, detergent( a z chemického primyslu obecné. Tyto latky mohou mit Gcéinky na dospélé organizmy a
na citlivost embryi a plodi pro mnohé cizorodé latky, které mohou prochazet pres placentu.

Hlavnim reguldtorem vyspélého reprodukéniho systému je osa hypotalamus-hypofyza-gonady,
kterd funguje jako systém s negativni zpétnou vazbou. Endokrinni disruptory tedy mohou pusobit na
kterékoli drovni této osy, ale vyvoj a programovani osy béhem fetalniho Zivota je zfejmé nejcitlivéjsi pro
navozeni trvalych zmén homeostatického mechanizmu endokrinniho systému. Nejvice ohroZzenymi fazemi
pro pusobeni endokrinnich disruptor( jsou tedy faze prenatadlni a Castecné postnatdlni, kdy organy a
nervovy systém prodélavaji nejrychlejsi zmény. Zmény zplsobené endokrinnimi disruptory mohou byt
docasné ¢i trvalé, mohou zplsobovat reprodukéni anomalie (morfologické a funkéni dysfunkce, napf.
neplodnost) a vrozené vady (zmény embryonalniho Ci fetdlniho intrauterinniho vyvoje) (Moustafa R. M. et
all 2007).

2.3.2.1. Fytoestrogeny

Fytoestrogeny jsou nesteroidni prirozené latky obsazené v rostlinach, které jsou svou strukturou
vzdalené podobnou estrogentim a diky tomu jsou schopné se vazat na estrogenni receptory. Spole¢nym
strukturnim rysem je fenolové jadro. DalSim spole¢nym rysem s estrogeny je metabolismus, fytosterogeny
jsou rovnéz vstiebavany stievem, podléhaji enterohepatdlnimu cyklu a konjugdty jsou vylu¢ovany v moci a
Zluci. Fytoestrogeny se daji podle své estrogenni aktivity rozdélit do 4 skupin (izoflavony, kumestany,
stilbeny, lignany) a mezi hlavni fytoestrogeny patfi genistein, daidzein, resveratrol, coumestrol,
formononetin a biochanin. Mezi rostliny, které fytoestrogeny obsahuji, patfi fepa, sdjové boby, jilek
vytrvaly, pSenice, vojtéska, jetel, jablka a tfesné. V rostlinach maji fytoestrogeny ochrannou funkci, chrani
rostlinu pfed patogeny.

Estrogenni receptory maji dva podtypy, ERa a ERB, liSici se afinitou k ligandlm, strukturou N a C
konce a vyskytem v organizmu. Fytoestrogeny se vazi hlavné na ERB, ktery se vyskytuje pfevdziné v kostech,
plicich, prostaté, mocovém méchyti, kGzi, mozku. Z toho tedy mlzeme usuzovat funkci estrogenl v téle
savcl. Fytoestrogeny mohou plsobit spolu s estrogeny na kostni tkan. V mozku a hypofyze snizuji hladinu
gonadotropinG (vice ovliviuji FSH neZzli LH). Timto mechanizmem mohou ovlivnit zmény nalady, spanek,
deprese, ale i cévni zmény, mirnit pfiznaky z nedostatku estrogent. NepUsobi témér na mlécnou Zlazu a na
délohu, které obsahuji prevazné a-ER. Spolu s estrogeny se fytoestrogeny chovaji jako agonisté (vazbou na
ER blokuji u¢inek endogennich estrogenu), pri vysokych davkdach mohou plsobit i jako antagonisté. Pri
estrogennim deficitu pUsobi jako slabé estrogeny (Vrzanova, Heresova 2004). Genistein a daidzein, které
patii do skupiny izoflavon(, plsobi v téle savcl na jatra, kde zvySuji tvorbu SHBG, ktery v krvi vyvazuje
estrogeny, ale i androgeny, ¢imzZ snizuje jejich dostupnost v tkdnich. Dalsi ucinek fytoestrogenu je pres
ovlivnéni enzym(, napf. inhibici aromataz limituji lokalni konverzi prekurzorl na estrogeny, ovliviuji
aktivitu enzymu konvertujici testosteron na aktivni dihydrotestosteron a diky inhibici specifickych tyrozin
kindz jsou fytoestrogeny brany jako latky protinadorové. Tyrozin kinazy jsou totiz potfebné pro spravny
ucinek rlstovych hormonu pfi novotvorbé cév rostouciho nadoru. Izoflavony tuto neovaskularizaci inhibuiji.

Mnohé studie ukazaly, Ze fytoestrogeny maji u savcl v urcité koncentraci pfiznivy vliv na jejich
zdravi a to diky korelaci s nizkym vyskytem nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni. V souvislosti s
plodnosti savcl se objevilo nékolik studii, které uvadi ¢i neuvadi fytoestrogeny jako latky ovliviujici jejich
plodnost. Studie poukazujici na negativni vliv fytoestogen(l na plodnost savcl byla provedena na ovcich
pasoucich se na pastvinach s vysokou koncentraci fytoestrogen(, coz zpUsobilo tzv. jetelovou nemoc ovci,
tyto ovce byly neplodné. Nicméné dalsi studie provddéné na mysich neuvadi fytoestrogeny jako latky
poskozujici reprodukéni organy a spermie.
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2.3.2.2. Xenoestrogeny

Xenoestrogeny jsou latky vznikajici lidskou ¢innosti s estrogennimi ucinky. Patfi mezi né odpady
vyrobnich procest ¢i pesticidy, které diky rozvoji industrializace zatéZuji Zivotni prostfedi ¢im dal vice.
Testovani téchto latek ukazalo negativni vliv na reprodukci savcu. (vice viz kapitola 4)

Mezi xenoestrogeny patfi diethylstibestrol (DES), ktery byl v 50. -70. letech jako Iék poddavan
téhotnym Zendm a mél negativni vliv na fertilitu dospélych synG. DES velmi vyrazné ovlivnil reprodukci
testovanych mysi, ve druhé generaci byla nalezena Uplna neplodnost. Vysledkem plsobeni DES byla sniZzena
kvalita i poCet spermii, ale i ostatni parametry jako je vdha mysi ¢i jednotlivych organ(. Pficemz plsobeni v
nizsich davkach (2ng) mélo silnéjsi efekt nez plsobeni vyssich davek (20ng) (J. Péknicova 2007).

Dalsim xenoestrogenem je bisfenol A (BPA), monomer pouZivany v plastidech, polykarbonatech a
epoxidovych pryskyficich. Oligomery bisfenolu A se uvoliuji pfi polymeraci ¢i tepelnou degradaci a to i z
vnitfni vrstvy potravinovych konzerv, kompozitnich zubnich vyplni ¢i PET lahvi. Uvolfiovani bisfenolu A z
potravnich oball zavisi na kyselosti potraviny ¢i napoje, ¢im je kyselost vétsi, tim se bisfenol A vice
uvolnuje.

V tucich Zivocichl se hromadi xenoestrogen para-nonylfenol (NP), ktery se vyskytuje v polyvinyl
chloridech (PVC) pouzivanych pro baleni potravin, pouZiva se jako aditivum lubrikacnich olejd a plastd.
Kyselova et al. (2003) zkoumali vliv NP na télesnou hmotnost, vahu orgadnd a reprodukéni zdatnost na
outbrednim kmeni CD-1 mysi. Jejich vysledky poukazali na to, Ze expozice NP ma vliv na hmotnost
reprodukcnich organ( (varlata, nadvarlata, prostata, semenné vacky) a také na redukci integrity akrozomu.

Dioxiny jsou vedlejsi produkty vyroby pesticidd a papirovych vyrobk(. Predstavuji velké nebezbeci
pro samci reprodukéni systém (Stefankiewicz et al. 2006). Samci potomci vystaveni expozici dioxinu pred
narozenim vykazovali zmensSeni varlat a redukované mnoiZstvi spermatogennich bunék (Johnson et al.
1998TH THornung et al. 1996, HTZabel and Peterson 1996).

Pesticidy jsou chemické latky pouzivané pro hubeni skddcli. PUsobeni DDE (dichloro-difenyl-
dichloroethylen) je spojovano s celosvétovym poklesem poctu lidskych spermii (Keiding & Skakkebaek
1993, Stone 1994, Swan et al. 1997). DDE ddle zpUsobuje zhorSenou motilitu a abnormalni morfologii
spermii (Hauser et al. 2002; Toft et al. 2006).

Polychlorované bifenyly (PCB) zpUsobuji redukci kvality semene, zejména snizeni pohyblivosti,
sniZzeni koncentrace spermii a abnormalni morfologii spermii (Hauser et al. 2002; Rozati et al. 2002; Hauser
2006).

2.4. Transport a metabolismus estrogenii

Estrogeny jsou syntetizovany pohlavnimi Zldzami a z nich jsou sekretovany do krevniho obéhu. Ze
sekretovaného mnozstvi estrogen( zlstava volnych pouze jen okolo 2 %, priblizné 60 % se vaze na albumin
a okolo 38 % se vaZze na SHBG (95kDa glykoprotein, sex-hormon vazajici globulin), ktery je znam také jako
testosteron-estrogen-vazajici globulin. Transport estrogen( je tedy zprostfedkovan zejména vazbou na
SHBG nebo albumin. Vazba na albuminy je nizkoafinitni oproti vysokoafinitni vazbé na globuliny, tudiz i pres
nizsi celkové procento je vazba na globuliny vyznamnéjsi. Tato vazba estrogent na proteiny je pro funkci
estrogent velmi vyznamn3, jelikoZ vazbou na protein se estrogen inaktivuje a pouze volny estrogen mize
vstupovat do cilovych bunék a vyvolavat biologicky efekt.
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Metabolicky obrat estrogenl zavisi na jejich afinité k vazebnym proteinim plazmy a tedy i na
koncentraci téchto proteinl. SHBG je syntetizovan v jatrech. Jeho koncentrace je ovliviiovana klinickymi
podminkami, jako je téhotenstvi, diabetes, obezita a jeho syntéza je ovliviiovana pohlavnimi steroidy.
Estrogeny syntézu SHBG zvysuji, naopak androgeny a gestageny ji snizuji, coz vysvétluje vyssi koncentraci
SHBG u samic v porovnani se samci.

Cirkulujici esrogeny jsou rychle metabolizovany v jatrech na inaktivni, ve vodé rozpustné
slouceniny, které jsou v 50-80% vylou¢eny v moci a pfiblizné v 20% ve stolici. Druhou hlavni skupinou
katabolickych produktl jsou katechol-estrogeny, zejména 2-hydroxyestrogeny. Vétsina téchto sloucetin je
vylou¢ena mocdi jako glukuronosidy. Alternativhé mohou katechol O-methyl transferdzy metabolizovat
katechol-estrogeny na jejich methoxy- formy, které maji také rychly metabolicky obrat. Estrogeny mohou
byt v jatrech také hydroxylovany na C16 pozici D kruhu, coZz vede k formovani 16a-hydroxylovanych
derivatd, zejména estradiol-glukuronid(, které jsou vylouceny moci (Carolyn L. Smith 1999).

2.5. Estrogennireceptory

Funkce estrogen( je zprostfedkovand expresi dvou klasickych estrogennich receptorl ERa a ERP.
Toto je klasicka cesta estrogenni akce. V posledni dobé je vSak zndmo, Ze estrogenni akce mohou fungovat i
prostfednictvim receptor( sprazenych s G-proteiny. V cilové burice se hormony vaZou na vysokoafinitni
estrogenni receptory (ER) fungujici jako transkripéni faktory, které aktivuji ¢i potlacuji cil genové exprese.
Estrogenni receptory jsou syntetizovany v cytoplazmé a vytvari makrokomplexy s heat shock proteiny (Hsp),
které pomahaji proteinlim, aby se sbalily do spravné konformace. Vétsina receptorl je lokalizovana do
jaderného kompartmentu, ale nékteré mohou zlstat v cytoplazmé.

2.5.1. Estrogennireceptor a (ERa) a 8 (ER)

Izoformy ERa a ERB se lisi silou afinity k hormonu (napt. 17B-estradiol se vaze se ctyrikrat vyssi
afinitou na ERa) a redukci N- konce, naopak homologie izoforem je v DNA- vazebné a hormon-vazebné
doméné. Molekularni hmotnost ERP je diky redukci N-konce mensi nez molekularni hmotnost ERa asi o 20
kDa. Existence dvou izoforem ER rozsifuje rliznorodost moznych reakci na estrogenni slouceniny, vede k
moznosti vazby ER dimer(l na estrogen-response elementy na DNA a umozZnuje zmény genové exprese
(Terry R. Brown 1999). ER jsou proteiny sloZzené z 6 funkénich domén (na obrazku A — F). E doména je
ligand-vazajici doména dlouhd asi 302-595 aminokyselin a je lokalizovdana na C-konci ER. Po vazbé
estrogenu dochazi ke konformacni zméné E domény, ktera spociva ve sbaleni do vice kompaktni struktury,
coz zfejmé umoZziuje interakci s ostatnimi proteiny nezbytnymi pro zménu genové exprese. Dalsi doménou
je DNA-vazebna doména, kterd je nejvice konzervovana a je dlouha asi 60 aminokyselin (doména C, na
obrazku zobrazena jako plny region). C doména je cystein-bohatd oblast formovand do motivu dvou
»zinkovych prst”, jejichZ struktura je stabilizovana dvéma ionty zinku. DNA-vazebnou doménou se ER vazZe
na estrogen responzivni elementy na DNA, po homodimerizaci ER. Domény AF-1 a AF-2 jsou dvé aktivacni
domény, dllezZité pro trankrip¢ni funkci ER. AF-1 je konstitutivné aktivovana a na ligandu nezavisla N-
terminalni doména zapojend do receptor-receptor interakce a iniciace transkripce, AF-2 obsahuje E
doménu a jeji schopnost aktivovat genovou expresi je zavisld na vazbé estrogenu. AF-1 doména ERa je
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velmi aktivni pti stimulaci genové exprese z rliznych estrogen responzivnich elementt v riiznych bunécénych
liniich, naopak ¢innost AF-1 domény ERP je za stejnych podminek zanedbatelnd (Stefan Nilsson et all 2001).
F doména je dulezita pro modulaci schopnosti estradiolu stimulovat genovou transkripci nebo
antiestrogenl, které naopak inhibuji genovou expresi (Carolyn L. Smith 1999).

<—AF-1—» DNA - AF-2 >

Obr. 7 Struktura estrogenniho receptoru

ERa jsou exprimovany v déloze, varlatech, hypofyze, vajecnicich, ledvindch, nadvarlatech a
nadledvinach. ErB jsou exprimovany ve vajecnicich, prostaté, plicich, mo¢ovém méchyri, mozku, déloze a
varlatech (Terry R. Brown 1999).

Estrogenni receptory ERa a ERPB jsou exprimovany i v lidskych ejakulovanych spermiich (Aquila et al. v
roce 2003) (viz kapitola 3).

2.5.2. GPR30/GPER

Kromé klasickych estrogennich receptord ERa a Erf, které zprostiedkovdvaji dlouhodobou
genomovou odpovéd, estrogeny funguji i pomoci receptort ristovych faktord a receptorl sprazenych s G-
proteiny, které naopak zprostfedkovavaji rychlou signalizaci. Na rozdil od jadernych ER jsou GPR30
transmembrdanové receptory, které aktivuji protein-kindzovou drahu, méni elektrické vlastnosti membrany
a moduluji tok iontl (Paul Micevych et all 2009). GPR30 jsou receptory sprazené s heterotrimerickymi G-
proteiny se 7 transmembranovymi doménami, N-konec sméfuje ven z buriky a zbytky kaseliny asparagové
mohou byt glykosilovdny, C-konec je lokalizovdan do cytoplazmy. GPR30 svou aktivitou méni aktivitu
efektorovych proteind, kterymi jsou napt. adenylat cyklazy, fostolipazy, fosfodiesterazy a iontové kanaly.

2.6. Mechanismus estrogenni akce

Estrogeny jsou steroidni hormony, jsou to tedy lipofilni molekuly, které mohou difundovat pres
bunécné membrany. Po transportu pres membranu hormony zpUsobi aktivaci komplexu receptor-Hsp (heat
shock proteiny), dojde k disociaci Hsp a transportu do jadra, kde komplex receptor-hormon dimeruje a vaze
se na specifické sekvence DNA, ¢imZ ovliviiuje genovou expresi. Tato vazba je zprostifedkovana specifickou
sekvenci DNA, estrogen responzivnim elementem a DNA-vazebnou doménou ER. Estrogen responzivni
element je regulacni sekvence obvykle v 5' regionu estrogenné regulovanych gen(, na ktery se vaie
homodimer receptor(l s navazanym estrogenem. Jako transkripéni faktor mlzZe receptor fungovat diky
interakcim s rlznymi mobilnimi koaktivatory ¢i korepresory, které interaguji s RNA polymerazou Il
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transkrip¢niho iniciacniho faktoru. Koaktivatory a korepresory maiji histonacetylazovou ¢i deacetylazovou
aktivitu a tim podporuji ¢i potlacuji remodelaci chromatinu ovliviiujici transkripci. Vysledkem estrogenni
akce je tedy aktivace i represe syntézy novych proteint vedouci ke zméné funkce, rlstu ¢i diferenciace
cilové buriky (Carolyn L. Smith 1999).

carrier protein

steroid

receptor
complex

Obr. 8 Bunéény mechanismus steroidnich hormon ( Encyclopedia of Reproduction)
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3. Estrogeny a samci reprodukcni trakt

3.1. Syntéza estrogenti v sav¢ich varlatech

Varlata jsou organem, ktery ma dvé hlavni funkce- syntézu steroidnich hormont a tvorbu samcich
pohlavnich bunék, spermii. Varlata jsou sloZena ze dvou kompartmentl- semenotvornych kanalkll a
intersticidlniho prostoru mezi kandlky. Tyto dva kompartmenty zahrnuji pouze tfi hlavni typy bunék.
Germinalni neboli zarodecné bunky, které jsou obklopeny a vyZivovany plazmou prochéazejici skrze
semenotvorné kandlky ze Sertoliho bunék a Leydigovy bunky intersticidlniho prostoru, které syntetizuiji
testosteron (Hess R. A. et al. 1995)

Syntéza estrogenl u samcl savcl je duleZitou casti endokrinniho systému. Estrogeny hraji
vyznamnou roli pfi rastu a udrzovani kostni hmoty, stejné jako pfi vyvoji zarodecnych bunék a pfi pochodech
spermatogeneze. Napfiklad estradiol je velmi dlleZity pro spravnou motilitu a Zivotaschopnost spermii a
jejich penetraci do oocytu (Idaomar et al. 1989). Estrogeny jsou syntetizovany pomoci cytochrom P450
aromatazy a pres estrogenni receptory ERa a ERPB, které jsou ve vétSiné testikularnich bunék a ostatnich
¢astech pohlavniho Ustroji, plsobi na cilové buriky.

Funkce endogennich estrogenl u samcl se da nejlépe zjistit pfi poruchach drahy estrogenniho
plsobeni ¢i pti deficitu aromatazy. V lidské populaci bylo nékolik téchto poruch a deficitll pozorovano. Tito
muzi vétSinou vykazovali poruchy v rdstu, byli velmi vysoci a rostli i v dospélosti. Nevykazovali
maskuliniza¢ni poruchy, ale méli vysoké hladiny testosteronu, luteinizacniho hormonu (LH) a folikul-
stimulujictho hormonu (FSH) (Delbés G. et al. 2006). Tito muzi méli také nizkou Zivotaschopnost spermii
(Smith et al. 1994), snizené mnoZstvi spermii a horsi motilitu spermii (Herrmann et al. 2002), s bilateralnim
kryptorchidismem v jednom pfipadé (Maffei et al. 2004).

Mysi samci s inaktivovanymi geny pro estrogenni receptory (ERaKO, ERBKO a ERaBKO) nebo
aromatazu (ArKO) vykazovali reprodukéni poruchy. ERaKO a ArKO mysi jsou sterilni kvili nedostatecné
Zivotaschopnosti spermii v dlsledku nedostatecné epididymalni reabsorpci tekutin u mysi ERakKO a
poruchach ve spermatogenezi u ArKO mysi (O'Donnell et al. 2001). V kontrastu, ErBKO mysi nevykazuji
Zadné zmény ve spermatogenezi a vykazuji normalni reprodukéni chovani (Kregeet al. 1998). Ale v nedavné
studii Delbés a jeho spolupracovnici (2006) uvadi, Ze inaktivace ERB genu vede k 50% zvyseni poctu
gonocytli béhem 2. a 6. dne po narozeni, diky narlstu proliferace a sniZzeni apoptdzy téchto bunék, bez
zmén v poctu Sertoliho i Leydigovych bunék.

Studie tedy ukazuji, Ze negativni GcCinky na reprodukéni funkce samcl savcd ma jak prebytek
estrogenl Ci xenoestrogend, tak i nedostatek endoestrogent, z ¢ehozZ vyplyva esencialni funkce estrogen(i v
samci reprodukci.
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3.1.1. Cytochrom P450 aromataza

Syntéza estrogenl u samcl probiha irreverzibilni konvergenci androgen( na estrogeny, kterd je
katalyzovdna membranové vazanym enzymem cytochrom P450 aromatdzou. P450 aromatdza je
mikrozomalni enzymaticky komplex skladajici se ze dvou protein: NADPH cytochrom P450 reduktazy a
cytochrom P450 aromatazy, ktery obsahuje steroidy vazajici misto (Serge Carreau et al. 2003). U lidi je P450
aromatdza produktem jediného genu s nazvem Cyp19, ktery patfi do cytochrom P450 genové rodiny, ktera
obsahuje vice nez 500 ¢lenl (Simpson E. R. et al. 1994). Pro spravnou funkci potfebuje aromataza koenzym,
kterym je NADPH. Akce aromatdzy zahrnuje oxidaci, odstranéni methylové skupiny na 19. uhliku a
odstranéni vodiku na 1. uhliku testosteronu nebo androstenediolu (Hans-Udo Schweikert 2003).

Bylo provedeno mnoho studii ohledné lokalizace aromatdzy, ktera je podminkou pro syntézu
estrogenll. V dospélosti jsou hlavnim zdrojem estrogent Leydigovy bunky, zatimco Sertoliho buriky jsou
hlavni estrogennim zdrojem béhem fetalniho a neonatalniho Zivota. Nicméné bylo ukazano, Ze zarodecné
buriky u dospélého samce predstavuji novy zdroj estrogen(l (Carreau S. et al. 2002). Ve skute¢nosti mnozstvi
transkriptu P450 aromatdzy je vétsi ve spermatocytech nez ve spermatidach a nez ve zralych spermiich.
Naopak aktivita aromatazy je vyssi u haploidnich zdrode¢nych bunék nez u mladsich zarode¢nych bunék.
Kromé toho byla u potkana potvrzena existence transkriptu P450 aromatdzy v epitelidlnich burkach
nadvarlat (Wiszniewska B. 2002). Ve varlatech dospélych muzi byla potvrzena pfitomnost aromatazy v
cytoplazmé okolo protahlych spermatid (Turner et al. 2002) a v cytoplazmatickych kapickach ejakulovanych
spermii (Rago et al. 2003).

Pfitomnost aktivni aromatdzy byla objevena i u ejakulovanych spermii (Aquila S. et al. 2002),
pricemz jeji aktivita je spojena s kapacitaci a akrozomalni reakci (Aquila S. et al. 2003). Z toho se tedy da
odvodit, Ze spermie nejsou vystaveny estrogenlim jen v Zenském pohlavnim traktu, ale samy predstavuji
lokalni zdroj estrogen(, které parakrinnim ¢i intrakrinnich zplsobem moduluji extratestikularni maturaci
spermii (Aquila S. et al. 2004)

3.2. Receptory estrogenii v samc¢im reprodukénim traktu

3.2.1. Lokalizace ER v sav¢ich varlatech a spermiich

Estrogenni receptory existuji ve dvou formach ERa a ERB. Oba tyto receptory se uplatiuji pfi
regulaci samdi reprodukce. ERB jsou zapojeny do gametogeneze, ERa jsou zapojeny ve steroidogennich
procesech (Delbes G. et al. 2006). Lokalizace ER se lisi v rdmci druh(l. Exprese ERa v Leydigovych burikach
varlat holdavcl publikoval Zhou et al. V roce 2002, zatimco v Leydigovy burikach varlat potkan( k expresi

25



ERa nedochazi (Goyal et al. 1997). ERP transkript je pfitomen v zdrodecnych burikach varlat potkan( a to
zejména v gonocytech, a také v Sertoliho burkdch a Leydigovych burnkach (Mowa & Iwanaga 2001, Van Pelt
1999), ale jiné studie potvrzuji expresi ERB (protein, mRNA) v zirodecnych burkach varlat hlodavcl
(Saunders et al. 1998, Van Pelt et al. 1999, Zhou et al. 2002). ERP protein je pfitomen ve tfech testikularnich
typech bunék potkand, ale u mysi je pfitomen pouze v gonocytech (Sauderst et al. 1998, Jefferson et al.
2000).

Rozporuplné jsou i Udaje o lokalizaci ER v semenotvornych kanalcich u muzl. Pelletier & El-Alfy
(2000) nepozorovali Zzadny tubuldrni vyskyt ERa ¢i ERB. Naopak Makinen et al. (2001) a Saunders et al.
(2001) detekovali ERB ve spermatogoniich, spermatocytech a casnych stadiich spermatid, ale ne v
prodlouZenych spermatidach a maturovanych spermiich. Nebyl pozorovan zadny vyskyt ERa ve varlatech.
Pentikadnen et al. (2000) prokdzali pfitomnost ERa v lidskych zarodecnych burikach a Durkee et al. (1998) a
Luconi et al. (1999) prokazali existenci ERa v lidskych ejakulovanych spermiich. Tyto nesourodé vysledky
mohou byt vysvétleny rlznymi pfistupy a metodami pouZivanych ve studii daného tématu.

Lambart et al. ve své studii z roku 2004 potvrzuji expresi ER (protein i mRNA) v lidskych zarodecnych
burikach. V ejakulovanych spermiich potvrdili pfitomnost proteinu i mRNA ERa, ale pouze mRNA ERp.
Pfitomnost ER v savCich zadrodecnych bunkdch je dobfe zdokumentovana, pficemz vétSina studif
upfednostniuje ERP jako prevladajici formu (Saunders et al. 2002, Zhou et al. 2002).

Agquila et al. v roce 2003 publikovali studii o expresi ERa i ERB v lidskych ejakulovanych spermiich,
ovsem jejich lokalizace se lisi. Zatimco ERa je lokalizovan hlavné v midpiece, ERP je lokalizovan zejména
v bic¢iku. V proximalni oblasti bi¢iku se vyskyt ERa a ERP prekryva. ER se uplatiuji pfi poskytovani signdlu
preziti, pricemz kazdy z receptord interaguje s jinou slozkou drahy prenosu.

3.2.2. Transgenni modely mysi (EraKO, ArKO)

3.2.2.1. ERaKO (estrogen-receptor o knock-out mys)

Estrogen-receptor a knock-out my$ ukazuje jednoznacné dikazy, Ze estrogeny hraji dlleZitou roli v
samci plodnosti, struktufe a funkce samciho reprodukéniho traktu (Hess R. A. At al. 2000). V tomto
transgennim modelu mysi jsou velmi brzy po porodu (20dni) vidét morfologické rozdily varlat, dilatace
semenotvornych kanalkl a ztencovani epitelu semenotvornych kanalk(, ktery je charakteristicky zkracenymi
mikrovili a redukci endocytického aparatu a lysozomalnich granuli (Eddy E. M. Et al. 1996, Hess R. A. Et al.
1997, Hess R. A. Et al. 2000). V 10-12 tydnu je pozorovano veliké rozsiteni rete testis a nasledna degenerace

26



semenotvornych kanalkd (Eddy E. M. Et al. 1996). Tyto histopatologické zmény jsou v dlsledku
nedostatecné reabsorbce tekutiny z lumen téchto kanalk( (Hess R. A. Et al. 1997).

Na mysim modelu bylo prokdzano, Ze ERa hraji vyznamnou roli pfi udrZovani odpovidajici
morfologie a fyziologie rete testis a ductus efferent béhem pubertaini a dospélé faze Zivota (Lee K. H. Et al.
(2000).

3.2.2.2. ArKO (aromatase knouck out)

ArKO mysi, mysi s deficientem aromatazy v dlsldeku inaktivace genu pro aromatazu, se stali
neplodnymi kvlli porucham spermiogeneze spojenych s poklesem pohyblivosti spermii a neschopnosti
oplodnit oocyty (Robertson et al. 1999, 2001).  Sest pfipadil nedostatku estrogend zplsobenych mutacemi
genu Cyp19 bylo popsano (Morishima et al. 1995, Carani et al. 1997, Deladoey et al. 1999, Murata et al.
2001, Herrman et al. 2002, Kottler et al. 2002), analyza spermatickych parametr( u t¥i pacientd odhalila
snizeni motility (Carani et al. 1997, Herrman et al. 2002, Kottler et al. 2002).

Plsobenim inhibitoru aromatazy dochazi ve varleti potkana ke snizeni poctu spermii (Gerardin et al. 2002).

3.3. Pochody spermatogeneze ovlivnhéné estrogeny

Estrogeny jsou velmi dlilezité hormony ovliviiujici pochody spermatogeneze. Pod jejich kontrolou
je zejména stanoveni poctu kmenovych zarodecnych bunék a maturace spermatid. Pocet zarodecnych
bunék béhem vyvoje plodu se zvysi diky pozitivnimu vlivu estrogenniho deficitu. Naopak estrogenni deficit
béhem dospélosti ma negativni vliv, samec se stava neplodnym. Proliferace gonocytl potkana je indukovana
17B-estradiolem (Li et al. 1997).

Estradiol je také asociovan s prezivanim spermii, ale mechanizmus, kterym estradiol dava spermiim
signal preziti, neni dosud znam. Nicméné bylo zjisténo, Ze pod vlivem estradiolu dochazi ke zvysené
fosforylaci protein(, které se zapojuji do prenosu signalu preZiti a potlaceni fosforylace poukazuje na roli
estrogen(ll a estrogennich receptorll v prezivani spermii. (Aquila et al. 2003)

Durkee a jeho kolegové (1999) prokazali, Ze lidské spermie obsahuji membranové vazané estrogenni
receptory, které mohou byt spojeny se signalni drahou zahrnujici rychlou odpovéd prostfednictvim
vapnikovych kanall a kalcium/kalmodulinového komplexu, které jsou spojené s motilitou spermii a
kapacitaci (Herrero M. B. and Gagnon C. 2001).
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U hypogonadalnich mysich, u kterych vyvoj zdrodeénych bunék nepostupuje nad ramec
pachytenniho stadia, doslo pfi lécbé estradiolem k vyvoji protahlych stadii spermatid (Ebling et al. 2000).

Vyraznou roli maji estrogeny, 17B-estradiol, v regulaci kapacitace a akrozomalni reakce Pro Uspésné
oplozeni musi spermie projit procesem kapacitace a poté akrozomalni reakci. V pribéhu kapacitace spermie
ziskava schopnost motility, dochdzi ke zméndm v plazmatické membrané (disociace molekul semindlni
plazmy, které pokryvdji membranu spermie, zmén v naboji bunécného povrchu, fluidité a permeabilité
membrany) a akrozomu (redistribuce protein( a lipid() a k odstranéni nevhodnych spermii. Diky kapacitaci
mUzZe spermie podstoupit akrozomalni reakci a oplodnit tak oocyt. Kapacitace je tedy zasadni déj, bez
kterého nedojde k Uspésnému oplozeni. To, Ze je pod kontrolou estrogen(, ukazuje jejich vyznamnost v
regulaci samci reprodukce.
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4. Negativni vliv environmentalnich estrogenti na plodnost
savCich samci

V poslednich letech se role estrogent v samdi reprodukci stala ¢astym tématem mnoha studii a
védeckych praci. Stejné jako vliv latek s estrogenni aktivitou z prostfedi na vyvoj samcu a jejich plodnost.
Clanky pojednavaji napfiklad o feminizaci rybich samcl nebo o sniovani plodnosti muzi, ktefi piji
vodovodni vodu vlivem pfitomnosti environmentalnich estrogen(l. Tyto estrogeny pochdzely bud z
chemického pramyslu a vyrobnich procest nebo z modi Zen, které uzivaji hormonalni antikoncepci. Bylo
prokazano, Ze dlouhodoba expozice témto latkam zplsobuje poruchy reprodukce. Studie z poslednich 50 let
jasné prokazuji korelaci mezi poklesem kvality spermatu muzl s vyssi koncentraci environmentalnich
estrogenll v prostredi (Delbes G. Et al 2006). Prvni pozorovani vlivu environmentalnich estrogentd (ES) na
reprodukci savcich samcd bylo provadéno u volné Zijicich zvitat. Expozice environmentalnim estrogeniim
mUze vést az k trvalym zménam, jako je feminizace nebo zmény v reprodukénim chovani (Vos et al. 2000).

Hlavnimi ucinky ES na samci plodnost je zhorSeni kvality spermii, zvySeny vyskyt kryptorchismu
(nesestouplad varlata) a hypospadie (vrozend anomdlie mocové trubice, kterd konci na ventralni strané
penisu), zvyseny vyskyt rakoviny varlat a zména poméru pohlavi. Diky pozorovani vyskytu téchto poruch
bylo zjisténo, ze vSechny tyto poruchy jsou navzdjem propojeny. Naptiklad srovnavaci studie v evropskych
zemich ukazaly, Ze vyskyt kazdé z téchto abnormalit byl maximalni v Dansku a minimalni ve Finsku (Virtanen
et al. 2005). Navic kryptorchismus zvysuje riziko vyskytu dalSich abnormalit. Podobné hypospadie zvySuje
riziko vyskytu rakoviny varlat a oligospermie (snizené mnozstvi spermii v ejakulatu pod normu 20 mil
pohlavnich bunék na 1ml ejakulatu) je pozorovana vice u muzi s pocatecnim vyvojem rakoviny varlat. Proto
bylo navrieno, Ze tyto zmény jsou priznaky jednoho syndromu, TDS- testicular dysgenesis syndrome
(Skakkebaek et al. 2001, Skakkebaek & Jorgensen 2005). Experimentalni a epidemiologické studie naznacuji,
Zze TDS je vysledkem naruseni embryondlniho programovani a gonaddlni vyvoj béhem fetdlniho Zivota
(Skakkebaek N. E. 2003).

Provedené studie poskytly poznatky ohledné citlivosti na estrogenni latky zevniho prostfedi, ale tato
citlivost zavisi na druhu a kmeni zvifat a na davkach ES, kterym byla vystavena. Nicméné vsechny studie
naznacuji, Ze vystaveni vysokym koncentracim ES béhem téhotenstvi mize vyvolat nékolik ptiznak( TDS.

4.1. ZhorsSeni kvality sav¢ich spermii

Zdravé spermie jsou esencialni pro Uspésnou reprodukci. Pokud se zaméfime na lidskou populaci,
zjistime, Ze v poslednich letech se vyskytuje ¢im dal vice para v reprodukénim véku, které maji s reprodukci
problémy. V roce 2005 to bylo 15% paru, pficemz az z 60% je divodem muzska neplodnost (WHO). Muzskd
neplodnost ma nékolik pric¢in, mezi které patii vliv environmentalnich estrogen(l jako endokrinnich
disruptorl. Za poslednich 50 let poklesla kvalita a mnoZstvi spermii mnohdy o vice nez 50%. Pred 20 lety
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obsahoval 1 ml ejakuldtu asi 50 milién(i spermii, z ¢ehoz 50% bylo morfologicky normalnich. Dnes obsahuje
1 ml ejakuldtu asi 20 milidnl spermii, z cehoZ je morfologicky normalnich pouze 30% (WHO). Pfi¢inou
poklesu mnoizstvi spermii mlze byt Spatnd regulace spermiogeneze zahrnujici rfadu endokrinnich,
intartestikularnich a intercelularnich procesi. Populace gonocytll urcena béhem vyvoje plodu hraje roli pfi
uréovani poctu zarodecnych kmenovych bunék pfitomnych v dospélosti, protoZe experimentdlni snizeni
poctu gonocytld béhem fetdlniho vyvoje vede ke sniZeni poctu spermii v dospélosti (Moreno et al. 2001).
Podobné vysledky byly ziskany v pripadé snizeni poctu Sertoliho bunék béhem prenatdlniho Zivota (Orth et
al. 1988). Produkce zdravych spermii v dospélosti tedy zavisi na fetdlni gametogenezi a ¢astecné na
schopnosti gonocytl diferencovat v gonady.

Bibbo a jeho kolegové zaznamenali pokles objemu ejakulatu, koncentrace spermii a procenta
normalné pohyblivych spermii u syn( Zen, které byly IéCeny diethylstilbestrolem béhem téhotenstvi. Dalsi
korelaci je koncentrace metabolitd polychlorovanych bifenyll (PCB) v krvi a seminalni plazmé s pohyblivosti
a koncentraci spermii (Dallinga J. W. Et al. 2002).

Z téchto studii je zrejmé, ze v mnoha pripadech by mohly byt negativni dopady spojené s
plGsobenim ES (vedle genetické predispozice). Negativni dopady plsobeni ES byly pozorovany v dobfe
definovanych senzitivnich fazich Zivota, které jsou také nazyvany ,kritickd okna expozice” (Anderson
LMDBA, Fear N. T., Roman E. 2000).

4.2. Zvyseny vyskyt kryptorchismu a hypospadie

Kryptorchismus je porucha, kdy neni varle schopno sestoupit do své normalni polohy v Sourku.
Podle dvou anglickych studii provedenych v roce 1950 a 1980 je prelevalence kryptorchismu 1% a 5%
(Jensen T. K. et al. 1995). Kryptorchismus je vysledkem abnormality v produkci nebo ¢innosti InsI3 (Insulin-
like factor 3, produkovany Leydigovymi burikami a spolu s testosteronem je dulezity pro maskulinizaci plodu)
nebo androgenu regulujicich sestup varlat (Kubota et al. 2002). Expozicni studie prokazaly vyssi riziko
vyskytu kryptorchismu u synQ Zen, které pracovaly s pesticidy (Weidner I. S. et al. 1998), pricemz byly
zjistény vyrazné vyssi koncentrace hexachlorbenzenu a heptachlorepoxidu v tukovych tkanich chlapct s
testikularni maldescent ve srovnani s témi z kontrolni skupiny (Hosie S. et al. 2000).

Hypospadie je vrozend anomdlie mocové trubice, kterd konci na ventralni strané penisu. lJe
zpUsobena defektem v produkci ¢i aktivité androgent béhem fetalniho vyvoje. Klip a kolegové v roce 2002
uverejnili studii o zvyseném vyskytu hypospadie u synd Zen, které byly vystaveny pusobeni
diethylstilbestrolu (DES).

Vzhledem k nespolehlivému datovani pfipadl kryptorchismu i hypospadie a rdznym diagnostickym
metodam je tfeba pristupovat k témto datlim s obezfetnosti.
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4.3. ZvysSeny vyskyt rakoviny varlat

Vyskyt testikularni rakoviny, kterd je nejcastéjsi rakovinou u mladych muzli, vzrostl v poslednich
letech ve vSech studovanych zemich. Napriklad v Severni Americe byl zaznamenan vzrist vyskytu z 3,4% v
roce 1973 na 5,5% v roce 1997 (Toppari 2002). Testikularni rakovina vznika z CIS bunék (carcinom in situ
cells), které maji svij plvod ve fetdlni Casti Zivota, kdy by gonocyty normalné diferencovaly ve
spermatogonie. Karcinom in situ (CIS) je lokalni maligni |éze, ktera prechazi v rakovinu varlat (Skakkebaek et
al. 1981). Jak tyto bunky pretrvavaji béhem vyvoje a co zplsobuje jejich proliferaci po puberté, neni Gplné
jasné. Pro prosazovani CIS bunék a jejich Sifeni jsou ziejmé dulezZité faktory, které podporuji normalni
bunééné déleni. Také abnormalni intrauterinni hladiny hormont (snizeni androgend a/nebo zvyseni
estrogenll) mohou byt v Uzké souvislosti s vyskytem testikularni rakoviny (Fisher J. S. 2004). Ohlson a Hardell
(2000) ohlasili v souvislosti s nékterymi vyhradami studii o zvySeném riziku vyskytu rakoviny mezi pracovniky
exponujicimi polyvinyl chlorid (PVC).

Ve zvySeném vyskytu rakoviny varlat v poslednich letech se daji pozorovat geografické rozdily, coz je
zfejmé dikaz spojitosti s ES.

4.4. Zména poméru pohlavi

Za ,normalnich” podminek je pomér narozenych chlapcl k narozenym divkam vétsi nez jedna.
Béhem poslednich let byly zjistény mensi poklesy téchto pomérl v Kanadé, Spojenych statech, Dansku,
Nizozemsku a v dalSich evropskych zemich. Nejvyznamnéjsim vysvétlenim je zména socio-ekonomické
situace po druhé svétové valce a to, Ze jsou tyto oblasti blizko prlimyslu a tim jsou vystaveny vétSimu
plsobeni environmentalnich a prdmyslovych chemikalii. Podil chlapcli mezi Zivé narozenymi jedinci u
komunity Aamjiwnaang v Kanadé nepretrzité klesa od roku 1990, mezi roky 1990-2003 doslo k poklesu na
0,3 (Mackenzie et al. 2005). Nékteré studie popisuji negativni vliv znecisténi Zivotniho prostfedi na pomér
narozenych chlapci. V Turecku, matky vystaveny vysoké koncentraci hexachlorbenzenu rodi méné chlapct
(Jarrell J. F. Et al. 2002), Gomez a jeho kolegové si vSimli pozoruhodného poklesu v poctu syna otcl, ktefi
byli vystaveni plsobeni PCB (polychlorované bifenyly) pred (ale ne po) véku 19 let béhem Yu-Cheng
katastrofy.
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Zaver

e Popsala jsem stavbu a funkci savéi spermie

e Seznamila jsem se s obecnou funkci estrogent( jako steroidnich hormond.

e Osvojila jsem si souvislosti mezi estrogeny a sam¢im reprodukénim traktem.

e Popsala jsem negativni vliv environmentalnich estrogent na samdi reprodukéni trakt
(spermie) a tim na plodnost savcl

Vypracovanim této bakalarské prace jsem si osvojila problematiku negativniho pisobeni
evironmentalnich estrogent jako endokrinnich disruptor( na plodnost samcl savc(l. Hlavnimi
ucinky environmentalnich estrogent na samd¢i plodnost je zhorseni kvality spermii, zvySeny vyskyt
kryptorchismu (nesestoupld varlata) a hypospadie (vrozena anomalie mocové trubice, kterd konci na
ventralni strané penisu), zvySeny vyskyt rakoviny varlat a zména poméru pohlavi. Tyto zmény, které se
nékdy souhrnné nazyvaji TDS (testicular dysgenesis syndrome), jsou vysledkem naruseni embryondlniho
vyvoje gonad.

Koncentrace environmentalnich estrogen( v Zivotnim prostredi stdle roste, coz predstavuje
riziko zvySeni jejich negativniho vlivu.
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