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Abstrakt

V Zivotnim prostedi se vyskytuje stéle vice latek, které mohésppit na reprodudni
parametry, jak v satim, tak v samiim organismu. Saiasnym sétovym problémem je sniZzeni
kvality spermii, coz vede k ni#stu paeti digte nepirozenou cestou za pouZiti technik asistované
reprodukce na specializovanych klinikach.

Mezi tyto latky pati i ptirodni estrogeny, které se po vyteni z la ma:i dostavaji do
odpadnich vod. Do lidskéheéla se zpt dostavaji v pitné vagnebo z potravy a interferuji
s¢innosti endogennich hormiijiz pii velmi nizkych koncentracich, proto je vysoce aktiise
v sowasné dob zabyvat vlivemdchto latek na sav spermie.

Estrogeny jsou brany jako typicky saimnpohlavni hormony, ale maji vyznamnou roli
i v regulaci sari reprodukce. Endogenni estrogeny jsou @islivsamé daleZitou éasti endokrin-
niho systému. Eastni se vyvoje zarodeych burtk, pochod spermatogeneze a progasdou-
cich k uspdnému oplozeni vdjka jako je kapacitace a akrozomalni reakce (ARjoZipova
fosforylace proteifa (p-Tyr) je jednim ze zasadnich kfojro Usgsny pibéh kapacitace u sper-
mii, na kterou navazuje fuze plazmatické &sinakrozomalni membrany s naslednym vylitim
akrozomalniho w&u a splynuti spermie s véliem.

Na laboratornich mySich kmene BALB/c byl detaittudovan vliv estrogennich hormo-
na 17f-estradiolu, estronu, estriolu a syntetickéhaxdgthynylestradiolu na kapacitaci a AR
invitro. P-Tyr proteiti je vyhradni ukazatel transdukce signalu v regnitzh drahach spojenych
s kapacitaci spermii, proto byl efekt danych ldtenocen mirou p-tyr v hlatde spermii fi ka-
pacitaciin vitro, a to jak pod fluorescénim mikroskopem, tak pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy v pitomnosti dodecyl siranu sodného (SDS-PAGE). Pakaby! rovnéZz hodnocen
stav akrozému po kalcium ionoforem (Cal) indukovah&

Ze ziskanych vysledknelze jednoznmé usuzovat, Ze exogenniig@ani girozenych
estrogennich hormdrdo kapaciténiho média indukuje oproti kontrole odliSnou miogfbrylace
tyrozinovych zbytk proteini hlavicky mySi spermie. Nicménv pripac syntetického
17-u-ethynylestradiolu, byl nést p-Tyr zaznamenan.

Z vyhodnoceni Cal indukované AR je patrné, Ze praxenySich spermii s dokéenou
AR vzristalo s kapacitanim ¢casem. U 1B-estradiolu a estronu byl zaznamenan pokles AR
v porovnani s kontrolou. Ostatni signifikantni ritlgyde objevovaly ndhodra bez zavislosti na
koncentraci, typu steroiddase kapacitace nebo dghmisobeni Cal. Lze shrnout, Ze rostouci
koncentrace estrogéiv Zivotnim prostedi miZze vést k ovlivini schopnosti spermii kapacitovat
a prochézet akrozomalni reakeivitro.

Kli ¢éova slova estrogeny, spermie, kapacitace, tyrozinova fetdoe, akrozomalni reakce



Abstract

There are an increasing amount of compounds iertk#onment that can have
a negative effect on reproductive parameters ih bwatle and female organism. There has been
a worldwide decline of sperm quality during pastattes and this fact lead to an increase of
unnatural ways of conception through assisted thption techniques in the specialised centres.

Natural estrogens are one of these compounds agdjét into waste water after being
excluded from the body by the urine. They get battkthe human body from drinking water or
from the food, and they can interfere with functarendogenous hormones in very low
concentrations. For these reasons it is up totdadeal with the influence of these compounds on
mammalian sperm.

For many years, estrogens have been considerezhllyfiemale sex hormones. It is now
certain that they are also very important in thgutation of male reproduction. Endogenous
estrogens in mammalian males are an importanopéne endocrine system. Estrogens play
an important role in the development of germ cellrmatogenesis and processes leading to
successful egg fertilization such as a capacitaiicacrosomal reaction. Tyrosine phosphorylation
is one of the essential steps for the properly omgprocess of capacitation in sperm followed by
a fusion of plasma and outer acrosomal membrasgpeyn and sequential exocytosis of the
acrosomal vesicle followed by sperm-egg fusion.

We used laboratory strain of BALB/c mice for a dethstudy of the effect of three
natural estrogenic hormones f-&stradiol, estron, estriol and syntheticdtéthynylestradiol on
capacitation and acrosomal reactiowitro. P-Tyr is exclusive indicator of a signal tranditut
pathway associated with sperm capacitation, thexafe effect of these estrogens was evaluated
by the ratio of tyrosine phosphorylation in a spéad during capacitatian vitro with the using
of the fluorescent microscope and also SDS PAGé&relghoresis. Simultaneously, we evaluated
the state of the acrosome after calcium ionophutaded acrosomal reaction.

The results obtained cannot unequivocally concthdethe exogenous addition of
natural estrogenic hormones to the capacitatioriumedhduces different levels of tyrosine-
phosphorylated residues expressed in a mouse $thin comparison with the control.
However, in the case of synthetic @-&thynylestradiol, the increase in sperm head pwag
detected. From the evaluation of Cal induced A&vident that the increase in percentage of
acrosome-reacted sperm was positively dependethieaiime of the capacitation. The decrease in
the level of AR was analyzed in Bfestradiol and estron influenced sperm samplesiimparison
with the control. Other significant differences oged randomly and independently on the
concentration, type of steroid, capacitation timéwaration of Cal exposure. It can be concluded
that increasing concentration of estrogens in thvirenment have an impact on the ability of
sperm capacitation and AR vitro.

Keywords: estrogens, sperm, capacitation, tyrosine phogtdiam, acrosomal reaction
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1. Uvod a cile

V poslednich letech dochazi k celsmwému snizeni kvality spermii, coz vede
k naristu neplodnosti v ekonomicky vy&pch zemich a fibyva piipadi poceti ditte ne-
piirozenou cestou za pouZiti technik asistované oepkce na specializovanych klinikach.
Nestatisticka data ukazuji, Ze az kazdy paty paurie problémy s péetim ditte.

V souwasné dobvime, Ze muz se na neplodnosti paru podili ve néze50 % fpadi,
mimo jiné dochazi k poklesu @il spermii a ke zvySenému vyskytu abnormalnichrsiper
které nejsou schopné oplodnit ¥lij. Odhaduje se, Ze et spermii u mukse v ptiméru
kazdy rok snizuje o 2 az 3 %.

Na sandi reprodukni buiky pasobi nepiznivé mimo jiné vlivy Zivotniho pro-
stredi. Tyto latky se vyskytuji ve z&igtenych pidach, vodnich zdrojich i v ovzdusi a po
vniknuti do lidskéhoda mohou mit vliv na plodnost. Muz ro¥hnezanedbatetrovliviiu-
je kvalitu spermatickych bik a to nezdravym Zivotnim stylem adomym vystavovanim
se podgtam, které Skodliw pasobi na reproduai parametry.

V odpadnich vodach se vyskytujimdni i syntetické estrogenni hormony, které
stavajici technologi&sténi neodstrani. Estrogeny se pouzivaji ve farmaciedr, kosme-
tickém, potravingském ptimyslu a dostéavaji se do odpadnich vod. Velké mrnoZst
estrogen se dostava do vodnich fokz maii pasoucich se hospagéych zvfat.

Hormony se sice vyragmaedi vii¢ni voct, ale bylo prokadzano, Ze estrogenni
hormony i v extrémiénizkych (10*?mol-*) koncentracich maji vliv na zy pohlavi
rybich samg tzv. feminizace ryb. Visledku probuzeni satich hormoii zatinaji samci
tvorit jikry, ndsleduje neschopnost oplozeni samice@hdzi k vymirani rybi populace.
Ryby nejsou zdaleka jedinymi Zi#chy, ktei jsou k latkam s hormonalniméiaky vni-
mavi, se stejnym problémem se setkdvame i u Zdtda Bstrogenni latky se dostavaji do
téla sava, véetre lidského, v pitné votinebo z potravy a interferujicennosti endogen-
nich hormoi jiz opet pi velmi nizkych koncentracich, proto je vysoce aktiise
v souwtasné dob zabyvat vlivemdchto latek na sawv spermie.

Estrogeny nejsou pouze s&frpohlavni hormony, ale jsou ve fyziologickych
koncentracich zcela esencialni pro spravripgr spermatogeneze saimé&strogeny
vznikaji u somatickych a zarogteych burk varlat i v buikdch nadvarlatinnosti enzymu
P450 aromatazy (P450arom), ktef@nenuje androgeny na estrogeny. Tyto hormony na-
sledrg reguluji spermatogenezigs vazbu na specifické estrogenni receptory, kbeguji
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jako transkrigni faktory a reguluji genovou expresi viadNicmért je prokazano, ze
jaderné estrogenni receptory jsou translokovanglaomatické membrany a touto
negenomickou cestou seastni rychlého chemickéhdgmosu. Estrogeny v endogeénn
fizené fyziologické koncentraci hraji roliigahajeni pochadspermatogeneze, v maturaci
spermii, pi navozeni jejich motility a udrZeni Zivotaschopimnos

Spermie musi podstougddu znEn, aby byly schopné oplodnit véo. Estroge-
ny svou roli v kapacitaci a AR oviiuji oplozeni savit. Tyrozinova fosforylace (p-Tyr)
proteini je jednim ze zasadnich kifokro usgsny pibeh kapacitace u spermii, na kterou
navazuje fuze membran (plazmatické &¥nakrozomalni) s naslednym vylitim akrozo-
malniho vezikulu i AR a po té splynuti spermie s vdjém. Estrogen po vaéma estro-
genni receptory zahajuje sled udalosti zahrnujgist vnitrobuéné koncentrace vapena-
tych ioni, stejré jako hydrogenuhtitanovych iont, které nasledhaktivuji adenylat
cyklazu (AC) generujici cyklicky adenosin monofdag@BAMP). Vzrist cCAMP dale aktivu-
je protein kinazu A (PKA) aktivujici tyrozin kinazigteré fosforyluji proteiny na tyrozino-
vych zbytcich. Krom tyrozinové fosforylace dochazi s@sreé k hyperpolarizaci membra-
ny, ktera je zpsobena zvy3enim propustnosti iinti a souvisi s uvolnim inhibignich
komponent z povrchu membrany spermie, kdy nasledize dojit ke kapacitaci (Baldt
al. 2000). Bezadné funkce signalizaich drah, kde estrogenni hormony hraji nezastupi-

telnou roli, neni spermie schopna oplozeni.

-10 -



Cile diplomové prace

1.1 Studie vlivu vybranych estrogen G na kapacitaci mySich spermii  in vitro

s detekci miry tyrozinové fosforylace.

Prvnim cilem této prace bylo zjistit, zdérpdni estrogeny — 1p-estradiol,
estron, estriol a synteticky lfethynylestradiol maji vliv na miru tyrozinové fosylace
v prib¢hu kapacitacen vitro. Zajimalo nas, zda spermie ovléne v piibéhu kapacitace
exogennim pdanim estrogeahnve fyziologickych koncentracich do kapacittho média
maji casow i koncentran¢ odliSnou proteinovou fosforylaci tyrozinovych zkgtoproti
kontrole.

Miru tyrozinové fosforylace jsme zjidvali dwma zmisoby:

1.1.1 Hodnocenim pozitivni tyrozinovée fosforylace v hlavice spermie pod
fluorescenrénim mikroskopem.

1.1.2 Hodnocenim tyrozinové fosforylace z lyzatu celychpgrmii za pouZziti
SDS-PAGE elektroforézy s naslednou imunodetekci pteina.

1.2 Hodnoceni stavu akrozdmu mySich spermii po kalc  ium ionoforem indukované

akrozomalni reakci in vitro.
Druhym cilem bylo porovnat schopnost spermii priitozomalni reakci induko-

vanou kalcium ionoforem v podminkaihvitro mezi skupinou kontrolni a skupinou

ovlivnénou vySe definovanymi estrogennimi hormony.
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2. Literarni prehled

2.1 Stavba a funkce savci spermie

Spermie jsou sadingamet' svysoce specializovanou funkci a struktu Jsou to
haploidni buky, které jsou kongym stadiem procesu spermatogeneze probiha
ve varlatech, fesrji v semenotvornych kanalcicPo vypuzeni zéchto kanalk se ho-
madi vnadvarleti, kde dosahuji schopnosti poh Skladaji se ze dvou hlavni¢hsti, a tc
hlavicky suloZzenou DNA spermie adiku (obr. 2.1) ktery jim zaji¥uje pohyb (motilitu).

Jejich poslanim je spojit s vajickem a vytvait novy organismus.
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Obr. 2.1Lidské& spermie (http://cs.wikipedia.org/wiki/Spery.
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2.1.1 Hlavi €ka spermie

Hlavicka sa¥i spermie ma velikostijblizn¢ 3-5 um, obsahuje jadro a akrozom,
které jsou obklopeny cytoskeletem a cytoplazmoazfhtickd membrana (PM) hlaky
ma rekolik domeén — akrozomalni oblast a postakrozomalmést. Akrozom lezi narpd-
nim konci hlavtky a pokryva jadro az ze dvotketin. Tvar hlauiky spermie se liSi u jed-
notlivych druhi savé@. RozliSujemeityii zakladni morfologické typy hlavek
(viz obr. 2.2): kulatéqlovek), ovalné (kanec), k&ovité nebo-li falciformni (myS) a hla-
vicky s velkym akrozomem (veverka). U lidi aléizeme naléztasté variability ve tvaru a
velikosti hlaviky (Eddy & O Brien 1994).

HAMSTER

LT/ GUINEA
HUMAN RABBIT | PIG

Obr. 2.2 Morfologické typy hlavtky spermie (Eddy & O"Brien 1994).

2.1.2 Jadro

V jadie spermie je chromatin vice kondenzovany a obsaiolicni sadu
chromozoni. DNA spermie je v konmé fazi spermatogeneze spojena s bazickymi protei-
ny protaminy, které nahrazuji histon§Zné u somatickych béh. Jadro je obaleno dmna
jadernymi obaly, a to vrithim a vrgjSim. Vnitrni povrch jaderného obalu lemuje proteino-
va st’, jaderné lamina, ktera tiigeho strukturalni podporu a uniage ukotveni chroma-

tinu.

-13 -



2.1.3 Akrozém spermie a jeho funkce

Akrozém hraje dlezitou roli v druho¥ specifické vazé spermie na ZP vdjka.
Je to sekméni organela odvozené z Golgiho aparatu v pozdnsfdamiogeneze aipo-
mina buiény lysozém v gkolika podobnostech: 1) akrozomalni komponentyosefiji
a jsou uchovany poekolik tydna béhem vzniku a vyvoje spermie ve varlatech; 2) obsah
v&ku proctlava znény bkehem nésledného zrani spermie v nadvarlatech, enlo
ve spermii po dlouhou dobu a v koncentrované &13) organela podstupuje sekreci
v dasledku vigjSiho stimulu (Abou-haila & Tulsiani 2009, Burges«elly 1987).

Jeho hydrolytické enzymy jsou nezbytné pro penegsermie skrz obaly obklo-
pujici vajcko (Millette 1999). Obsahuje i receptoryleZité @i vazhe spermie na
zona pellucida (ZP) oocytu. DalSi akrozomalni enzymy pomahaiji fdembran vajika
a spermie a exocytoze kortikalnich granul zdkaj které zabiauji polyspermii (Gilbert
2000).

Struktura akrozému

Dobie vyvinuty akrozom ma podobudka s vnitni (IAM) a vregjSi (OAM)
akrozomalni membréanou. Vhii membréana kryjeipdnic¢ést vigjSi jaderné membrany,
prostor mezidmito membranami nazyvame perinuklearni théka. O&Machazi vésné
blizkosti vnitni ¢asti PM hlaviky spermie (Eddy & O Brien 1994).

Akrozom se sklada ze dva@asti, akrozomalniepicky anterior a equatorialniho
segmentu posterioér(Yanagimachi 1994). Savci se druh od druhu lifikesti a tvarem
akrozomu, ktery je dan morfologii hlgky spermie. Jsou dhlavni kategorie podoby
akrozému — srpovity u hlodatr@ c¢epickovity u wétSich sava.

Cytoskelet v hlavice spermie je bohaty na aktin a vyskytuje se vedor
filamentéarni (F-aktin) nebo v monomernim stavu (Birg. F-aktin zajiguje fyzickou
bariéru, kterd brani fuzi OAM a PM spermie (Breeteal. 2003).

Slozky akrozomu

Akrozém obsahuje velké mnozstvi rozmanitych enzymikteré z nich jsou

specifické jen pro spermatogenniiay (akrozin, kysela fosfatazf;galaktosidaza, fosfo-
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lipdza, hyaluronidaza, neuraminidaza), jiné enzynkyselé hydrolazy sesbné vyskytu;ji
v lysozémech (Eddy & O Brien 1994).

Nejlépe prozkoumanym enzymem je akrozin z rodiminsgych proteaz, ktery se
v akrozému vyskytuje ve forémeaktivniho zymogenu proakrozinu a vilpihu AR je
Stpen na enzymaticky aktivni akrozin (Yanagimachi4)9&8-Akro-zin je C-koncovou
¢asti gichycen k vnitni akrozomové membrénpo od&peni vznikap-akrozin — volna
forma. Akrozin se uplauje i Sttpeni ZP a tim pomah& spermii proniknout ZP. U rsgSi
ale zjistilo, Ze tato proteadza neniidina pro oplozeni (Balehal. 1994a, Buffonet al.
2008). Ri spustni AR rozruSuje matrix akrozomu.

Hyaluronidaza je dalSi enzym vyskytujici se jakpoarchu spermie, kde j&ip
chycena GPI-kotvou na PM spermie, tak rozpustn&azamu (Hardyet al. 1991). Ri
oplozeni nejtive nastupuje hyaluronidazagici kyselinu hyaluronovou sumulus
oophorus, coz umo#uje spermii piichod skrz kumularni matrix. Po AR se uplge vy-
pusgna hyaluronidaza hydrolyzujici hyaluronan v ZP.r&pe miZe potom proniknout do
vajitka a oplodnit ho.

Ostatni enzymy akrozému napomahafinpku skrz kumularni matrix.

2.1.4 Biéik

Hlavni funkci béiku je poskytnout pohyb spermii, aby se dostalajicku, mohla
jim proniknout a oplodnit ho. Bik je asi 50 um dlouhy ai@ieme ho rozdit na ctyii
casti: keek, stednicast s mitochondriemi, hlavidast a koncovodast. BEikem prochazi
osoveé vlakno — axonema, kterou obklopuje spiradomittochondrialni pochva. Axonemu
tvori kruh deviti dvojic mikrotubuil s dwma centralnimi mikrotubuly (uspédani 9+2).
Jednotlivé dvojice z kruhu jsou navzajem spojenysityem, ktery funguje jako moleku-
larni motor a umaiuje zakiveni biiku pii pohybu (obr. 2.3). Spermie se akigypohybu-
je proti proudu a je chemickyipahovana k vagku (pozitivni chemotaxe). Pohon pro
spermii je zajisovan hydroyzou molekul adenosin trifosfatu (ATP), které vznikajinosti
mitochondrii ve gednicasti bitiku. Behem oplod#ani jsou mitochondrie degradovany
vajeinou buikou, z toho vyplyva, Ze potomek ma mitochondrieitbomondrialni DNA

pievazre od matky.
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Obr. 2.3 Priitez bitikem spermie (Albertst al. 1998).

2.2 Spermatogeneze

MuZz produkuje skolik tisic milibna spermii za den kontinuarod puberty po ce-
lé reprodukni obdobi, se stém ale jejich produkce klesa. Spermie jsou prodakgv
v semenotvornych kanalcich varlete v procesu nasivespermatogeneze (obr. 2.4), ktery
probiha v gkolika navazuijicich stadiich (faze rozmnozZovaistova a zrani) a zahrnuje
proliferaci, mitézu, meidzu a diferenciaci pohlasmburgk.

DalSim kompartmentem varlat je intersticialni pooshezi kanalky, ve varlatech
se nachazejtithlavni typy bugk — germinalni neboli zarodeé buiky, které jsou obklo-
peny a vyzivovany plazmou prochazejici skrze setvenoé kanalky ze Sertoliho béin
a Leydigovy buiky (Gilbert 2006).

Spermatogenezi zajigji a umoauji Sertoliho buiky tvorici bariéru mezi krvi
a buikami spermatogenni (zarash) linie a zprosedkujici latkovou vyranu pohlavnich
burgk. Leydigovy buiky se vyskytuji ve skupindch mezi semenotvornynnidtiay varlete
a produkuji testosteron.

Pri spermatogenezi ngjive dochazi k mitotickemueteni spermatogonii,
prapohlavnich kulovitych satith burgk, za tvorby primarnich spermatogéyteboli I.tadu

(2n). Spermatocyty kadu se di prvnim meiotickym dlenim, @i kterém vznikaji
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spermatocyty sekundarni nebolifdu (n). U spermatoaytl. fadu probiha druhé
meiotické @leni za vzniku spermatid, které se uz dalestied

Ze spermatid se t¥bspermie procesem nazyvanym spermiogeneze. Dochazi
ke kondenzaci jadra, vytveni btiku, ztrat cytoplazmy a ékterych organel.

Nezralé spermie putujiies semenotvorné kanalky do nadvarlete, kde se aehov
vaji po dobu fiblizn¢ dvou tydri a zde také dochazi k jejich definitivnimu zrarpeBnie
jsou vyZzivovany sekretem pohlavnictigatnych Zl4z a to nadvarlat, prostaty,
bulbouretralnich Zlaz a semennyclkiki@& Suspenze spermii je v sekretu Zlaz tzn. semenné
plazn® a nazyva se ejakulat. Semenna plazma ma zasatifgq@toze spermie jsou lépe
pohyblivé v zasaditém prdasdi.

Vznik nové spermie trvéiiblizn¢ 2 mésice a odhaduje se, Ze kazdou hodinu

opousti varle asi 1 milion spermii.
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Obr. 2.4 Pritez epitelem semenotvorného kanalku s jednotliviédisspermatogeneze
(http://en.wikipedia.org).

2.3. Kapacitace

Sawi spermatické hiky proclavaji neustalé zemy béhem spermatogeneze
ve varlatech, zrani v nadvarlatech a v samireproduknim traktu v piitbéhu kapacitace
(Tulsianiet al. 1998). Proces kapacitace je kédmgkrok zrani saich spermii a je pétba
pro dosazeni schopnosti spermie oplodnittkajiBaldiet al. 2000). Historicky byla
kapacitace definovana jakasovy interval inkubace spermia {ivo neboin vitro), ktery
je nutny k dosaZeni zralosti spermie (Chang 19Bdnto krok je biochemicky proces,

vivo nastava po ejakulaci v Zzenském repraahim traktu,in vitro kapacitace rize pro-
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béhnout v ejakulatu nebo ve vzorku odebraném z néeteafViscontiet al. 1995). Kapaci-
tacni reakce zahrnuje (obr. 2.5), mimo jiné, pohykigites PM, vyvazovani cholesterolu
tzn. znenu fluidity membrany, naist cAMP, p-Tyr mnoha proteina v neposledrifac
polymerizaci aktinu, ktera je zavisla na va&iI P, nasled#& prudkou depolymerizaci
aktinu,¢imz je navozena AR.

V dasledku ¢chto gizpasobeni sai gameta rozeznava a vaze se naigje
obal ZP. ZP je v&Si buré¢ny sacharidovy obal (glykokalyx), ktery obklopuijgjitko
a (astni se fenosu signalu zavisejicim na vapenatych iontectsi@niet al., 2007).
Kapacitace souvisi i se 2Zzmami v koncentraci vnitrobwnych ionfi, ve znén¢ fluidity
PM, metabolismu a motility (Yanagimachi 1994je$hé misto, kde se kapacit@c®ivo
odehrava, se uiznych druli Zivocichu lisi (Yanagimachi 1994). Kodaym krokem
kapacitacen vivo/ in vitro je vazba povrchovych receplidnyperaktivovanych spermii na
komplementarni ligandy neporusené ZP dkai Nyni miZze dojit k AR, ktera vede k vyliti
akrozému, penetraci ZP a oplozeni #egi (Yanagimachi 1994, Tulsiadial. 1997).

Biochemické zmany béhem kapacitace indukované estrogeny nastavajiedihl

ky negenomické akci estrogennich recep{@wquila et al. 2004).

| UNCAPACITATED SPERM |

Influx of Ca”* and HCO3

TAdennyl cyclase

|

T cAMP

/

t Protein Kinase A

CAPACITATED SPERM

Obr. 2.5 Model mozného sledu udalosti v mezitémé signalizaci vedouci ke kapacitaci (Abou-haila &
Tulsiani 2009).
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2.3.1 Biologie in vivo kapacitace

V¢étSina spermii, které se dostanou do &&mrozmnozovaciho traktu, je elimi-
novana. Jen malé procento vstoupi dlozhiho hrdla zapkného hlenem, ktery slouzi
k prevenci vstupu semenné plazmy @tolbly, zadrzeni morfologicky odliSnych spermii
i infekenich mikrohi a skladuje spermie pro pagsi prepravu (Yanagimachi 1994).
Spermie rychle prochazi hlenem bohatym na glykemgta pohybuji se sérem k dloze
a vejcovodu (Abou-haila & Tulsiani 2009). Misto opéni tzv. ndlevka se nachazi
v distalni oblasti vejcovodu, zde jé@graveno ovulované vajko obklopené kumularnim
komplexem (Tulsiangt al. 1998). Tento komplex je rozptylen pomoci hyaludaay, coz
je enzym pitomen v akrozoOmu i na povrchu spermie (Meyers &dtberger 1999), dovo-
lujici bezpé&ny priichod kapacitované spermii se stale intaktnim akreq.

Zmeny probihajici na povrchu ejakulované sperntierpvivo kapacitaci zahrnuiji:
odstrarni adsorbovanych proteira glykoproteih ze semenné plazmy, poZmni (na.
metylace fosfolipid) a p'ebudovani molekul PM, vysledkem je odhaleni reaépta
spermii dileZitych pro rozpoznani a vazbu na vlji (Jones 1998, Yanagimachi 1994).
Efflux cholesterolu (obr. 2.6) éni propustnost a tekutost PM, coz urngg vtok ionti
Ccd* a HCQ, které aktivuji intracelularni druhé posly (Aboatila & Tulsiani 2009,
Tulsianiet al. 2003). Spusti se signalni kaskada (obr. 2.7) zgileira) aktivaci AC a pro-
dukci cAMP; b) stimulaci PKA a dalSich proteinovykinaz; c) tyrozinovou fosforylaci
skupiny molekul spermie; d) hyperaktivaci sperrderiget al. 1995, Viscontit al. 1999).

Vtok HCO; je umozrin N&/HCO; iontovou pumpou a je jifisuzovan vaist
vhitrobure¢ného pH (Demarcet al. 2003). Hladina HC®Q je nizk& v nadvarleti, ale vyso-
ka v semenné plazha ve vejcovodu. Tyto zény v koncentraci HC@ v sangim a sami-
¢im reproduknim traktu hraji dlezitou roli v potl&eni kapacitace v nadvarleti a naopak
podporu tohoto ge in vivo v saméim rozmnozovacim ustroji (Naz & Rajesh 2004).
Kapacitace indukovan&kterymi biologickymi a farmakologickymi sl@aninami je regu-
lovana fiznymi signalnimi drdhami, které zahrnuji PKA, pimotkinazu C (PKC) a protein
tyrozin kindzu (PTK) (Thundathét al. 2002). cCAMP/PKA aktivita je spojena s p-Tyr
(Aitken et al. 1998). Hod# efekii CAMP je zprostedkovanych fes aktivaci PKA, ktera
ne@imo podporuje tyrozinovou fosforylaci protéifibrézni pochvy fosforylaci Ser/Thr
zbytkd a aktivaci tyrozin kinaz (Leclemt al. 1996).
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Obr. 2.7 Schéma pibehu kapacitace spermii (Baldial. 1996)

2.3.2 Tyrozinova fosforylace

Fosforylace tyroziti je dilezita regul&ni draha vmodulaci udalosti spojeny
skapacitaci (Naz & Rajesh 2C). Na savich spermiich se vyskytuji fosfoproteiny, jejic
fosforylovany nebo defosforylovany stav je konts@o aktivitou proteinovych kiné

a fosfataz, které maijoli pri zisku motility, kapacitaci AR (Tash & Means, 1983). U o-
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teind spermie nze fosforylace probihat na tyrozinovych, serinovgdhreoninovych
drah v buice (Naz & Rajesh 2004).

Zda se, Ze existujfithlavni cesty penosu signalu vedouciho ke kapacitaci.
1) cAMP/PKA dependentni, kde cCAMP je druhy poséialfici PKA, ktera pai mezi
serin/threoninoveé kindzy a reguluje p-Tyr (Thundaghal. 2002). 2) Draha receptorové
tyrozin kindzy (. Epidermalniistovy faktor - EGF) a 3) Nereceptorova protein zymo
kindzova draha (Naz & Rajesh 2004).

K fosforylaci dochazi jak u biku, tak na hlavice spermie, kde dochazi kzf
gamet (Urneet al. 2001). P-Tyr proteiin biciku souvisi se ziskem hyperaktivované
motility, ktera je patebnda pro penetraci kumulu a ZP ¢k (Naz & Rajesh 2004).

2.3.3 Hyperaktivace spermie

Spermie ziska hyperaktivni motilitu diky p-Tyr peoii biciku (Holt & Harrison
2002). Spermie uvolmé ze semenné plazmy plavouiinpé trajektorii a rychleji nez
hyperaktivované. Bik hyperaktivovanych spermii se mrska v hlubokyhlglech, pohyb
je mérg symetricky. Tento pohyb se liSi v tekutinachianou viskozitou a elasticitou a je
nezbytny pro pichod oviduktalnim hlenem a kumularni matrix, vanawajtko a pfibeh
AR (Yanagimachi 1994, Suarez & Ho 2003). Pro iricaudrzeni hyperaktivované
motility jsou nutné extracelularni €aionty pisobici spoléng s axonemou biku na spus-
téni hyperaktivace (Suarez & Ho 2003). Po gtdb kapacitaci se na povrchi&iku sper-
mie odhali receptory, které po aktivaci stimulujpf®tein, ktery pro zgému aktivuje
Cc&* kanaly dovolujici kratkodoby vstup €&donti. Tyto C&*ionty stimuluji AC, a tim se
zahdji syntéza cAMP a kinazova kaskada (Abou-ailallsiani 2009). Zmiany
G-protein jedt aktivuje Na/H" kanaly (antiport)¢imz dochazi ke vastu vnitrobugéné-
ho pH (Yanagimachi 1994). HyperaktivacéZa byt kriticka pro usfch oplozeni, protoze
zvysuje zdatnost spermie atitise od stny vejcovodu, pohybovat se izl spletitou
dutinou vejcovodu, prostupovat hlenovym obsahenmoaiknout ZP vajika (Suarez &
Ho 2003).
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2.3.4 Kapacitace in vitro

Sawi spermie mohou byt kapacitovaninivitro v chemicky definovaném médiu.
Pouzivaji se spermie z ocasadvarlete ¢auda epididymis) nebo ejakulované, které se
vlozi do média dopkného o energeticky bohaté latky, elektrolyty a gkaecholesterolu
(Dow & Bavister 1989).

V kapacit&nim médiu musi byt obsazendgusné koncentrace elektralytzdro-
jo energie, proteiny bovinniho sérum albuminu (BS2&" ionty a NaHCQ. Klicové
sekundarni signalizai molekuly regulujici kapacitaci spermii jsou’Ca HCQ ionty
a CAMP (Abou-haila & Tulsiani 2009). Na mySim magélylo gredvedeno, Ze podminky
napomahajici kapacitaci spermiincauda epididymis podreécuji tyrozinovou fosforylaci
skupiny proteifi o velikosti 40 — 120 kDa.

Sérum albumin, obvykle hézi BSA, je pouzivan k vyvazovani cholesterolu
z PM spermie. Vychytavani cholesterolu je nezbytnégulaci intracelularni signalizace
béhem kapacitace.

Vysledkem pidani HCQ' ionti do média je stimulace pohyblivosti spermie a jeji
hyperaktivace zprostdkované aktivaci AC a p-Tyr proteinu 3 zakotvupi@teinkinazu A
(AKAP3), coz dophuje PKA (Luconiet al. 2004).

2.4 Akrozomalni reakce

Pfi AR dochazi k fuzi PM a OAM (obr. 2.8), coz vedenwolreni akrozomalnich
enzymi rozruSujicich obaly vajka a k vystaveni novych membranovych domén (Brditba
& Spungin 1997). Po AR spermieiie snadno proniknout do w&§a a oplodnit ho. Kli-
nickeé studie identifikovaly skupinu maiZjejichz neplodnost byla spojena s nespravnou
AR (Benoff 1997, Abou-hai-la & Tulsiani 2009).

2.4.1 Indukce akrozomalni reakce

UvaZuje se, Ze signalem zahajujicim AR u my3&fkalika jinych druhi je rozpo-
znani a vazba receptokapacitované spermie s ligandy na ZP (Tulsghal. 1997). Vaz-

ba spermie na v@jko se odehrava ve dvou etapach. Kggljsou kapacitované spermie
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volné a vratre pirimknuty na ZP pomoci PMipkryvajici jejich akrozom, potom dojde
k pevné nevratné vaZbPrvni interakce mezi spermii a W&gm u mysi se dastni speci-
fické cukerné zbytky na ZP proteinu 3 (ZP3), kigad rozpoznavany komplementarnimi
cukr vazebnymi enzymy (glykosidazami, glykosyltf@ngzami) nebo lektinu podobnymi
proteiny na povrchu spermie a indukuji AR poutikpvalentni vazb na proteinovou
kostru (Loeser & Tulsiani 1999). Proteinova kogtR8 glykoproteinu napomaha seskupe-
ni povrchovych receptarspermie (Breitbart & Spungin 1997).

Sekundarni vazebna mista zdji¢ ZP2 glykoprotein na ZP véka. Tato interakce
zprostedkovana cukernymi zbytky spousti signalni draldovei k fuzi PM a OAM
a nasledné AR. Tyto udalosti jsou nejlépe prozkouemamysi, ale u ostatnich dtuhivo-
¢ichi se odehravaji podobriLoeser & Tulsiani 1999).

Hladina C&" ionti ve spermii je fed navazanim na ZP velmi nizka, ale
v extracelularni tekutihje mnohem vyssi. Kontakt gamet épého pohlavi otevira
Cc&* kanaly, coZ vede k trvalémdipyvani C&" ionti a dalsich druhych pastAMP,
inositol tri-fosfatu (IR) a diacylglycerolu (DAG). VZist hladiny druhych poslaktivuje
cAMP-dependentni (PKA), Gaa fosfolipid-dependentni (PLC) kindzy a zahajighdlni
kaskadu, p které se zvySuje vriti pH spermie.

Odpowdi na fiibyvani C&" iontii a zvySovani pH je depolymerizace F-aktinu na
G-aktin, ktery se rozptyluje a tim se dostava PMebk OAM (Spungin et al. 1995).
V odpowdi na tyto znény zane depolymerizace F-aktinu, ktery tvéyzickou bariéru
mezi PM spermie a OAM, na monomerni G-aktin.d&iC&" ionti také aktivuje
fosfolipazu A (PLAy), ktera hydrolyzuje esterové vazby membranovysiolipidi, ¢imz
podporuje fuzi membran a jejich vezikulaci. Formaagki z PM a OAM dovoluje uvol-
néni slozek akrozOmu do mista vazby spermie kilaj{Abou-haila & Tulsiani 2009).
Silny &inek hydrolytickych akrozomalnich enzymskuténéné v mist vazby spermie
k vajicku spolu s mrskavym pohybem hyperaktivované speamieZzni hyperaktivované
spermii vniknout do vajka a oplodnit ho (Abou-haila & Tulsiani 2000, AbbaHa &
Tulsiani 2009).

Aktivace PKA pomoci cAMP, aktivita PLC a depolyneate F-aktinu jsou

esencialni pro spusti AR.
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Obr. 2.8 Model sledu udalosti vedoucich k akrozomalni eiazsy (Abou-haila & Tulsiani 2009).

2.4.2 Molekularni mechanismy akrozomalni reakce

ZP3 glykoprotein se vaze k nejntévéma receptarm na PM spermie (obr. 2.9).
Po vazls dochazi k autofosforylaci receptoru a indukci Tivzace, ktera vede k p-Tyr.
Signalni draha je spojena s G-proteiny aktivujienmbrano¥ vazané enzymy PLC a AC.
Aktivace €chto dvou enzyrin vede ke generaci druhych ppslAMP ¢innosti enzymu AC
a DAG spolu s IR hydrolyzou fosfatidyl-inositdbisfosfatu (PIR) ¢innosti PLC. Nasled-
kem zvySeni hladiny druhych paésiochazi k aktivaci PKA (CAMP dependentni) a pgizd
PKC (C&" a fosfolipid dependentni). PKA otevira ga&pvé ovladany C& kanal v OAM,
ktery vypousti C& zevnit akrozému do cytosolu. Toto je prvni zvySeni higdi#* ion-
tii (Baldi et al. 2000). PKC otevira n&pové ovladany C4& kanal v PM, otevira se i 4P
aktivovany vapnikovy kanal, coZ vede k druhéw@e " iontii v cytosolu (Breitbart &
Naor 1999). Vzist C&* ionti aktivuje PLA generujici jiné druhé posly kyselinu
arachidonovou nebo lyso-fosfatidylcholin z membrgrot fosfolipidi, coZz pomaha fazi
membran a exocytdze akrozoOmu (Breitbart & Spun§@7). Gi i TK receptory mohou

také zapinat N2H" pumpu zgisobujici zasaditost cytosolu.
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Obr. 2.9 Diagram ilustrujici hlavni signalni drahy aktivoMal®Ehem AR (Baldiet al. 2000).

2.4.3 Akrozomalni reakce in vitro

Pro indukci ARin vitro u epididymalnich nebo ejakulovanych spermii sezpa@ji
fyziologické a nefyziologické slagniny.

Mezi fyziologické substance gaty, se kterymi se spermie setkavémin vivo
oplozeni, jako jsou progesteron (hormon produkovaimem ovulace); prostaglandiny,
glyk6zaminoglykany a sterol sulfati{fppmny ve folikularni tekuti& a kumularnich bir
kach). (Yanagimachi 1994). Pro indukci AR Ize pougblubilni ZP, izolovanou z vajgk
a rozpustnou teplem (Son & Meizel 2003):

K nefyziologickym induktoitm pati kalcium ionofor (Cal), neoglykoproteiny,
lektiny a dalf (Tarin & Trounson 1993). Cal indj&kAR otewenim C4" kanati, co?
umozni vtok C4&' iontii. N&které syntetické glykoproteiny — neoglykoproteimsahujici
mandzu jsou kovalentrvazany s BSA, napodobuji ZP a indukuji AR (Loesérulsiani
1999).

Pohyb C4&" iontii z extracelularniho média do nitra spermie je ¢kitikrok, ktery
reguluje vyliti akrozému (De Blas 2002). Wkolika druhi hlodavd jsou spermie,
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inkubované v médiu bez vapniku, neschopné projit@dRud se do média vapnik nedoda.
Kapacitované lidské spermie byly neschopné odgiovefyziologickému Cal do doby, nez
bylo totoc¢inidlo ptidano do média s jiz obsazenym vapnikeiitomnost CAMP niZze
vyvolat Cal -dependentni AR, dokonce kdyzZ je vagriakticky nepitomny v médiu, ale
tento cyklicky nukleotid neni nahradou za®Cianty pi AR indu-kované ZP. cAMP iize
vynechat pozadavek transporti“Cianti jen v gipads chemicky indukované AR
(Abou-haila & Tulsiani 2009). Gadependentni ATP4za spojena s OAM ma funkci pum-
py udrzujici v akrozému hladinu €g@onti ponerng nizkou, dokud je inhibovana
(Tulsianiet al. 1998). Do vstupu CGaionti a sestaveni sloZek signalni transthildrahy
jsou zapojené dalsi €aransportni kanaly jako n&pm ovladané kanaly nebodRanaly
(O'Tooleet al. 2000). V ptibéhu AR dochéazi k ferozdleni C&* mezi OAM a PM

Z anteriorni oblasti do equatorialniho segmente, tkk@mbrany fazuji, coZ vede

k exocytdze akrozomu (Abou-haila & Tulsiani 2009).

2.5 Estrogeny

Jejich ndzev je odvozen z estralniho cyklugma hraji dilezitou roli. Estrogeny
jsou skupinou steroidnich hormigrkteré @lime na kortikosteroidy produkovanérku
nadledvin (glukokortikoidy a mineralokortikoidy)ndrogeny vznikajici ve varlatech,
estrogeny a gestageny syntetizovaie¥ @z ve vaj€nicich. Estrogeny, stejnako ostat-
ni steroidni hormony, jsou produkovany zlazamiisimhsekreci. V pohlavnich zlazach
podporuji oogenezi a spermatogenezi. Sekreci dmireiecisté se dostavaji i do dalSich
mist svého fisobeni, kde koordinuji fyziologické funkcélézité pro sandi reprodukci
(Brown 1999). Jsou to primarni pohlavni hormonyen,zle v mensi i@ se vyskytuji
i v téle mu#i, kde reguluji vyvoj spermii (Hessal. 1997). Jako vSechny steroidy, i estro-
geny bez probléfpronikaji bug¢nou membranou a vdZzou se na estrogenni receptory
(ER) uvnit burek. ER funguiji jako klasické ligandem-aktivovanéshripini faktory,
které reguluji expresi mnoha ge(Gmith 1999). Krord dlouhodobého genomového efek-
tu pasobi estrogenyips rychlou mezibuftnou signalizaci progtdnictvim receptdrspo-
jenych s G-proteiny na povrchu membrany &u¢Prossnitz 2008).

Fyziologie santich gonad je &sti pod kontrolou rovnovahy estrogen

a androge, s proteinem P450arom slouzici jako modulator rgzar & Hess 2010).
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2.5.1 Funkce estrogen

Estrogeny jsou siceffpomné u Zzen i mu¥, ale jejich mnoZstvi je nejvyssi u zen
v reproduknim wku. Jsou dlezité pro vyvoj sekundarnich pohlavnich zihd@knského
téla, jako jsou prsa, a také owuivji periodicky vyvoj @lozni sliznice v pitb¢hu
menstruaniho cyklu a jeho dalSi regulace. g-&stradiol zptné ovliviiuje sekreci
hypofyzarnich hormain— folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a luteintizgho hormonu
(LH). U muZi estrogen reguluje né&plad vyvoj spermii a ma také tlohu ve vyvoji liaid
(Smith 1999). Tento Zensky hormon je spojeny slesjylodnosti u sanic protoze p
zablokovani funkce estrogenniho receptofisiane samec neplodny. Podobné je to i u lidi
(http://www.scienceblog.com/community/older/1992/83701564.html).

MnoZstvi a hladina hormdrse den& meni. Estrogeny jsou sekretovany
v kratkych pulsech, které se liSi hodinu od hoda#/minutu od minuty. Uvabvani hor-
monu se i i mezi dnem a noci. U Zen viipehu menstruéniho cyklu hladina
17-B-estradiolu kolisa od 50 — 400 pg/ml krevni plazonymuzi se pohybuje mezi
5 —100 pg/ml (Ravedt al. 2006). U mySich sanicse hladina estrogenu v séru pohybuje
mezi 5 — 20 pg/ml (Yang 2006).

Estrogeny hraji zasadni roli v neuroendokrinni fagueprodukce. Hormon
17-B-estradiol je nepostradatelny pro norm&ininost neurosekimiho systému atsobi
bud’ prostednictvim dvou podtylpjadernych estrogennich receptoERx a ERB, nebo
piimo na membranové proteiny (Lucaial. 2002). Bhem estru u mysi se hladina
17-B-estradiolu obsazeného v plazpohybuje mezi 18" M aZ 10'°M (Bergmanet al.
1992). 17p-estradiol pi fyziologické koncentraci (I8 M — 10'°M) zvySuje C4" aktivo-
vané K proudy gres EM (Nishimuraet al. 2008).

17-estradiol indukuje rychly vast koncentrace Gauvnitt bursk. Tento efekt
je zprostedkovan membranovym receptorem a je zavislyiftamnosti C&" mimo bui-
ky, proto neni pozorovatelny v médiu beZQanti. 178-estradiol stimuluje tyrozinovou
fosforylaci rekolika proteiri spermie zahrnujici futki estrogen receptorovy protein
(29 kDa) (Luconkt al. 1999).
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2.5.2 Vyskyt estrogen U

Tti hlavni druhy estrogenjsou 17p-estradiol, estriol a estron (obr. 2.10). Syntéza
estrogen se liSi podle pohlavi aku. Estrogeny jsou prim&rsyntetizovany v rostoucich
folikulech ve vajénicich, ve Zlutémetisku a v placert LH stimuluje produkci estrogenu
ve vaje&nicich. Nekteré estrogeny jsou také produkovany v menSictestaich jinymi
tkdrémi, jako jsou jatra, nadledviny a prsni Zlazy. Tgakundarni zdroje estrogejsou
dulezité hlav u Zen po menopauze (Smith 1999).

Od prvni menstruace do menopauzy je primarnim gstrem 17B-estradiol, kte-
ry je produkovan hlavhv zarodénych buikach vajénika. Jeho hladina kolisa vidschu
menstruéniho cyklu a vziista ged ovulaci.

V pribéhu menopauzyigvazuje syntéza estroniepazri v tukovych buikach.
Estriol je hlavnim estrogenem ghbtenstvi a vznika v placeénaromatizaci androgén
plodu (Smith 1999).

U mu#i jsou estrogeny syntetizovany ve varlatech, v ndatech, ve spermatu
stejre jako v mozku (Hesst al. 2001), vice viz Kapitola 2.6.

Nadledviny a tukové hiky jsou také schopny syntetizovat estrogeny, cozem

byt divod, pra& podvaha nebo naopak nadvaha jsou rizikové falgoryneplodnost.

OH OH
*C=CH
H HO
17$-Estradiol 17a-Ethynylestradiol
OH
o]
=CH
H
H
Estron Estriol

Obr. 2.10 Chemické vzorce estrogeSmith 1999).
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2.5.3 Struktura estrogen G

Steroidni hormony, kam estrogeny nalezi, se skliadajklopentanoperhydro-
fenantrenové struktury. Od ostatnich skupin stérgako jsou progestiny a androgeny, se
estrogeny odliSuji 18-uhlikatymi atomy uggdanymi da:tyi kruhi. Tuto strukturu nazy-
vame estranoveé jadro. Pro jejich spravnou hormariivitu je dilezité umisini hydro-
xylové skupiny na uhlikdislo 3 (C3) a fitomnost hydroxylové nebo ketonové skupiny na
pozici C17.

17f-estradiol obsahuje 3-hydroxylovou a f-Fyydroxylovou skupinu. Estrony
maji ketonovou skupinu na C17 pozici namisto hygia»eé u 17p-estradiolu. Estrioly se
od 17g-estradiolu liSi idanim 16e-hydroxylové skupiny.

Jejich biologicka aktivita se odviji od jejich sgmwsti vazby k ER a jeho aktiva-

ci. Nejwtsi afinitu ma ER k 1B-estradiolu, niZsi pak k estronu a estriolu (Srhi@89).

2.5.4 Biosyntéza estrogen

Estrogeny, stefhjako ostatni steroidy, jsou odvozené z choleste®iosyntéza
(obr. 2.11) vyZadujeiftomnost ki bilkovin obsahujicich ve své molekule hemovoupéku
nu, a to enzymovy komplex cytochrom P450 (cytP4b60% rozdilné dehydrogenazy.
U Zen syntéza z@na v bunkach théky ve vajmicich.

Prvnim krokem je odstr&ni postrannihdetézce cholesterolu pomoci enzymu
z cytP450¢imz vzniké pregnenolon (C21). Naslédse uplatuje 17e-hydroxylaza
cytP450, kteraievadi steroidy C21 na strukturu C19B-Bydroxysteroid dehydrogenaza
poté oxiduje hydroxylovou skupinu na ketonovou skuma C3 pozici¢imz vznika C19
estrogenni prekursor androstenedion, ktery prodiezilni membranou do okolnich bu-
nék granuldzy. V biikach granuldzy se upfatje dalSi enzym — cytochrom P450
aromataza (P450arom), ktera katalyzuje aromat&&ruhu a dava vznik estronu. Estron
i androstenedion jsou substraty pro enzym $-hgdroxysteroid dehydrogenazu, ktera
zvratre méni estron na 1B-estradiol a androstenedion na testosteror-égtradiol nize
vznikat i z testosteronu z&asti aromatazy.

Estriol se tvei ve WtSim mnozstvi v gibéhu €hotenstvi v bitkach placenty
z 16-u-hydroxydehydroisoandrosteron sulfatu, ktery jedpkavan aktivitou jater
a nadledvinek plodu (Smith 1999).
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Aromataza byla kroghbunék reprodukni soustavy, také nalezen dalSich tka-
nich a biikdch zahrnujicich tukoveé blkly a pokozkové fibroblasty, kosterni svalstva-
sové folikuly, kostni tk&, syncytiotrophoblast agkolik mist v mozku (Nelsor& Bulun
2001).
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Obr. 2.11 Schéma biosyntézy steroidnich horrion
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Steroidogeisepny).

2.5.5 Transportni proteiny estrogen @ a metabolismus

Estrogeny jsou sekretovany do krevnihéhah kdecirkuluji ve vazané a neva-
né forme. V krevni plaznd se ve volné fornd vyskytuji pouze 2B % 17-8-estradiolu, ktery

je schopen vstoupit do cilovéiiky a projevit své biologickédinky. Zbylé mnoZzstvi je
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vazano na albumin (60 %) nebo na globulin vazaptilavni hormony (SHBG) (38 %)

a v takovémto stavu je inaktivni (Smith 1999). Bstse také majorithvaze na albumin.
Pt estrogennim transportu ma vazba estragemalbuminy nizsi afinitu nez vysoko-
afinitni vazba na SHBG. Podle afinity k vazebnyratpmim plazmy a jejich koncentraci
se nméni jejich metabolicky obrat. Syntéza SHBG probihjatiech a je ovlisiovana
pohlavnimi steroidy. Estrogeny syntézu SHBG zvy$wgbpak androgeny a gestageny ji
snizuji, proto nachazime vy3si koncentraci SHB@mrieZ u mut Zeny s nizkou
koncentraci SHBG (napzeny obézni) maji snizenou vazebnou kapacitegtrogeny

a az kkolikanasobg zvySenou koncentraci valrtirkulujicich estrogein

2.5.6 Terapeutické estrogeny a syntetické estrogeny

Uméle vytvorené estrogeny aipodni estrogeny ziskané z jinych sayoaf.
biezich klisen) se pouZzivaji hlavme farmaceutickém pmyslu. Jsou saiasti \¥tSiny
antikoncepnich pilulek (zhruba 40 %eskych Zen pravidetruziva hormonalni antikon-
cepci) a vyskytuji se vifpravcich hormonalni substéoi &by (HRT) pro Zeny po
menopauze. Estrogeny zdji§i prevenci ztrat kostni hmoty nasledkem menopaweho
odreti vajecniku. Rirozere se vyskytujici estrogeny podporujst karcinomu prsu u Zen,
ve vysokych davkach vSak paradeéxist tohoto nadoru blokuji. ive se proto vysoke
davky estrogeinuzivaly v I&b¢ karcinomu prsu, dnes je tat@hé& nahrazena nggimi
zpasoby hormonalni by. U muzi estrogeny sniZuji tvorbu muzskych pohlavnich hearmo
nu ve varlatech. Také se podavaji transsexuaktei se chgji stat Zzenou.

Prirodni 178-estradiol ma velmi slabou aktivit@ipralnim podani, proto se
chemicky upravuje pro zvySeni své aktivity. DvacasfjSi syntetické estrogeny jsou
estradiol 17-benzoat a Fethynylestradiol (Smith 1999).

Aktivni forma estradiol valeratu, syntetického fi-éstradiolu je chemicky a bio-
logicky identicka s endogennim lidskym f+estradiolem. Nahrazuje ztratu produkce
estrogenu u Zzen v menopauze a aojg menopauzalni symptomy. Estradiol valerat uplat-
nuje své dinky prostednictvim interakce se specifickymi cytoplazmatitkyeceptory

v estrogen senzitivnich tkani.
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2.5.7 Estrogenni receptory

Estrogeny jsou lipofilni slateniny, tudiz mohou prochazet difazep PM a vazat
se k vysokoafinitnim receptorovym proté&m. Estrogenni receptory (ERs) fiato rodiny
jadernych receptér ktera zahrnuje receptory pro ostatni steroidggminy a thyroidni
hormony (Smith 1999). ERs jsou ligandem ovladaaegkrigni faktory, které vazou
estrogeny s vysokou afinitou a pozitéreguluji expresi cilovych gérv jadre. VEtSina
receptod je lokalizovana do jaderného kompartmentu, al¢aré mohou astat
v cytoplazné a mohou byt translokovany do PM. Jaderné estrdgprogesteronové
a androgenni receptory byly nalezeny v PNMizngch tym burngk (Levin 2008, Pedrara
al. 2007).

ER vaze 1B-estradiol fenolickodasti, vazebné misto receptoru je vSak dvakrat
vétSi nez hydrofobndast 17p-estradiolu (Brzozowslkét al. 1997) a tato velka hydrofobni
prohlubes umo#iuje alkylfenotim a bisfenolu A (BPA) vazbu na receptor a vyvolded
spravnych hormonalnich sigigKresinovéet al. 2009).

Estrogeny se mohouwdstnit i negenomického rychlého chemickébenosu
v cytoplazng, kdyz se navazou na membranovy receptorovy proi@ipovrchu butk.

Oba typy ERs vyvolavaji genomické a negenomickktef@dquila et al. 2004).

Krome klasickych ERs existuje i membranovy receptomkse nazyva GPR30
a pati do rodiny receptdrspojenych s G-proteiny (GPR) (Revankgal. 2005, Prossnitz
et al. 2008). Po vazbestrogenu na receptor se, v zavislosti na @miistceptoru, spousti
odliSné signalni drahy. Tyto drahy mohou uvést dioybu produkci oxidu dusnatého
(NO), zaplavit biitku vapnikem nebo iniciovat uvaini hormonu. Molekularni odpéw
trva vteiny aZz minuty, coZ se dramaticky liSi od odpdivgenovou expresi trvajici hodiny

az dny.

Estrogenni receptorya ap (ERa a ERp)

Existuji dva typy ERs a to ERa ER3 (Gustafsson 1999), které maji shodnou
selektivitu k ligandm, ale reakce na tyto estrogenni gkniny mohou bytiznorodée
(Kuiperet al. 1997). Oba se skladaji z 6 strukturnich a fimiéh domén. Obsahujgkolik
trans-aktivéanich domén, jejich DNA vazebné domény jsou ideizlo6 %, ligand va-

zebné domeény jsou homologni z 55 % (Smith 1998)ratdilné ve zkraceni N-koncove
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casti u ER proteinu, ktery ma molekulovou hmotnost jen 45 kidarozdil od ER
(66 kDa) (Brown 1999). DNA vazebna doména je bohatéystein a je formovana do
motivu dvou ,zinkovych prst', jejichZz struktura je stabilizovana &wa ionty zinku.
Po homodimerizaci ER se touto doménou ER navazaugstrogenni responzivni elementy
(ERE), coz je sekvence DNA, ktera kontroluje traipsi estrogen responzivnich gen
(Korach 2000).

OdliSuji se svou distribuci v tkanich, transkrpmi aktivitami a fenotypem
v knock-out modelech (Korach 2000). & exprimovan v &loze, ve vajénicich,
ve varlatech, v nadvarlatech (principal cells & jippy burk), v hypofyze, v ledvinach
a v nadledvinach. Lokalizace ER nadvarlatech se wanych druli lisi, ale v epitelu
semenotvornych kanélke jeho gitomnost konstantni. Druha izoforma - [EfR
exprimovan v prostat ve varlatech — té#éh ve vSech bustnych typech intersticia a seme-
notvornych kanalk varlete, kromi prodluzujicich se spermatid, v nadvarlatech (hdavn
Vv téle a ocasu)vas deferens, ve vyvodnych kanalcich, whkbze, v m@ovém nEchyri,
v plicich a v mozku (Kuiper 1997, Brown 1999, H2863). Rozdilné ligandy majiiznou
afinitu ko ap izoformam ER. Estron s&qdnosti vaze k ER, zatimco estriol k ER

17$-estradiol se vaze st&julolre k olgma izoformam receptor

2.5.8 Mechanismus U €inku estrogen G

Estrogeny se z krevnitiecisté stejré jako ostatni lipofilni molekuly dostévaji
do cilovych bugk difazi pres bugéné membrany nebo se vazou na membranové receptory
na povrchu bugk. Hormon se vaze na receptor (obr. 2.12) a Wtvormon-receptor
komplex, ktery v jate dimerizuje a vaZze se na specifické sekvence DRE ESmith
1999). Zde ovliviuje genovou expresi v zavislosti na interakci koitori ¢i korepresoi
s RNA polymerazou Il transkrigmiho inicianiho faktoru. Koaktivatory a korepresory maji
histonacetylazovoti deacetylazovou aktivitu, tudiz podporgijipotlacuji remodelaci
chromatinu ovliviujici transkripci (Brown 1999). Ve vysledku estragektivuji ¢i potla-
¢uji syntézu novych proteinvedouci ke zrng rastu, funkce nebo diferenciace cilové
bunky.
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Hormone Docking
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Obr. 2.12 Model pisobeni estrogéimpies ER uvnit buiky — odpoed” genovou expresi
(http://e.hormone.tulane.edu/learning/docking-réaepinding.html).

2.5.9 Role receptor i GPR30 v rychlé signaliza ¢€ni draze

DalSi mozné fisobeni estrogdinse krond klasickych estrogennich receptdRo
a ER3, odehrava fes receptoryustovych faktoit a GPR. GPR30 jsou receptory spojené
s heterotrimerickymi G-proteiny se 7 transmembrdnavdomeénami (obr. 2.13), jejich
N-konec smiiuje ven z biikky a C-konec je lokalizovan do cytoplazmy (Prosseital.
2007). GPR30 po vazlestrogenu zahajuje signalni kaskadu zahrnujicdrgendruhych
poski C&*, cAMP, and NO, stefhjako aktivaci receptorovych tyrozin kinaz (Paul
Micevychet al. 2009). GPR30jsobi nezavisle na estrogennich receptorecl @RR)
a prendsi signalyies EGF receptory (Filardo & Thomas 2005). Mohowgpedkovavat
i klasickou transkripni (genomickou) signalizaci. Na rozdil od dlouhoé@gnomové
odpowdi, je signalizéni draha pomoci GPR30 velmi rychla (Revandtaa. 2005).
Biochemické zminy béhem kapacitace indukované estrogeny nastavajieyaikly
negenomické akci ERs, protoZe spermie jsou povagoza transkripné inaktivni (Aquila
et al. 2004). GPR30 signalizace je doprovazena mobilizagniku, proto se signalizace
pies tento typ receptoru zda byt dobrym kandidategnogsnni drahy na spermii.

Na GPR30 se také mohou vazat environmentalni estyog mohou aktivovat al-
ternativni estrogenni signaliad drahu v biikach, kterym byly odstramy ER (Thomas &
Dong 2006).
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Fast Signaling

Obr. 2.13 Model pisobeni estrogénpies GPR30 — rychla signaligd draha
(http://e.hormone.tulane.edu/learning/docking-réaepinding.html).

2.6 Role estrogenu v samci reprodukci

Estrogen je povazovan za sahpohlavni hormon, zatimco testosteron za&am
hormon, avSak oba hormony jsaotitpmny u obou pohlavi (Hess 2003). Rozdil mezi po-
hlavimi neni kvalitativni, ale vznika vidledku kvantitativni odliSnosti v koncentraci hor-
moni a izné expresi receptibisteroidnich horman U mui#i je estrogen iitomen
v nizSich koncentracich v krvi, ale jeho koncerdgraize byt mim@adre vysoka v semeni
a mize dosahovat 250 pg/ml v tekutinaeke testis. Estrogeny hraji vyznamnou roliip
rastu a udrzovani kostni hmoty, st¢jako @i vyvoji zarode€nych burtk a @i pochodech
spermatogeneze, jsouldzité i pro spravnou motilitu a Zivotaschopnogsrspi a jejich
penetraci do oocytu. Estrogeny také regulujfelsivani luminalni tekutiny eaput
nadvarlete (Hesat al. 1997). 17B-estradiol je schopen ovlivnit kapacitaci a ARdskych
ejakulovanych spermii. (Aquilet al. 2004).

Sertoliho, Leydigovy, zarodeé buiky a spermie jsottyii rozdilné typy busk
v muzském reprodukim systému, které obsahuji aromatazu a tudiZzuasisloopny
syntetizovat estrogeny (Hess 2000). Estrogen jdykavan v porérné velkém mnozstvi
ve varlatech stefnjako v mozku, ale ve spermatu ¢kterych druli ho mizeme nalézt
v extremr vysokych koncentracichjgstoze primarnim muzskym steroidem je
testosteron. Tato vysoka koncentrace estrogenkwnine rete testis u hlodavé je prava-
podobrE zpisobena fenenou testosteronu na PBrestradiol pomoci aromatazy
v zarodénych buikach varlat a f praichodu spermii reproddkim traktem (Hesst al.
2001).
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Estrogeny maji esencialni roli v séimeprodukci, protoZe negativn¢igky ma
jak prebytek estrogan tak nedostatek estrogerktery zpisobuje abnormalni spermatoge-
nezi a sari neplodnost. U sanige obsah estrogérv periferni krvi typicky nizky a po-
hybuje se od 2 — 180 pg/ml v zavislosti nacgavdruhu (Hess 2003). Koncentrace estro-
geni je vysSi v cévach varlat, stéjtak i v reprodu&nim traktu. Hoji se vyskytuji
v tekutireg rete testis nebo v semeni, kde je jejich koncentrace v rozrndzi4 do
900 pg/ml. Souzat al. (2009) podavali 10 dni 1ff-estradiol mySim sanim v davce
100pg/kg Elesné vahy, coz vedlo k poruSe spermateliozy. TEwbyl doprovazen potla-
¢enim hormofi FSH a testosteronu a naopak doprovodnym jevemdgbt
17-B-estradiolu ve varlatech. 1¥estradiol inhibuje formaci tubulobulbarniho komple
ktery je vyznamny § vyvoji spermii ze spermatid v procesu spermatsglidnhibice tvor-
by tubulobulbarniho komplexuime byt jednim z mechanisimkterym environmentalni

estrogeny ovlixiuji san€i neplodnost.

2.6.1 Estrogenni receptory u muz U

V santich reproduknich tkanich, jako jsou varlata, vyvodné kanélkyadvarla-
ta, jsou u ¥tSiny ZivatiSnych druli piitomny estrogenni receptory (Hestsl. 1997). ER
jsou zapojeny ve steroidogennich proceseclf, &Ruplaiuji v gametogenezi (Delbes
al. 2006).

ERa se u mu#t nevyskytuje ve varlatech, ale je primé&takalizovan v epitelu
vyvodnych kanall, kde je jeho exprese nejvyssi (Hess 2003). Reigediej expresi protei-
nt zapojenych ve viatbavani tekutin. Vyvodné kanalky jsou zodgdivé za veebavani az
90 % luminalni tekutinyete testis (Hess 2000). # zablokovani funkce estrogenniho
receptoru #istane samec neplodny (Hessl. 2001).

ERB jsou gitomny v Leydigovych bikach varlete, v prodluzujicich se spermati-
dach a v epitelu vyvodnych kanéll prednicasti nadvarlat. Samotny BRieni schopen
kompenzovat ngtomnost ER v sangim reproduknim traktu (Rosenfeldt al. 1998).

Rozdilné umisini izoforem ER v lidskych spermiich odhaluje odéi&rohy
téchto ER ve fyziologii spermii a v procesu oploze$olakidiet al. 2005).

V lidskych ejakulovanych spermiich se &eBasto nachazi veistdnicasti
s mitochondriemi a ERje lokalizovan zejména v &ku. V proximalni oblasti giku se
vyskyt ERy a ERB prekryva (Aquilaet al. 2004).
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2.6.2 Estrogeny u mysi

MysSi zarodéné buiky ve varlatech obsahuji enzym P450arom, ktéeagnuje
androgeny na estrogeny. Tento ndlez n&zjeaze tyto biiky jsou schopné produkovat
estrogen. DalSi studie ukazaly, Zze P450arontiferpna v zarodaych buikach varlat
i u jinych druhi Zivogicha (Januliset al. 1996).

P450arom byla nalezena ve vyvodnych kanalcich advarlatech nejvice
v prednic¢asticaput (hlaw) a jeji gitomnost klesala fichodem spermie doorpus (téla),
nejmeért znatelné mnozstvi byloecauda (ocasu)epididymis. Syntéza estrogérv téchto
oblastech je @lezita pro maturaci spermii.

ERo je pritomen v Leydigovych a peritubularnichitach, ve vyvodnych kanal-
cich a ve specifickych bédnych typech \caput acauda epididymis. ERB v epitelialnich
a stromalnich htkach varlete, v zarodaeych bukach (ve vSech stadiich spermatogeneze,
krom¢ spermatocyt v meiotickém dleni) i spermiich a v epitelu chamovodu (Zhebal.
2002, Selvat al. 2004). Selvat al. (2004) gedvedli zvySenou expresi proteinu profER
v primarnich spermatocytech vipehu spermatogeneze, ale jeho Uloha néssgmp zna-
ma. Vysledky ukazuji, Zze BHRmaze hrat roli v regulaci ibéhu prvniho meiotickéhosd
leni.

17-B-estradiol stimuluje kapacitaci a AR ptigani k nekapacitovanym spermiim
v porovnani s neovlivimymi spermiemi (Adeoya-Osiguvehal. 2003). Nedavna studie
invivo (Spearowet al. 1999) ukazala vyznamny geneticky rozdil v citlitrdsestrogefim
mezi iznymi druhy mysSi. U vysoce senzitivniho kmene nky8strogefim se varlata
samd@ zmenSila a mnoZstvi spermii v semenotvornych kactaldramaticky pokleslo.

Na rozdil od vice rezistentniho kmene, kdediénedoslo ke z#né ve spermatogenezi ani
ve velikosti varlat. Tento pofmé znany rozsah v citlivosti ma velky vyznaniiurceni
bezpeénostnich hranic pro muze.

Estrogeny reguluji vigbavani lumindélni tekutiny eaput nadvarlete. NaruSeni té-
to nezbytné funkce #gobi, Zze spermaiphazi do nadvarlete spiSeraedné nez
koncentrované€, coz ma za nasledek neplodnost. hartéto skut@nosti mize mit gimy

efekt environmentéalnich estrogennich disrup{étesset al. 1997).
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2.6.3 Knockout modely mysSi

Vyiazenim genu pro ER tzv. knockoutem (ERKO) u mySahd se dozvidame
o funkci a dilezitosti €chto receptar v reprodukci. ERKO samci jsou normalni na
anatomické urovni, ale jsou neplodni, coz ukazagneialni roli ER v regulaci sain
reprodukce. Dochazi naruSeni spermatogeneze roinugpitelu semenotvornych kanal-
ki a ve vysledku ke snizeni¢ia spermii a defekin v jejich funkci (Eddyet al. 1996).

NaruSeni ER, pomoci knockoutusERKO) nebo podanirtistého antiestrogenu,
vede k néedéni spermatu zauda epididymis, poskozeni morfologie spermii, patmi
transportu sodiku a naslednémuebkavani vody, zvySeni sekrece, €CbZ v konéném
dusledku vede ke sniZeni plodnosti. Krotéto primérni regulace luminalni tekutiny
a iontového transportu, jsou estrogeny odgpoe za udrzeni rozdilné epitelové
morfologie, proto mzemetici, Ze ERx je nezbytg nutny pro plodnost u sam¢Hess
2003).

DalSi mozné modely knockout mysi jsou propfRERKO) a pro oba ER
(eERKO) dvojity knockout mysi, které poskytuji cennérmace o zpisobu uplatani
obou izoforem ER.

Jiné poznatky se dozvidame z aromatazového knackoysi (ArkO), kdy vzni-
kaji jedinci neschopni syntézy endogennich estrindériéchto jediné nachazime vysoké
hladiny testosteronu, LH a FSH. U spermii je sraZamotaschopnost, mnozstvi a zhorSe-
na motilita spermii.

U uvedenych modélnalézame gFejni poruchy, které zahrnuji naruseni
morfologie varlat, zastaveni spermatogeneze vaeustadné spermiogeneze, pokles
koncentrace spermii, sniZeni jejich motility a quimsti oplodnit vajiko, zavazné rozta-
Zeni vyvodnych kanatka vyznamné fetvareni normalniho hormonalniho profilu, jez

ve vysledku ovliviuji santi neplodnost (Jones & Simpson 2000).

2.7 Vyluéované estrogeny

Jakost povrchovych a podzemnich vod je ohroZzovamahanchemikaliemi, které
glovék vyrabi.Rada studii fitomnosti farmak a lidskych hormdw Zivotnim prostedi
byla provadna kthem 70. — 80. let (Kesinovéet al. 2009, Aherne & Briggs 1989), avSak

tehdy detegovana stopova mnozstvi vzbuzovala n@daarnost, az do doby zj&ti spoji-
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tosti mezi syntetickou antikoncepci t7ethynylestradiolem a vlivem na rybyi@sinova

et al. 2009, Snyder & Mulder 2001). NebezZptakovych latek spfiva v tom, Ze se

ve vodach vyskytuji v nesmigmmalém mnozstviiadow v jednotkach az desitkach nano-
gram v litru vody. Res tato mala mnoZzstvi mohou mit flouhodobém vyskytu negativ-
ni vliv na zZivotni prosedi, na organismy a v kotreém disledku nalovéka. Estrogenni
latky se dostavaji d@la v pitné vod nebo z potravy a interferujicgnnosti endogennich
hormoni, coz mize mit negativni efekt na vyvoj a reprodukci€iinovéet al. 2009,
Quinnet al. 2004, Van den Be#t al. 2003). Konkrétni Udaje a poznatky o takovéaie@
beni natloveéka vSak dosud chybi @€sinovaet al. 2009).

Béhem poslednich let jeimovana zrnéna pozornostifirodnim (estron,
17-B-estradiol a estriol) a syntetickym sterimal (17-a-ethynylestradiol), tyto hormony
stavajici technologi&sténi odpadnich vod neodstrani. Estrogeny se poujalkajigisady
do kosmetickych vyrohk ve farmaceutickém pmyslu (Iéky, antikonceni
a menopauzni pilulky, atd.), kdy se po vyeni z tla dostavaji do odpadnich vod. Velké
mnoZstvi estrogense dostava do vodnich fokz mati pasoucich se hospagéych zvi-
fat. DalSim moznym zdrojem estrogamohou byt pohlavni steroidni hormony, kterymi je
krmena diibez a dobytek, aby rychlejtipyvali na vaze. V &kterych zemich, kde neni
uzivani potravinovych aditiv giv & regulovano zdkony, mohou v potravinadéistat vel-
mi vyznamna mnozstvi estroge(Andersson & Skakkebaek 1999).

Bylo prokazano, ze tytorfyodni i syntetické estrogenni hormony maji vliv
na zneény pohlavi ryb. Hormony se sice neéitelné naredi vii¢ni vodt, ale na rybi samce
maji nezadoucidinky i pii extrémré nizkych koncentracich. Viidledku probuzeni sami-
¢ich hormori zainaji samci tvéit jikry, nasleduje neschopnost oplozeni samicechdzi
k vymirani rybi populace. Ryby nejsou zdaleka jgainZivocichy, ktei jsou k latkam

s hormonalnimi &inky vnimavi, se stejnym problémem se setkavamealua mla.

2.7.1 Hormony ve vod &

Prirodni estrogenni hormony estron, -éstradiol, estriol i synteticky
17-u-ethynylestradiol jsou vyltovany lidmi do Zivotniho prostdi a jsou pitkaznymi
endokrinnimi disruptory uz vifiomnosti ng/l (Khanaét al. 2006). Odhaduje se, Ze pro-
dukce estrogenzenskou populaci v Praze je 2,1 g/dertéB&002). Krora lidskych
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hormoni se do vod dostavaji i hormony #ati a latky, které maji podobné chemické vlast-
nosti jako hormony.
Hormony & uz girozené, nebo uthé se dostavaji z lidskéhda do kanaliz&
nich siti a z nich se rwnostmi dostavaji do podzemnich a ggiziddo povrchovych vod.
V¢étSina hormon a jim podobnych latek odtéka disticek, kde se velkéast zachytava
v gistirenskych kalectCast hormon presto ot unikéa do vodnich tak Cistirenské kaly
secasto fiznym zmisobem vyuzivaji, ndfklad v zengdélstvi. Vi se, Ze se estrogeny vazi
na jilovitécastice a na svrchni, organickou vrstvia p
Syntetické estrogeny, uzivané jako oralni antikpoegjsou vdle
metabolizovany na jejich konjugaty s kyselinou gitdnovou a vyloteny mai. Tyto
konjugaty jsou naslednpii zpracovani splaskové vody aktivovanym kalem,
hydrolyzovany glukuronidazou, produkovanou mikraorigmy (nap Escherichia coli),
zpet na formy syntetickych estrogém kyselinu glukuronovou (tesinovaet al. 2009,
Tyler et al. 1998), jiné typy metabolizovanych estroggsou vice odolné k modifikacim
a Zistavaji beze zgmy nebo jsou upraveny jinym agobem (Gomest al. 2009).
17-a-ethynylestradiol je aktivni sloZzka antikon¢afch pilulek, estrogen, ktery se
vyskytuje ve vodnich tocichiédech ng/l i po f&cisténi odpadnich tak v ¢istickach od-
padnich vod. \fekach tento estrogenigmbuje feminizaci vodnich organidntPauwelst
al. 2008)
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Amonium persulfate (A3678, Sigma)

BSA — albumine bovine serura96%, A-2153, Sigma)

Calcium ionofore A23187 (C7522, Sigma)

Dulbecco’s phosphate buffered saline modified, avittCaC} and MgC} (D5652, Sigma)
Estriol (E1253, Sigma)

Estron (E9750, Sigma)

Etanol (02862, Penta)

17-u-ethynylestradiol (E4876, Sigma)

17$-estradiol (E7879, Sigma)

Formaldehyd (47629, Penta)

Glycin (G8898, Sigma)

Hoechst — bis-benzimidazol (H33258, Sigma)

M2 medium (with HEPES, without Penicillin & Streptgcin) (M7167, Sigma)
Metanol (65543, Penta)

Paraffindl (8904.1, Roth)

PBS - fyziologicky roztok, fosfatovy pufr (phospédiuffered saline)
Precision Plus Protein All Blue Standard — (BioRad)

SuperSignal West Dura Extended Duration SubstBt@75, Thermo Scientific)
TBS - fyziologicky roztok neobsahuijici fosfaty gtbhuffered saline)

TEMED — N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin (TZ4-25ML, Sigma)
Triton X-100 (T-9284, Sigma)

Vectashield mounting medium for fluorescence (H@,00ector)
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3.1.2 Roztoky

PBS (10x koncentrovany)

1 | destilované KD

80 g NaCl

2 g KCl

28,65 g NaHPO, (pro 12 HO)
2 g KHPO,

Sterilni PBS

100 ml tk&@oveé kultury

0,96 g Dulbecco’s phosphate buffered saline mat{fidsahujici NaCl 8 g/l, KCI 0,2 gll,
NagHPO; (pro 7 H0) 1,15 g/l, KHPO,0,2 g/l)

3,7 % formaldehyd
36 — 38% formaldehytedn v PBS, pH upraveno na hodnotu 7,36

15 mmol NH,CI
0,4 g NHCI rozpusgno v 500 ml PBS

0,1 % Triton
500 pliecéno v 500 ml PBS

TBS (10x koncentrovany)
100 ml destilované O

8 g NaCl

1,2 g TRIS

1% BSA
0,1 g rozpusgino v 10 ml PBS
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ELFO elektrodovy pufr
3 g Tris

14,4 g glycinu
1gSDS

1 | destilované kD

ELFO roztoky
Roztok A — 30 g akrylamidu

0,8 g BIS

do 100 ml destilované j@
Roztok B— 10 g SDS

do 100 ml destilované @
Roztok C—- 22,75 g Tris

do 250 ml destilované @

pH upraveno pomoci HCI na hodnotu 8,8
Roztok D— 3 g Tris

do 100 ml destilované @

pH upraveno pomoci HCI na hodnotu 6,8
Roztok G — 10% persiran amonny (0,1 g/1 ml)

PBS — Tween 0,05%
11PBS
500 pl Tween

Prenosovy pufr - pufr pro pienos proteini po SDS-PAGE na membranu
3 g Tris

14,4 g glycinu

200 ml metanolu

do 1 | destilované O

Redukujici vzorkovy pufr
2,4 ml roztoku D
2 ml roztoku B (tj. 3,3% SDS)
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1 ml glycerolu
0,5 ml destilované D
72 mg DTT — dithiotreitol

1 mg bromfenolové mad

10% separani gel

5 ml roztoku A

7,5 ml roztoku C

2,5 ml destilované O

150 ul roztoku B

7 ul TEMED

persiran amonny 150 pl roztoku G
5% zaostovaci gel

1 ml roztoku A

3 ml roztoku D

2 ml destilované kD

100 pl roztoku B

5 ul TEMED

persiran amonny 90 pl roztoku G

3.1.3 Pristroje

Analytické vahy WPS 360/C/2 (Radwag)

Autoklav OT 12 (Nlve)

Binolupa Stemi 2000 (Zeiss)

Centrifuga MiniSpin® Plus (Eppendorf)

Centrifuga Micro 200 (Hettich Zentrifugen)

ELFO sestava — Mini vertical gel electrophoresig 8& 260 (Hoeffer Scientific)
ELFO sestava na nalévani el Dual gel caster SE 245 (Hoeffer Scientific)
Fluorescetini mikroskop BX 40 (Olympus)

Flow box EN 12469 (Biohazard CleanAir)
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Inkubator EN 025 (Nive)

Konfokalni mikroskop DM IRE2 (Leica)

Magneticka mich&a RCT Basic (IKA Werke)

pH metr — Microprocessor pH Meter PHB-212 (Omega)
Semi-dry blotter TE77XP (Hoeffer Scientific)

Swtelny mikroskop ZP 9491 (Zeiss)

Trepaka Bio Shaker 3D (Biosan)

Trepaka Titertrek Flow laboratories 11212/7

Optimax X-Ray Film Processor (Fomei)

Zdroj — Power Pac Basic 014BR (BioRad)

Zdroj studeného s$tla Highlight 2100 Europe (Olympus)

3.1.4 DalSi pouzity material

Cell culture dish 35 mm x 10 mm (430165, Corning)

Filtracni papir

Nitrocelul6zova membrana — Trans-blot-transfer med(0,2 um) (BR 162-0150,
BioRad)

Rentgenovy film — Medix medici X-ray film XBU (Fora

Zkumavky (Eppendorf)

3.1.5 Protilatky a fluorescen €né znaéené proby

A0168 anti mouse skonjugovanou peroxidazdgadni 1:80 000

Goat anti mouse IgG Alexa Fluor 488 (A11001, Molecrobes) ¥edini 1:1000
Lectin PNA conjugates Alexa Fluor 568 (L-32458, Klillar Probes)

Monoclonal anti-phosphotyrosine P-Tyr-01 mouse IGl-263-C025, Exbio) fedni
1:500

3.1.6 Zivo €isny material pro odb &r spermii

Laboratorni mys inbredni BALB/c, SPF kmen (Anlalelaz, chovy HFUK)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava jednotlivych koncentraci estrogen

Estrogeny bylyediny etanolem dodti riznych koncentraci, a to 0,02; 0,2; 2; 20
a 200 pg/l. Nejnizsi dvkoncentrace estrogenu 0,02 pg/l a 0,2 pg/l jsaeiofygické
koncentrace v plazémysi, nasledujici dvkoncentrace 2 pg/l a 20 pg/l jsou fyziologické
v mis€ ovulace u mysi a posledni nejvyssi 200 ug/l jezapduze 10-ti nasobek
fyziologické. Molarni koncentrace jsou po vypoa zaokrouhleni nasledujici 0,1 nM,
1 nM, 10 nM, 100 nM a M.

3.2.2 Kapacitace spermii in vitro

Ve sterilnim flow boxu se dofislusného p&tu piipravenych Petriho misek
(35%10 mm) napipetovalo fertilizai M2 médium (s obsahem 0,4% BSA). Do dvou misek
tvoricich zdsobu se davalo 200gidtého M2 média a do misek s kontrolnimi vzorky
100 plcistého M2 média. V miskach ovlignych estrogenem bylo 100 pl M2 média smi-
chano s ufitym estrogenem (o vysledné koncentraci estrog@®®y 20; 2; 0,2 nebo
0,02 ug/l). Takto napipetované kapky bykgwrstveny parafinovym olejem (cca 700 pl),
(obr. 3.1). VSechny misky byly inkubovany minimé&B0 minut v termostatu o stalé teplo-
t¢ 37 °C a 5% CQ

Obr. 3.1 Petriho miska s kapkou kapacitého média fevrstveného parafinovym olejem.
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Do zasobnich misek byl po vytemperovani vlozZen iteaini 4-5 region levé
a pravécauda epididymis z dosglého samce mysSi usmrceného cervikalni dislokaci.
Spermie se nechaly 10 minut uioVat z tkad do média fi 37 °C a 5% CQ Poté bylo
ze zasobnich misek rozpipetovano 5 ul suspenzensd vSech ostatnich misek
(vysledn& koncentrace spermii byla cca $xil), (obr. 3.2).

Obr. 3.2 Priprava preparétpro hodnoceni p-Tyr po kapacitaci spermivitro.

Od této chvile se zala n¥fit doba kapacitace adasovych intervalech 5 (ihned
po rozpipetovani ze zasobnich misek), 30, 60, 920aminut byly provaghy odkery
vzorka (obr. 3.3).

Obr. 3.3 Odbker vzorki spermii v danénase kapacitace.
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Tyto vzorky byly pouzity bd’ na gipravu preparatpro fluoresceéni hodnoceni
pozitivni p-Tyr v hlavéce spermie (viz 3.2.3) nebo népgravu lyzatu celych spermii
pro elektroforetické hodnoceni p-Tyr (viz 3.2.7).

3.2.3 Fluorescen €éni metody

Fixace formaldehyd-triton

Zaschnuté preparaty byly vioZzeny na 10 minut d&a3f@rmaldehydu v PBS.
Nasledovalo promyti (2-3%) v PBS (pH = 7,36) a intce po dobu 5 minut s 15 mM
NH,4Cl a ogtovné promyvani v PBS (2-3%). Poté se preparathalgankubovat
maximalré 3 minuty v 0,1% tritonu v PBS a byly promyty 3x&nt v PBS. Na z&r
byly zality PBS a uloZeny do chladisgg dalSim zpracovanim.

Neprima imunofluorescence

Fixované preparaty byly 45-60 minut blokovany poimidkd BSA a 5 minut
promyvany v PBS. Poté byly inkubovany 2 hodinyisyarni protilatkou (Monoclonal
anti-phosphotyrosine P-Tyr-01 mouse IgG1 - 11-262%&; Exbio)fednou v pongru
1:500 se sterilnim PBSipokojové teplat ve vihké konfirce chragné ged sétlem.

Po uplynulé dobbyla protilatka odmyta 5x5 minut v PBS a nanegadéa s navazanym
fluoroforem (Goat anti mouse IgG Alexa Fluor 48811001, Molecular Probesg¢dna

v poneru 1:1000 se sterilnim PBS. Po hodinovéisgbeni byla protilatka odmyta

3x5 minut v PBS a preparat byl zamontovan do spehidmédia (Vectashield mounting

medium) a poté analyzovan pod fluoreseém mikroskopem.

3.2.4 Hodnoceni tyrozinové fosforylace

Vzorky spermii odebrané wiglusnychcasech kapacitadge vitro (viz 3.2.2) byly stéeny
a promyvany v TBS (pH = 7,34), poté se ze vagkpravily preparaty rozrem na pod-
loZni skltka a fixovaly se ve formaldehyd tritonu (viz 3.2.Bp blokaci 1% BSA byly
znaeny primarni protilatkou proti fosforylovanym tyiapvym zbytkim (Monoclonal

anti-phosphotyrosine P-Tyr-01 mouse IgG1 - 11-262%; Exbiojfedni 1:500) a sekun-
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darni protilatkou s navazanym fluoroforem (Goat arduse IgG Alexa Fluor
488 - A11001, Molecular Probagdini 1:1000). Eipravené preparaty se hodnotily pod
fluorescednim mikroskopem, kdy se toval paet burgk ozna&enych protilatkouili
pozitivnich (obr. 4.1) a negativnich (obr. 4.2)etkového potu 100 busk a jejich zastou-
peni bylo vyjadeno v procentech. Toto hodnoceni bylo pravédminimalré Sestkrat
u kazdé koncentrace daného typu estrogenu.

Experimentalni data byla analyzovana programem S$AICA 6.0. Pro statis-
tickou analyzu rozdil mezi porovnavanymi skupinami (&t burgk s pozitivni p-Tyr
u experimentalnich vzoikvs. kontrolni vzorek ve stejnétase) byla pouzita jednognma
analyza kovarianc@NCOVA). Vzhledem k nerovnému ptu (N) vzorki ve skupinach
byl jako post-hoc metoda zvolen Turkey test praomeé N (N=6-10) s cilem zhodnotit
statisticky vyznamny rozdil mezi zkoumanymi skupmalako kovariat byl pouzit pmer
daného parametru, v naSenipad pocet fosfotyrozin-pozitivnich buik v ¢ase nula.
P hladina <0,05*; <0,01**; a 0,001*** byla povazavwa za signifikantni.

U vSech statistickych vyhodnocentipéhu p-Tyr (Tabulky 4.1 — 4.4) byl pouZzit

stejny postup i pripraw i vyhodnoceni vzornk jediny rozdil byl v pouzitém estrogenu.

3.2.5 Indukce akrozomalni reakce in vitro

V prabéhu kapacitace spermiii vitro se paraleléiprovadla i indukce AR pomo-
ci 0,5 mM Cal (1 pl/200 ul média), ktery byigdvan ve 30, 60, 90 a 120 minutach kapa-
citace spermiin vitro. Spermie byly kapacitovanyiB7 °C a 5% C@a byly vystaveny
pusobeni Cal po dobu 60 min (krérkap30 + Cal5* kde Cal byl pidan, avSak spermie
byly ihned odebrany, Cal tedy mohigwmbit jen kratkou dobu, nez byly spermie odebrany
a standardhzpracovany). Vzorky byly odebiranyasech s ozr@nimkap30 + Cal5*,
kap30 + Cal60, kap60 + Cal60, kap90 + Cal6@kap120 + Cal6Q Jako negativni kont-
rola k €mto experimentalnim skupinam slouZidap5 bez Cal tzn.¢as kapacitace 5 min,
kdy nebyl ke spermiimifmlan Cal a vzorky byly ihned odebrany po rozpipétiwze za-
sobnich misek. VSechny odebrané vzorky byly potinboeny pod fluorescénim mikro-

skopem.
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3.2.6 Hodnoceni akrozomalni reakce

Z odebranych vzork u kterych byla provagha Cal indukovana AR (viz 3.2.5)
bylo na podlozni skitko umis&no 10 ul suspenze spermii s M2 médientiddm 2,5 uM
PNA lektin s navazanym fluoroforem (Lectin PNA acogétes Alexa Fluor 568 - L-32458,
Molecular Probes — z&i intaktni akrozom) a 1 uM hoechst (Zita jadro spermie). Pod
fluorescednim mikroskopem byl hodnocen stav akrofdapa@itdno procentualni za-
stoupeni Zivych spermii, které pedaly Cal indukovanou AR (z celkového mnoZzstvi 100
burgk) a spermii s intaktnim akrozémem (obr. 4.3). Wdeakoncentrace (0,02 pg/l;

0,2 pg/l; 2 ug/l; 20 pg/l a 200 pg/l) daného typtragenu (1B-estradiolu, estronu,
estriolu a 17¢-ethynylestradiolu) v kapacitaim médiu bylo hodnoceni prowith mini-
malre Sestkrat.

Pro statistické hodnoceni rozidihezi jednotlivymi skupinami (@et burgk po
AR u experimentéalnich vzoikvs. kontrolni vzorek ve stejnétase) byla pouzita analyza
kovariancd ANCOVA) a jako post hoc metoda byl aplikovan Turkest pro nerovné N
(N=6-10) pro zji&ni statistickych rozdil mezi zkoumanymi skupinami. Jako kovariat byl
pouzit pamér daného parametru, v naSenppd procento buék, u kterych prodhla AR
v ¢ase kap5 bez Cal.ivod pro to je ten, Ze je nutné do statistickéh@epvani zahrnout
rozdily v tomto parametru, které by jinak mohlynsizkreslovat vysledky rozdilmezi
kontrolni a experimentalnimi skupinami v dalSéelsech.

U vSech statistickych vyhodnoceni vyslédikdukované AR (Tabulky 4.5 — 4.8)
se postup i piipraw i vyhodnoceni vzonk shodoval, rozdilny byl pouze pouzity estro-

gen.

3.2.7 SDS - PAGE a imunodetekce protein G

Priprava vzorku a poitani koncentrace spermii

Spermie zauda epididymis se inkubovaly v kapacikéaim médiu pi 37 °C a 5%
CO;, (viz 3.2.2). Spermie byly ovlitovany koncentraci 0,02; 0,2; 2; 20 nebo 200 udA je
noho ze&ityt estrogen (174-estradiol, estron, estriol, lo~ethynylestradiol). Prvni odb
se provadl v case 5 minut, kdy se spermie po viozeni do médiadlodebraly, nasledova-

ly odkéry v ¢ase 30, 60, 90 a 120 minut kapacitace.
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Odebrané vzorky byly promyvany v PBS astéy 10 minut i 12 000 rpm. Po
odebrani veSkerého supernatantu bylo k pelaidamo 100 ul PBS aitladre
resuspendovano. Pro zfigf koncentrace spermii byla pouzita Blrkerova i@, na
kterou bylo naneseno 10 pigravené suspenze. Byly ftany buiky v Sestnactttvercich

obsazenych v jedné jednotce.

Vysledna koncentrace békiml byla vypaitana podle tohoto vzorce:
E = (3. bunsk ve&tvercich/16) x 100 (faktaedsni) x 250 x 16

K vzorkam bylo giddno 10 ul vzorkového pufru a vzorky se 5 minuigsity
ve vodni lazni. Poté byly zmrazeny a uchovany @i8icpouZziti.

Priprava SDS gelu a elektroforetické rozdleni proteini

Po naliti vSech slozek 10% separéno gelu a jehoipvrstveni destilovanou
vodou doslo k jeho polymeracirébyte&na voda se odsala filikaim papirem.
Na zpolymerovany gel se navrstvil 5% z#ogaci gel a pomocirebenu, ktery se viozil
do jeSt neztuhlého gelu, se vytiity jamky pro naneseni vzoikk Hreben byl vyjmut
po Uplné polymeraci gelu. Gely, uzeané mezi sklefnou a plastovou desku, byly upévn
ny do elektroforetickéhoifstroje a cela sestava byla zalita elektrodovymegmf Do kaz-
dé jamky se Hamiltonovou pipetou naneslo 15 plkaorebo 10 ul standarduiigtroj byl
nastaven na 110 V a pogehodu vzork do zaodovaciho gelu se nap navysilo
na 140 V. V gelu byl sledovan transport bromfenélavodi. Po ukorieni elektroforézy
se z rozlozené aparatury vyjmuly gely a bytimdut zaosbvaci gel. Dale se pracovalo jen
se sepakmim gelem. Proteiny obsazené ve vzorcich se pdarefeketickém rozdleni

pienesly pomoci Western blotu na nitrocelul6zovou to&mu.

Western blot

Do aparatury naignos proteit byly vloZzeny nejprve 4 listy chromatografickych
papiit, poté nitrocelulézovd membrana, na kterou se flaleta nakonec dalsi 4
chromatografické papiry. Jednotlivé slozky bylysdhy genosovym pufrem. Pra@nos

proteini je poteba proud 0,8 mA na 1 émitrocelul6zové membréany po dobu 1,5 hodiny.
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Detekce proteini

Nejprve se membrana zavodnila v roztoku PBS-Twe@B% na 15 minut. Poté
byla 1 hodinu blokovana v roztoku 5% mléka s PBS&w0,05% (10 g mléka na 200 ml
PBS-Tween 0,05%. Po zablokovani nespecifickych maygeh mist byla 1,5 hodiny
inkubovéna v roztoku primérni protilatky (Monoclémati-phosphotyrosine P-Tyr-01
mouse IgG1 - 11-263-C025, Exbi@dkné v pongru 1:500 s 1% mlékem v PBS-Tween
0,05%. Po uplynulé d@kbyla primarni protilatka odmyta roztokem PBS-Tw@edb%
6x5 minut. Poté byla pofiena do roztoku sekundarni protilatky (A0168 antus®
s konjugovanou peroxidazou), ktera bigaéna v pongru 1:80 000 s 1% mlékem v PBS-
Tween 0,05% a 1 hodinu inkubovana. Nag&zdwyla sekundarni protilatka odmyvana 5x5
minut v PBS-Tween 0,05%. Pomoci chemiluminigceérsady se proteiny s navazanou
peroxidazou detekovaly na RTG filmu a pomoci autiomigery obsahuje la#es vyvoj-
kou a ustalowgem, se osvicené RTG filmy vyvolaly (Obr. 4.4 — 4T@nto postup se opa-
koval nejmén tiikrat pro jednotlivé koncentrace (0,02 pg/l; 0,21pg pg/l; 20 pgll
a 200 pg/l) estrogenu (13restradiolu, estronu, estriolu a &7ethynylestradiolu)

v kapacitgénim méediu.
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4. Vysledky

4.1 Hodnoceni tyrozinové fosforylace v hlaviéce spermie mysi po
kapacitaci in vitro a statistické zhodnoceni ziskanych vysledki

Pt hodnoceni p-Tyr pod fluoresa@mim mikroskopem byl zaznamenanipd
spermii s pozitivé znaenou hlavtkou spermie (obr. 4.1) a negativenaenou hlawtkou
spermie (obr. 4.2) u vzolikmySich spermii ovlivéinych jednim z pouZzitych estrogen

v koncentraci (0,02 - 200g/l) odebranych v &i ¢asech kapacitace (5 - 120 minut).

Obr. 4.1 p-Tyr proteinti v hlaviéce a btiku spermie mysi — pozitivnznaieny akrozomalni region hlasky
spermie a ik ve stedni a hlavnéasti.
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Obr. 4.2 p-Tyr proteirii v hlavice a btiku spermie mySi — negativni signal v hi&sg spermie a pozitivni
signal v bkiku.

Pti hodnoceni psobenil7$-estradiolu mizeme nalézt signifikantni vykyvy
v procentech p-Tyr proteiirhlavicky spermii, které ale neukazuji jedno&mau zavislost
na koncentraci estrogenu nebocage kapacitace a jsou velmi ndhodné (Tabulka 4.1).

Naproti tomu u syntetickéhb7-a-ethynylestradiolu se vysledky pokuszdaji
mit nejvice konzistentni trend v nejvysSich konaith tohoto estrogenugehoz by se
dal usuzovat jisty vliv tohoto syntetického estnog@a pibéh kapacitace mySich spermii
invitro. V koncentracich g/l - 200ug/l byl signifikantré vySSi naiist p-Tyr proteir
hlavicky spermie. U koncentrace 2@/I byl signifikantni naist konzistentni v gibéhu
30 - 120 minut kapacitace, u nejvyssi koncentr&a.8)/1 byl tento naist pozorovan
ve 30, 90 a 120 minutach kapacitace, u koncengagg! se projevil pouze v 60 minutach
(Tabulka 4.4).

U vysledki hodnoceni vzork spermii ovlivienychestronemnemaiji signifikantni
odchylky prokazatelny tendémi vyvoj v zavislosti n&ase nebo koncentraci estronu
(Tabulka 4.2). Krora koncentrace 20Qg/l, kdy se projevil podobny trend jako
u 17u-ethynylestradiolu. U estronu byla p-Tyr ve vyvajaximalni v 60 minutach kapaci-

tace, u koncentrace 2@/l dosahovala maxima v 90 minutach (shodrkontrolou).
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V prab¢hu p-Tyr proteii u spermii ovlivenychestriolem bylo u vzorki
s koncentraci 0,029/l - 2 ug/l statisticky vyznamévyssi procento zanych bugk ve
30 minutach kapacitace, u koncentraci @82 a 0,2ug/l i v 60 minutach kapacitace.
Z vysledki v téchto dvou kapacitanich¢asech mZzeme usuzovat nadity trend, steji
jako u 17e-ethynylestradiolu, kde se ale projevil konzistéjitpo celou dobu kapacitace
a u vysSich koncentraci tohoto hormonu. U ostatsighifikantnich hodnot se neukazala
Z&dna koncenttai nebocasové zavislost (Tabulka 4.3).

Pro hodnotyjSi vysledky by byloieba udlat nasobgyjSi opakovani pokuis
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Statistické vyhodnoceni pr

z estrogen

tbéhu p-Tyr p Fi kapacitaci in vitro u mySich spermii ovlivn énych jednim

Tabulka 4.1
€as kapacitace (min)
Koncentrace
17-B-estradiolu 5 30 60 90 120
Kontrola 8,54 £1,00 9,74 £1,02 10,86 +1,23 11,46 +1,23 9,70 £1,20
0,02 pg/l 8,55 + 0,64 10,12 +0,97 10,28 +0,78 12,28 + 1,27 10,53 +£0,71
0,2 pg/l 8,75+1,03 11,16 + 0,49** 6,03 £0,21** 9,50 +1,05* 8,36 £ 0,75
2 pg/l 10,57 +1,17 9,61 +0,68 9,98 £0,93 10,38 + 0,68 10,20 £0,80
20 pg/l 10,43 +1,26 14,02 +1,69** 11,71+1,31 11,11 +1,02 9,52 +1,12
200 pg/l 10,11 +1,17 10,50 +1,20 11,21 +1,02 14,59 +1,08** 10,78 £ 0,92
Tabulka 4.2:
€as kapacitace (min)
Koncentrace
estronu 5 30 60 90 120
Kontrola 9,43 £0,47 9,53 +0,80 10,59 £ 0,73 11,93 +0,75 10,82 £0,96
0,02 pg/l 9,20 £0,56 10,16 + 0,80 11,59+1,10 10,78 £ 0,75 11,24 +1,18
0,2 pg/l 10,72 £ 0,97* 10,20 +1,29 12,58 +0,83* 12,14 +0,83 10,47 £ 0,86
2 pgll 10,93 + 1,56 11,25 +1,38* 11,31+1,10 10,50 +1,18 9,65 + 0,90
20 pa/l 10,76 + 1,42 12,42 +1,86* 12,93 +2,00 13,44 +1,10* 13,23 +2,28
200 pg/l 10,97 +1,51 12,59 + 1,56* 14,45 +1,39* 12,51 +1,20 11,14 +1,36
Tabulka 4.3:
€as kapacitace (min)
Koncentrace
estriolu 5 30 60 90 120
Kontrola 9,78 £0,80 8,86 + 0,59 9,56 + 0,86 10,74 £ 0,43 10,45 +£0,76
0,02 pg/l 9,77 £1,46 12,13 £ 0,56** 12,43 +0,90* 11,22 +2,34 10,42 + 0,99
0,2 pg/l 11,51 +1,63 11,04 +1,65* 12,66 +1,70* 10,22 +1,21 13,33 +1,80*
2 pgl/l 10,87 + 1,34 11,39 +1,02* 10,68 + 1,97 10,66 + 1,21 10,87 +1,51
20 pa/l 5,76 £ 1,60** 9,03 £0,62 9,09 £0,44 9,90 £0,72 11,55 +2,14
200 pg/l 6,88 + 1,02* 9,33+£0,97 10,13 +0,59 10,21 +0,90 11,35 +0,70*
Tabulka 4.4:
€as kapacitace (min)
Koncentrace 17-a-
ethynylestradiolu 5 30 60 90 120
Kontrola 12,68 + 0,98 12,89 +1,21 13,86 + 0,53 13,49 +1,13 12,90 £ 0,91
0,02 pgl/l 10,94 +1,32* 13,94 +1,71 12,14 +1,24 14,43 +0,70 12,84 + 1,27
0,2 pg/l 12,53 +1,30 12,57 + 0,54 13,16 + 0,91 13,19 + 0,64 12,48 +1,07
2 pgl/l 13,18 +1,89 12,93 +0,93 15,43 + 1,02** 14,31 +1,35 13,18 +1,55
20 pg/l 11,44 +0,98 14,50 £1,20* 16,48 £0,44** 18,77 £1,67*** 14,62 +1,18*
200 pg/l 11,10+1,30 14,82 +1,61* 13,96 + 1,04 16,54 + 0,89* 16,01 +1,76**

Hodnoty v tabulkéch 4.1 — 4.4 udavaji primérné procento spermii s pozitivni p-Tyr * stfedni chyba priméru, po kapacitaci

mySich spermii in vitro v pfitomnosti 5 riznych koncentraci (0,02 pg/l - 200 pg/l) pfislusného estrogenu s odbéry v ¢asech

kapacitace (5 - 120 min). Cervené - vysledky se signifikantn& vy$$im procentem pozitivni tyrozinové fosforylace v hlaviéce

spermii. Modfe - vysledky se signifikantné niz§im procentem viz nahore. Rozdily byly analyzovany pomoci analyzy kovari-

ance (ANCOVA), Turkey test se vyuzil jako post hoc metoda. Jako kovariat byl pouZzit primér daného parametru (pocet

fosfotyrozin-pozitivnich bunék v ¢ase nula).P hladina <0,05*%; <0,01**; a 0,001*** byla povazovana za signifikantni.
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4.2 Hodnoceni Cal indukované akrozomalni reakce a statisticke
zhodnoceni ziskanych vysledku

Patet mysich spermii, které proSly Cal indukovanowa&malni reakci (obr. 4.3)
byl jednoznane¢ zavisly natase kapacitace a postépreristal. Hodnoceni bylo provédo
u kazdé koncentrace (0,02 - 20§/1) prislusného typu estrogenu v kapagitian mediu
a v danéntase (viz tabulky 4.5 - 4.8).

Obr. 4.3 Spermie s intaktnim akrozomem (viz Sipky) a sperpa dokotiené AR.

U vSech koncentradi7-$-estradiolu bylo v ¢ase kap30 + Cal5* v porovnani
s kontrolou shodhsignifikantré nizSi procento spermii, u kterych p&gla AR. Mize to
nazng&ovat pomalejSi nastup AR u ovligmych spermii (Tabulka 4.5).

Podobného trendu v procentualnim zastoupeni sppoAR steji jako
u 17$-estradiolu, si Zzeme povsimnout @ech nejvyssich koncentragstronu
(2 - 200ug/l) v ¢ase kap30 + Cal5*, kdy bylo statisticky vyznammizSi procento mysich
spermii s dokotenou AR (Tabulka 4.6).

-57 -



Z vysledki hodnocengéstriolu nelze usuzovat zadny trend ve vyvoji AR. Neni
zde patrnd Zadna zavislost na koncentraci estrogelno na&asech, v kterych byly vzorky
odebirany a statisticky signifikantni hodnoty js@mi nahodné.

U syntetickéhdl. 7-a-ethynylestradiolu by se po porovnani ggdchozim
estrogenem 1B-estradiolem a estronem dal usuzasagovy posun statisticky vyznagn
nizsiho procenta spermii po AR, ktery se vyskytuk@pacitgnim case kap30 + Cal60
u VétSiny koncentraci. Pokud bych se pokusila integuat vysledky Wase
kap120 + Cal60, kdy naopak doSlo k signifikantnmysSeni pétu spermii, které pod-
stoupily AR, u vzork s koncentraci estrogenu 0,0¢/l, 0,2ug/l a 200ug/l, tak se mohlo
jednat o kompenzaci pomalejSiho nastupu AR.

Jak jsem jiz zminila vySe, procento mysich spesuiokorenou AR vziéistalo
s kapacitanim ¢asem u vSech koncentracich daného estrogenu&iBiqwikaznost vy-

sledki by bylo nutné nasoléjsi opakovani pokus

Srovnani vysledli pribéhu p-Tyr proteina a Cal indukované AR

Po srovnani vysledkpribéhu p-Tyr proteih a Cal indukované AR u mysSich
spermii ovlivignych estronem by se dala usuzovat korela&gase kap30 + Cal5* wdch
nejvyssich koncentraci (2 - 2@@/1). U hodnot p-Tyr v tomtdase je signifikanthvyssi
procento pozitivé zna&enych spermii a naopak u vyslédkR je ve shodnénsase a shod-
nych koncentracich estronu signifikatvmzsi procento spermii s doksmou AR, coz
muze mit souvislost sipdcasnym zapnutim signalnich drah a nespravnérsasoaani
AR.
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Statistické vyhodnoceni vysledk

z estrogen

U Cal indukované AR in vitro u spermii ovlivn énych jednim

Tabulka 4.5:
€as kapacitace (min) + doba p Gsobeni Cal (min)

Koncentrace

17-B-estradiolu kap5 bez Cal kap30 + Cal5* kap30 + Cal60  kap60 + Cal60  kap90 + Cal60 kap120 + Cal60
kontrola 3,49 £0,40 15,05 +1,26 47,71+ 2,61 61,71 +2,14 69,33 +1,86 76,97 + 0,86
0,02 pg/l 3,33+0,46 11,14 £0,76** 46,99 +3,15 61,05 +3,29 69,96 + 1,35 78,50 1,70
0,2 pg/l 3,85+0,27 11,22 +2,48* 47,98 +5,38 57,99 +2,55 70,49 + 2,05 79,92 +2,16
2 pgll 4,07 0,67 10,75 +1,43%*  49,95+5,10 61,98 +4,51 70,85 + 3,20 77,15+1,39
20 pg/l 2,90 £ 0,26 11,84 +1,68** 49,10 £ 2,82 58,97 £ 3,79 70,59 £0,83 77,56 £2,13
200 pg/l 2,35+0,48* 9,51 + 1,52%** 47,31 +4,29 59,77 +4,23 70,96 +1,51 78,66 +1,99*
Tabulka 4.6:

¢as kapacitace (min) + doba p Gsobeni Cal (min)

Koncentrace

estronu kap5 bez Cal kap30 + Cal5* kap30 + Cal60 kap60 + Cal60  kap90 + Cal60  kap120 + Cal60

kontrola 2,71 £0,35 9,82 +1,39 37,70 £4,44 57,13 +4,07 71,96 £1,64 82,07 +1,02

0,02 pg/l 2,90 £0,77 7,52 +1,49 40,85 £ 5,60 56,41 + 5,88 72,66 +2,88 81,15 + 2,58

0,2 pg/l 2,37 £0,26 8,98 +1,84 47,73 £ 8,67 51,89 + 5,39 72,75 +3,83 81,65+1,51

2 pg/l 2,41 +£0,37 7,75 £ 0,60* 38,23 +5,59 56,46 + 4,18 67,57 3,32 82,23 +1,96

20 pg/l 2,13+0,31 7,20 £0,63* 34,27 £3,51 48,86 £ 6,97 67,90 +3,13 80,62 + 3,45

200 pgl/l 1,49 +0,27* 6,34 +0,62* 40,78 +5,34 51,08 £5,61 66,38 + 4,87 77,80+1,11
Tabulka 4.7:

¢as kapacitace (min) + doba p tGsobeni Cal (min)

Koncentrace

estriolu kap5 bez Cal kap30 + Cal5* kap30 + Cal60 kap60 + Cal60 kap90 + Cal60 kap120 + Cal60

kontrola 2,42 £0,22 8,85 +1,37 28,85 +2,68 40,34 +2,44 63,10 +2,43 76,94 +£2,38

0,02 pgl/l 2,37+0,54 6,63 + 2,59 27,82 + 4,65 36,56 + 4,51 54,40 +2,22** 71,78 +2,35**

0,2 pg/l 1,95 +0,10* 6,84 +2,49 23,38 +£2,33* 41,16 + 3,08 57,84 +2,73* 73,60 £ 3,80

2 pg/l 2,41 £ 0,56 6,86 +0,97* 36,31 +4,79** 47,38 + 4,50* 60,79 £2,13 78,02 £2,93

20 pg/l 2,67 £0,26 9,78 £ 2,05 35,03 +4,74* 51,44 +4,21* 58,41 + 3,21* 74,74 + 3,50

200 pgl/l 2,10+0,43 7,60 +1,64 27,31 +6,03 44,59 £6,77 62,00 £4,56 74,86 + 3,65
Tabulka 4.8:

€as kapacitace (min) + doba p Gsobeni Cal (min)

Konc .17-a-ethynyl

estradiolu kap5 bez Cal kap30 + Cal5* kap30 + Cal60  kap60 + Cal60  kap90 + Cal60 kap120 + Cal60

kontrola 5,67 £0,94 12,53 +1,75 32,05 +2,93 42,56 £ 3,75 62,44 + 281 67,41 +2,98

0,02 g/l 6,23 +2,19 11,63 +2,51 25,77 = 4,06* 43,13 + 3,18 60,15 + 3,83 71,26 +2,91*

0,2 pg/l 5,21+2724 11,46 + 2,65 25,15 +3,73* 39,68 + 5,27 50,94 +5,11* 73,17 + 3,88**

2 pgll 5,27 +£1,35 10,65 + 0,33 31,92 +4,63 40,71 £5,61 62,84 + 3,04 65,08 + 3,69

20 pg/l 4,93+1,23 10,04 £ 1,56 26,24 + 3,54* 41,00 £ 5,67 56,91 £ 5,62 62,82 + 3,56

200 pgl/l 4,38 +£1,15 9,52 +0,82* 29,15 +4,49 35,59 + 3,30* 64,93 + 2,52 71,51 +5,42**

Tabulky 4.5 — 4.8: Hodnoty udéavaji primérné procento spermii s dokonéenou AR + stfedni chyba prdméru, po indukci AR

pomoci Cal, v pfitomnosti 5 raznych koncentraci (0,02 pg/l - 200 pg/l) pislusného estrogenu. Cervené - vysledky se signifi-

kantné vySsim procentem spermii po AR. Modre - vysledky se signifikantné nizSim procentem spermii po AR. Rozdily byly

analyzovany pomoci ANCOVA, Turkey test se vyuzil jako post hoc metoda. Jako kovariat byl pouzit pramér daného para-

metru (procento bunék, u kterych probéhla AR v ¢ase kap5 bez Cal). P hladina <0,05*; <0,01**; a 0,001*** byla povaZovana

za signifikantni.
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4.3 Elektroforetické hodnoceni tyrozinové fosforylace z lyzatu
celych spermii

Tyrozinova fosforylace 17-[3-Estradiol (E2)
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Obr. 4.4
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Obr. 4.6
Tyrozinova fosforylace 17-u-Ethinylestradiol (EE2)
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Obr. 4.7

Obr. 4.4 — 4.7 vysledek imunodetekce p-Tyr protéilyzatu spermii ovlivenych jednim z estrogérv dané koncentraci
v priibéhu kapacitace in vitro v porovnani s kontrolou.
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U vysledki z SDS-PAGE se neshoduje proteinove zastoupenintudinich
vzorki pouZzitych pro jednotlivé estrogeny.

Byly zhotoveny pouze 3 bloty pro dany typ estrogarnz nebylo dostateé, pro
prikazné ovlivini probihajici kapacitace jednotlivymi estrogenpcbazelo ke Spatné
manipulaci se vzorky spermii, nesnosti v nanosu vzaik

U spermii k naistu p-Tyr proteifi dochazelo, protoze jsme detekovaliitér pro-
teiny o molekulové hmotnosti Mw v rozmezi 40-120ekdvSech pozorovanych vzdrk

spermii.
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5. Diskuze

Nedavno bylo objasimo, Ze 17B-estradiol aizné xenoestrogeny maji stiméia
efekt na kapacitaci, AR a schopnost oplozeni u chySpermiin vitro (Adeoya-Osiguwa
et al. 2003). Proto jednim z diltéto prace bylo zjistit, zdaipodni estrogeny
17-B-estradiol, estron, estriol a synteticky d-&thynylestradiol maji¢aky dopad na
fertiliza¢ni schopnost spermii, specificky na miru p-Tyr #ghu kapacitacen vitro.
P-Tyr proteirii ma klicovou roli v regulaci procéskapacitace, hyperaktivace motility
a akrozomalni reakce (Gragtaal. 2009). P-Tyr koreluje s probihajici kapacitacie @ijoto
pouzivana jako hlavni nebo dokonce vyhradni ukapatesdukce signalu v regdlaich
drah&ch spojenych s kapacitaci spermii (Visogtral. 1995, Naz & Rajesh 2004), proto
jsme si hodnoceni miry p-Tyr pro naSe pokusy zvdajimalo nas, zda exogenrigani
estrogen, ve fyziologickych a v jedné nefyziologické kont@gi do kapaciténiho média,
indukuje oproti kontrole odliSnou miru fosforylaiygozinovych zbytk proteini hlavicky
mysSi spermie.

NejnizSi d¥ pouzité koncentrace estrogenu 0,02 pg/l a 0,2jsadl fyziologické
koncentrace v plazémysi, dalSi d¥ zvolené koncentrace 2 pg/l a 20 pg/l jsou fyziolo-
gické v mist ovulace u mysi a nejvyssi vybrana koncentrace@§JDje tudiz pouze 10-ti
nasobkem nejvyssi fyziologické, avSakt@gmnost této koncentrace estrog@90 ug/l je
dokumentovana v Zivotnim prostli.

Biologicka aktivita jednotlivych estrogérse odviji od jejich schopnosti vazby
k estrogennimu receptoru a jeho aktivaci. Rozdigandy maji fiznou afinitu ka ap
izoformam ER. Estron segunosti vaZze k ER, zatimco estriol k ER 17$-estradiol se
vaze steji dobre k olEma izoformam receptdnSmith 1999). Kror cytosolického umis-
téni klasickych ER, které se po va@zigandu translokuji do jadra, byly objeveny ER vy-
skytujici se na PM spermie mysSi (Zheiwal. 2002, Selvat al. 2004, Baldiet al. 2009). Na
PM se mohou i vyskytovat ndwbjevené ER, které maji jinou stavbu nez klasEERé
(Baldi et al. 2009). Biochemické zémy béhem kapacitace indukované estrogeny nastavaji
rychle diky negenomické akci ERs, protoZe spersoa povazovany za transking
inaktivni (Aquilaet al. 2004). Po vazbestrogen na tyto receptory se zahajuje signalni
kaskada zahrnujici vizst intracelularniho G4, ktery miZze dale stimulovat AC produkuiji-
ci CAMP a vedouci ke zvySeni p-Tyr (Viscodtial. 1995).
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Vysledky jednotlivych pokusspermii nebyly specifikovany na jedince, z tohoto
duvodu byla pouzita uniformni populace BALB/c mysisliedky byly shromafovany do
koneného souboru dat pro vybrany estrogen o dané ktnaoeacasu kapacitace v déb
odkeru vzorku. Vzhledem k tomu, Ze se ipkhu kapacitace smi procento spermii, kde
dochazi k p-Tyr na hlaétce spermie, jsme Urokg-Tyr pozorovali u vzorkv 5, 30, 60,

90 a 120 minutach kapacitace.

Pohyb C4&" iontii z extracelularniho média do nitra spermie je ¢kitikrok, ktery
reguluje vyliti akrozomu (De Blas 2002). Wkolika druhi hlodavd jsou spermie,
inkubované v médiu bez vapniku, neschopné projit@dRud se do média vapnik nedoda.
17--estradiol indukuje rychly vist koncentrace Gaionti uvniti bunsk. Tento efekt je
zprostedkovan membranovym receptorem a je zavislyiftamppnosti C&" mimo buiky,
proto neni pozorovatelny v médiu bezZZCanti (Luconiet al. 1999). C&" ionty jsou dale
spolu se sérum albuminem felia i pro navozeni kapacitaicevitro. C&* ionty predevsim
k indukci aktivace adenylat cyklazy pro generacMiA dilezitého druhého posla pro za-
hajeni signalnich kaskad zahrnujicich PKA a sérllmanain k vyvazani cholesterolu z PM
pro zvyseni jeji fluidity (Baldi et al. 2009, NazRajesh 2004). Zthto divodi jsme pro
nase pokusy pouZili médium #temnosti C&' ionti a sérum albuminu.

Z konenych statistickych vysledkjsou patrné odchylky od kontrolnich hodnot,
CO0Z miZe nazn&ovat, Ze spermie eauda epididymis reaguji na fitomnost estrogen
v médiu. Spermie maji na plazmatické membraRs, které vazi ligandy — estrogeny ob-
sazeneé v okolnim prasdi a také obsahuji enzym aromatazu, kteiradenkonvertovat tes-
tosteron na 1B-estradiol a androstenedion na estrdindm pfichodu z varlat do nadvarlat
(Baldi et al. 2009). Po vazbestrogefl na tyto receptory se zahajuje signalni kaskada za-
hrnujici vzist intracelularniho G4, ktery miZe dale stimulovat AC produkujici CAMP

a vedouci ke zvySeni p-Tyr (Viscomtial. 1995).

Béhem kapacitace spermii u kontrolniho vzorku jegb@permii s pozitivni p-Tyr
v hlavicce maximalg 9 % (Nixonet al. 2006, Asquittet al. 2004). Jetfebarici, Zze
p-Tyr stejiE jako kapacitace nejsou synchronni (Stewart-Sat8§8), nicméa pouze
meére nez 15 % uvolénych spermii, u kterych doslo k p-Tyrjge rozpoznatona pellu-
cida vajicka. Potvrdila jsem, Ze u neovli&mych (kontrolnich) spermii bylo v 90 minutach
kapacitace nejvyssi procento fluoresagrzbarvenych butk (10 — 13 %) z celkové popu-
lace spermii. Podobné zay prinasi i Dvdakova-Hortovéet al. (2008), Nixonet al.
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(2005) a Viscontet al. (1995), ktéi uvadji, Ze tentatasow zavisly vzist p-Tyr proteir
koreluje s kapacitanim stavem s maximy po 90 minutach inkubace.iBkova-Hortovét
al. (2008) dale zniiuji zpomaleni p-Tyr po 180 minutédch kapacitacer&kprobiha uz jen
u7—9 % p stejnych kapacitmich podminkach. Oproti tomu publikované vysledky p
kusi Stewart-Savage (1993), které byly pros@gna spermiichileckt, udavaji nesyn-
chronni p-Tyr, kdy je kapacitace maximalni az p6 frfinutach inkubace spermii.

U mych vysledk se v nejvySSi pouzité koncentraci 200 pg/Bigstradiolu uka-
zalo signifikant® zvySené procento p-Tyr spermii v 90 minutach kapee, coZ nekorelu-
je s vysledky Adeoya-Osiguvwet al. (2003), ktéi dosli k za¥ru, Ze u nekapacitovanych
mysSich spermii 1B-estradiol v koncentraci IM (coz odpovida pravkoncentraci
20 ug/l) signifikantré stimuluje kapacitaci a AR, ale u kapacitovanycérspi nema tento
estrogen vliv Zzadny. Adeoya-Osiguwtzal. (2003) si to vys#tluji tim, Ze Bhem kapacita-
ce se mni kompozice a strukturni usfgmlani komponetPM spermie ¥etrg ERs.

V koncentraci 0,219/l a 20ug/l 17$-estradiolu se objevil statisticky vyznamny ingtr
p-Tyr proteir spermii ve 30 minutach kapacitace, coz mohlo byfepem urychlené ka-
pacitace, ale jedna se spiSe o neopodstatmykyvy vzniklé moznou variabilitouripbar-
veni nebo nedostateym patem opakovani pokiis protoze v dalSim ibéhu kapacitace
dochazi ke kolisani v natienych hodnotach. Pro leasielnost zavislosti koncentrace
pouzitého estrogenu naijeh kapacitace by bylo piba udlat vétSi paet vzorki pro
zisk relevantnich vysledk

Pti vyhodnoceni statistickych vysledlki dalSiho firozeného estrogenu — estronu,
jsem se setkala kolika signifikantnimi odchylkami, které stejijako u vysledi
17-B-estradiolu nerdly, snad krom koncentrace 20Qg/l, prokazatelny tendéni vyvoj
v zavislosti naase nebo koncentraci estronu. U oviané nejvysSi koncentrace 208/
se miZe jednat o fedcasnou stimulaci kapacitace touto koncentraci estrogktera je
10-ti nasobkem fyziologické koncentrace v @i®tulace samice mysi, kdy je signifikantni
narist p-Tyr proteifi ve 30 minutach kapacitace a i se statisticky vieman maximem
v 60 minutach kapacitace. Estron ma nizsi afinieRg a vaze seipdnosti k ERo
(Smith 1999). VySSi koncentrace estroggrbuikach, kde jsou estrogenni receptory &m
saturovane, fize stale zvySovat get kapacitovanych bk v zavislosti na koncentraci,

tudiz estrogenni efekt ve vysoké koncentracizenbyt zprosedkovan jinym mechanis-
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mem nezZ pes estrogenni receptory, fiaprinikem estrogeinnarusenou membranou tzv.
perturbaci, kdy estrogen velpronika do biiky (Baldi et al. 2009).

Naproti tomu u spermii ovlivimych estriolem se ukazal signifikantni fstrp-Tyr
ve 30 minutach kapacitace u nizSich koncentrabR(@g/l - 2 ug/l) tohoto estrogenu
a u koncentraci 0,02g/l a 0,2ug/l i v 60 minutdch kapacitace. Z vyslédk téchto dvou
kapacit&nichcasech mizeme usuzovat nadity trend. Céd et al. (2010) v publikovanych
vysledcich uvagi, Ze specifické mechanismy (jako magignalizace f&es receptory) jsou
odpowdné za citlivost k nizkym koncentracim estragark estrogeimm ve vysoké kon-
centraci citlivé nejsou. Tato skdtest nize byt podptena i dalSim statisticky vyznam-
nym vysledkem, kdy se u dvou nejvysSich koncengatriolu setkavame sdase 5 minut
s pomalejSim nastupem p-Tyr v porovnani s kontrddiomérg u ostatnich signifikant-
nich hodnot se neukazala Zzadna koncéntnaebocasova zavislost.

Po vyhodnoceni vysledikkapacitace spermii ovilwvanych syntetickym estroge-
nem 17ea-ethynylestradiolem pouZivajicim se jako aktivieZ&la hormonalni antikoncep-
ce, a u kterého byl prokazan vliv na ryby, kdy doxdio k feminizaci saétho pohlavi,

k poklesu plodnosti a k redukci estroganplazng u rybich samii samic (Kesinovaet

al. 2009, Flores-Valverdet al. 2010), jsem zaznamenala celkorySSi procenta zia-
nych burk i u kontrolni skupiny v porovnani s pokusy u tisiieh estrogein V porovnani
s kontrolou jsem vyhodnotila statisticky vyznammnkistentni naist p-Tyr proteif hla-
vi¢ky spermie ve dvou nejvysSich koncentracichudethynylestradiolu (2Qug/I

a 200ug/l) ve 30, 90 a 120 minutach kapacitace a u kB@qg/l i v 60 minutach.

U tohoto syntetického estrogenu by se dal usuzstatvliv na piibéh kapacitace mysich
spermiiin vitro, protoze u firozenych hormoi se tento trend neprojevil.

Je znamo, Ze syntetické estrogeny, mézipouzivany 1#-ethynylestradiol
pati, interferuji scinnosti endogennich hormigncoz niZze mit negativni efekt na vyvoj
a reprodukci (Kesinovaet al. 2009, Quinret al. 2004, Van den Belt al. 2003,
Flores-Valverdest al. 2010). Tento estrogen saibe vazat s &tSi afinitou na estrogenni
receptory a urychlovat signalni drahy vedouci keak#aci. Zadchto okolnosti je vSak
nutné si ugdomit, Ze kkddnému oplozeni dochazi pégwi spravném a fyziologickém
natasovani proces jakoz je kapacitace a AR, které tomuteqchazeji. Urychlenéthto

proces nemusi tudiz vést k U&gné fertilizaci vagka spermii.
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Gwatkin & Williams (1970) p pozorovani efektu estrogém progesteronu na
kapacitaci spermii kralikian vitro zjistili inhibiéni efekt folikularni tekutiny sifdavkem
téchto hormof. Briggs (1973) ziskal podobné vysledky se spermigatki. K opané-
mu zavru dosgl Bathlaet al. (1999) se signifikantnvySSim pdtem kapacitovanych
spermii inkubovanych v izolovanéldze s pidavkem estrogen Stejre tak Déd et al.
(2010) provadli vyzkum vlivu estrogefi na kapacitaci kafich spermiin vitro a dosli
k zawru, Ze estrogeny stimuluji kapacitaci k&t spermii, ale rozpoznali velké rozdily
v reakci na estrogeny u jednotlivych zdrojovychraiziTakove vykyvy jsouiiedpoklada-
telné v heterogenni populaci jedindomuto jsme se snazilitgdejit zvolenim inbredniho
laboratorniho kmene mySi BALB/c, avSak i tak jsemagrovala uité individuélni vykyvy
mezi jednotlivymi jedinci. Tyto vykyvy mohly byt figsobeny i nefesnosti nsfeni, nedo-
stat&énou kontrolou funkniho kapacitagniho systému, malym vzorkem spermii nebo
variabilitou @i barveni.

Relevantni v souvislosti s individualni odgadv jedince na vlivy estrogennich
hormoru je publikace Spearowt al. (1999), ktéi zjistili velké rozdily mezi kmeny mysSi
v citlivosti k naruSeni reproddhkiho vyvoje dospivajiciho samc# pasobeni
17-estradiolu. Rozdily vdincich 178-estradiolu na jednotlivé kmeny mysi, jakoz i dav-
ka 17g-estradiolu na relativni vahu varlat a spermatogeldy signifikantni
(P <0.0001).

Nejednotnost v hodnoceni procesu kapacitace ja@dpatjednotlivych publikaci,
kde autdi analyzovali kapacitaci mySich spermiidbpouze po 30 minutach
(Adeoya-Osiguwat al. 2003), nebo naopak az po 180 — 300 minutach (Bettlal. 1999)
a nebo dokonce az pouze po 360 minutach (Gwatkiiléams 1970). Tato skutmost
muze byt dilezity zdroj rekterych proticlidnych vysledk. Z publikovanych praci vyply-
va, Ze efekt estrogéma kapacitaci sa&ich spermii by rél byt analyzovan v p#ivé vy-
branychéasech kapacitace, jenz odrazi probihajici kapacitgainotlivych drul, proto
byla u naSich pokuskapacitace monitorovana ve zvolenyelsech pokryvajicich jeji cel-
kovy prab¢h.

Ackoliv nékolik predeslych studii uvadi vliv estrogena zralé spermie uiznych
druhi Zivocicha, je zde gkolik rozpornych vysledk v této oblasti. Francavillet al.
(2003) uvadji, Zze preinkubace lidskych spermii s estrogenerfi-#gtradiolem nepozén

nuje schopnost spermie fuzovat s oocytem. Naprotutddeoya-Osiguwat al. (2003)
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zaznamenali stimutai efekt 17p-estradiolu a rozdilnych xenoestrogera kapacitaci,

AR a fertilizatni schopnost mySich spermii.

Nelzeftici, Ze z mych vysledkby vyplyvalo, Ze estrogenydly jednozngny vliv
na kapacitaci. Kroghkonzistentniho signifikantniho zvySeni procentys-3permii v kon-
centraci 2qug/l a 200ug/l syntetického 1&-ethynylestradiolu, kdy byl patrny vyragai
trend u nejvysSich koncentraci vipghu celé kapacitace. Z n&enych hodnot estronu
Ize uvést tendemi vyvoj u nejvyssi koncentrace 20/l v pribéhu ¢asu kapacitace
a u estriolu Ize spekulovat ocitem trendu naopak u 2 nejnizSich koncentraci Q@R
a 0,2ug/l. U 178-estradiolu nelze interpretovat Zadna zavislostaracentraci estrogenu
acase kapacitace. Pro hodngj#i vysledky by byloieba udlat nasobgjSi opakovani

pokusi.

DalSim cilem bylo porovnat schopnost spermii p@gt indukovanou AR
v podminkéachn vitro po ovlivréni spermii estrogennimi hormony p7estradiolem,
estronem, estriolem a syntetickym d-&thynylestradiolem. Uggny pabéh AR je po
kapacitaci dalSiwezity krok nutny k snadnémuipriku spermie skrz vaj@é ochranné
obaly a oplozeni vajka. Pohyb C# iontii z extracelularniho média do intracelularni ob-
lasti spermie je kriticky krok, ktery reguluje vylakrozoOmu, protoZze zvySena koncentrace
Ccd" iontii vede k fizi membran a exocytéze akrozému (De B2, Gupta & Bhandari
2011). Cal slouZi jako nefyziologicky induktor ARery otewenim C&" kanali umoiiuje
vtok C&" ionti do buiky, coZ vede k aktivaci uvotni lytickych proteit z akrozému

a zcela odrazi tento jev probihajicivivo (Yamagataet al. 1998).

Praibéh AR se u kontrolnich spermii mySiho kmene BALB/grvnim testovanértase
(kap5 bez Cal) a druhém testovanéase (kap30 + Cal5*, kdy Catipobil 5 minut) sho-
doval s vysledkem Johnsehal. (2007), kt&i sledovali vyvoj AR v piibéhu kapacitacen
vitro u miznych druli mysi, jakozZto i u kmene BALB/c. V fibchu ¢asu se procenta sper-
mii, u kterych probhla AR, zvySovala, ale u nasSich vyslédkyl po shodném p@ateznim
rozvoji, nanst AR intenzivijSi. Jednim z évodi by mohlo byt pouziti Cal jako induktoru
AR, na rozdil od Johnsaat al. (2007), ktéi ho nepouZili.

U prirozere nejhojrejSiho estrogenu 1B-estradiolu jsme u vSech zkoumanych

koncentraci shodhzaznamenali po 30 minutach kapacitacétaminutovéem gisobeni
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Cal (kap30 + Cal5*) statisticky vyznamné nizsi gt spermii, u kterych prébla AR.
Podobny trend v procentualnim zastoupeni spermiipae objevil u dalSihoifjgozeného
estrogenu estronu, kdy se u jeho vySSich koncéri@a200ug/l) v ¢ase kap30 + Cal5*
ukazaly statisticky vyznandmizsi procenta spermii, u kterych doslo k AR. P-dpoly-
merizace aktinu nasleduji jedna po druhéesg stanoveném gadi. P-Tyr, jako jedna
z mnoha dalSich, vyvolava polymerizaci aktinu, &tierani pediasné fuzi PM a OAM,
ktera vede k AR (Brenegt al. 2003, Breitbarét al. 2005). Pokud je p-Tyr zvySenanae
to mit za nasledek neschopnost depolymerizacedité@nniho aktinu, a protote dojit
k bloku AR, dokud neni p-Tyr zredukovana. Téze nazn&vat, Ze v naSemipad: do-
Slo k opozdéni AR oproti kontrole, protoZze mohla byitegkasreé sepnuta draha p-Tyr, ktera
nemohla byt dokafena polymerizaci aktinu a jeho naslednou depolyraeri N&asovani
vSech proceasspojenych s molekularnimi Zmami vedoucimi ke kapacitaci a AR je velmi
dulezité a nespravné nastaveni sledu udalo&tierwést ke snizeni schopnosti oplozeni
spermie.

Data ale pesr¢ nekoreluji s vysledky p-Tyr u 1F-estradiolu, kdy se projevil
signifikantni naiist p-Tyr jen u dvou koncentraci estrogenu, alegaraleni AR docha-
zelo ve vSech koncentracich. TaZe zngit, Ze byly vysledky AR nebo p-Tyr Spdtry-
hodnoceny. Po porovnani vyslédge statistickym vyhodnocenimipghu p-Tyr u estronu
muzeme ve stejnérrase kapacitace (30 minut) u spermii, owliwych ¥femi nejvyssimi
koncentracemi estronu (2- 2Q@/1), vidét jistou korelaci s pibéhem AR, kdy dochazi
k p-Tyr u signifikant& vySSiho procenta spermii, ted¢&sréjSimu zahajeni p-Tyr nez
u kontroly.

Z vysledki hodnoceni estriolu nelze usuzovat na zadny trendyvoji AR. Neni
zde patrnd Zadna zavislost na koncentraci estreba natasech, v kterych byly vzorky
odebirany a statisticky signifikantni hodnoty js@mi nahodné.

U syntetického 1#-ethynylestradiolu by se po porovnaniregchozim
estrogenem 1B-estradiolem a estronem dal usuzasagovy posun statisticky vyznamn
nizsiho procenta spermii po AR, ktery se vyskytuk@pacitgnim case kap30 + Cal60
u VétSiny koncentraci. Pokud bych se pokusila integuat vysledky Kase
kap120 + Cal60, kdy naopak doSlo k signifikantnmysSeni pétu spermii, které pod-
stoupily AR, u vzork s koncentraci estrogenu 0,0¢/1, 0,2ug/l a 200ug/l, tak se mohlo

jednat o kompenzaci pomalejSiho nastupu AR.
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Je diskutabilni, zda iZeme povazovat zaijkazné vysledky gibéhu AR
u 17a-ethynylestradiolu, protoZe se zde statisticky i§ilggmtni odchylky od kontrolnich
hodnot objevuji nahodra bez zjevné zavislosti na koncentréase kapacitace nebo dob
pusobeni Cal.

Po statistickém vyhodnoceni vyslédkdukované AR jsou u spermii ovligmych
estrogeny patrné odchylky od hodnot kontrolnichrki&oVétSina chto statisticky vy-
znamnych rozdil neprokazuje zavislost na koncentraci, typu steraidlE pisobeni Cal
nebo natase, v kterém byly vzorky odebirany. Nicradreftici, Ze procento mysSich sper-
mii s dokorenou AR vziistalo s kapacitaim ¢asem u vSech koncentracich daného estro-
genu. Pro #tSi prikaznost vysledk by ale bylo nutné provést pokusy s nasgg&im opa-
kovanim.

Naproti tomu [2d et al. (2010) dokéazali signifikantnicinek estroget
(17B-estradiolu, estronu, estriolu a &7ethynylestradiolu) na AR indukovanou pomaoci
solubilizované ZP a Cal, kdy byl pet spermii po AR signifikantnvySsi ve vSech
experimentalnich skupinach. Jejich vysledky ze ZFRabindukované AR s\dci o tom, Ze
estrogeny maji skutaé fyziologické dinky na kapacitaci spermii. Spravné fyziologické
natasovani procéskapacitace a AR jedtezité pro usgsSnou fertilizaci (Nixoret al.

2006), ke kteréipurychleni tchto proced nemusi dochazet. Spermie, které plaji AR
prediasre, ztraci swj fertiliza¢ni potencial, nejsou schopny pronikat sémmulus

oophorus a vazat se na ZP.

Moje vysledky SDS-PAGE elektroforézy nam tapsly peswdcivé dikazy
o ovlivnéni probihajici kapacitace jednotlivymi estrogemptpze se neshoduje proteinové
zastoupeni u kontrolnich vzarlpouZzitych pro jednotlivé estrogeny. Vzorky sperprid
jednu SDS-PAGE elektroforézu, byly odebrany z jeganmySiho samce z inbredniho la-
boratorniho kmene BALB/c u daného typu estrogeamjpokus provéadia pouzetkrat.
Pokusy nebyly provedeny v dost&iém mnoZstvi a kvatit proto z vysledik nemizeme
vyvozovat zaury.

Tuto metodu pouzival i Viscondt al. (1995), ktery pro ziskani relevasfsich
vysledki pokusy zopakoval minimétrpetkrat s podobnymi vysledky.

U jednotlivych zdrojovych zwat byly po imunodetekci proteirpatrné velké vy-
kyvy p-Tyr proteiri v pribéhu kapacitacén vitro u kontrolnich i experimentalnich skupin

spermii. Toto mozné zkresleni vyslédkize byt zfisobeno Spatnou manipulaci se vzor-
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Ky spermii, které se pro hodnoceni pouzily (haegesnosti v nanosu vzarkchybné
oznaeni vzorki pii odbéru, chybou v pipetovani) nebo nedodrZzenim spravipélstupu
pii pouziti metody SDS — PAGE.

Nicmére mazemetici, Ze u spermii v ibéhu kapacitace k nastu p-Tyr docha-
zelo, protoze jsme detekovali pozitivni p-Tyr u@fiekych proteini o molekulové hmot-
nosti Mw v rozmezi 40-120 kDa u vSech pozorovangairki spermii. Vysledky Visconti
et al. (1995) prokazuji vrst p-Tyr u protei Mw v rozmezi 40-120 kDa v fibchu kapa-
citace a ufuji p95/116 hexokinazu (95 kDa) jako hlavni proteifosforylovanymi tyrozi-
ny na membrahmysSich spermii, ktery je neémny bthem inkubani periody. U mysi byly
popsany dalSi proteiny, u kterych dochazi k p-Tpribéhu kapacitace. Jsou to 2
chaperony - endoplasmin (erp99 — 52 kDa) a heatkshimtein 60 (hsp60 — 75 kDa), které
se vyskytuji na PM hlavky spermie. Aktivacidchto dvou proteifi, pomoci p-Tyr Bhem
kapacitace, dochazi ke sptritkonform&nich zneén usnadujicich sestaveni ZP recepto-
rového komplexu na povrchu spermie. Po rozpozn&aik: receptoit kapacitované
spermie s ligandy na ZP (Tulsiaatial. 1997) se spousti signalni draha vedouci
k depolymerizaci F-aktinu na G-aktin a tim se de&taM blize k OAM (Spungiet al.
1995), které po fuzi a formaci &1 umozni uvolgni slozek akrozému (Abou-haila &
Tulsiani 2009, Asquitlet al. 2004, Breitbartt al. 2005, Naz & Rajesh 2004). U lidskych
spermii jsou to ndjklad proteiny ERK-1 a ERK-2 (kinazy regulujici ettelularni signa-
ly), u kterych také probiha p-Tyr.

Je diskutabilni, zda iZeme povazovat signifikantni odchylky v mych vysliet
za pfikazné, protoze se @tginy koncentraci daného estrogenu objevuji nahadrez
zjevné zavislosti na koncentra¢gse kapacitace nebo na typu estrogenu, proto jeelze
nozna&ng tici, Ze estrogeny #ty vliv na pribéh kapacitace nebo AR.

Nicmére Izefici, Zze k utitému vyvoji p-Tyr proteif v pribéhu ¢asu dochazelo,
a Ze krond ¢asu 5 minut, kdy u experimentalnich skupin doslgkigeni AR, procento
mysSich spermii s dokéenou AR vzistalo s kapacitanim ¢asem u vSech koncentracich
daného estrogenu. Pro hodrigéin vysledky by byloieba pokusy s mySimi spermiemi

ovlivnénymi danymi koncentracemi estrogeropakovat vicekrat nez bylo provedeno .
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6. Zaver

Z kon&nych statistickych vysledkstudie vlivu vybranychifirodnich estrogen
17$-estradiolu, estronu, estriolu a syntetickéhadathynylestradiolu na kapacitaci my-
Sich spermiin vitro jsem z hodnoceni miry fosforylace protema tyrozinovych zbytcich
v hlavicce spermii neprokézala jednoZng koncentréni nebocasovy vliv €chto hormo-
ni. Zaznamenala jsme sice signifikantni odchylky odtkolnich hodnot, coz by mohlo
nazngovat, Ze spermie @auda epididymis na estrogeny reaguji. Krankonzistentniho
signifikantniho zvySeni procent p-Tyr spermii vedwnejvysSich koncentracich syntetic-
kého 17ea-ethynylestradiolu, kdy byl patrny vyragai trend u nejvysSich koncentraci
v pribéhu celé kapacitace a u 2 nejnizSich koncentragoksty 30 a 60 minutach kapaci-
tace se jedna spiSe o negnosti hodnoceni nebo variabilittl parveni, protoze ke kolisani
v nantienych hodnotach dochazi bez zjevné zavislostimaégtrogenu, jeho koncentraci
nebo na dok po kterou byly spermie kapacitovany.

Ze statistickych vysledku hodnoceni stavu akrozémygich spermii po Cal indu-
kované ARin vitro jsem zaznamenala u spermii oviagch 178-estradiolem a estronem
jisty trend, kdy dochazelo ve 30 minutach kapaeita@o pti minutovém gisobeni Cal
k dokorteni AR u statisticky vyznandmizsiho procenta spermii v porovnani s kontrolou,
kdy se pravépodobrt jednalo o pomalejSi nastup AR. DalSi statistiagygikantni od-
chylky od kontrolnich hodnot, které jsem zazname&nse¢ objevovaly nahoda bez zavis-
losti na koncentraci, typu steroidtase kapacitace nebo domisobeni Cal. Nicménize
konstatovat, Ze procento mysich spermii s dé&oau AR vzistalo s kapacitaim casem
u vSech koncentraci daného estrogenu.

Vysledky elektroforetického hodnoceni tyrozinovéftoylace z lyzatu celych
spermii nedokazuji ovlivmi probihajici kapacitace jednotlivymi estrogengtpze poku-
sy nebyly provedeny v dost&teem mnozstvi a kvalit Dochazelo ke Spatné manipulaci se
vzorky spermii, k nef@snosti v ndnosu vzakrknebo chybnému ozteni vzorki pri odbe-
ru.

Pri ziskavani vysledkk této diplomové praci jsem si osvojila pouZiviatiora-
tornich metod spojenych s technikarfipppavy spermii pran vitro oplozeni, a to kapacita-
ci mySich spermiin vitro nebo indukci AR za pouziti Cal u mySich spermwitro, dale
fluorescekini barveni a metodu SDS-PAGE s naslednou imunocigbeéteiri.
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