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Abstrakt

Proces kapacitace a akrozomadlni reakce (AR) spermie jsou velmi dynamické déje
nezbytné pro oplozeni, kterych se tGcastni mimo jiné i cytoskeletdlni proteiny v hlavicce
spermie. Studium distribuce aktinu, spektrinu a o-tubulinu v hlaviéce zastupci savcich
spermii ukazala, ze pied a po AR dochazi ke zménam v distribuci cytoskeletalnich struktur v
hlavickdch spermii vSech zastupcii a to zejména v apikdlni Casti akrozomu, ale také v
ekvatorialni a postakrozomalni oblasti hlavicky spermie. Zejména dobie prostudovany
aktinovy cytoskelet hraje dulezitou ulohu jak v pribéhu kapacitace, tak pted i po AR

Estrogeny vnéj$iho prostfedi mohou interferovat s funkci endogennich hormonti i ve
velmi nizkych koncentracich. Mohou iniciovat interakce se specifickymi receptory a tim
ovliviiovat signdlni drahy vedouci ke kapacitaci a AR spermii. Uginek 17p-estradiolu,
estronu, estriolu a 17a-ethynylestadiolu byl hodnocen podle miry tyrozinové fosforylace a
stavu akrozomu béhem in vitro kapacitace v hlavicce spermie. Ukazalo se, ze estrogeny
vyrazné stimuluji proces kapacitace v zavislosti na jejich koncentraci. Estrogeny také snizuji
pocet spermii, které prochazeji indukovanou AR. ZvysSeni koncentrace estrogenti v pfirodnim
prostifedi mlZe predstavovat potencialni riziko ve zménach mechanizmi vedoucich ke
schopnosti spermii oplodnit vaji¢ko. Uginek estrogenu byl nasledné studovan in vivo. Mysi
byli vystaveni 17p-estradiolem o koncentraci 20ng/ml. Pokusy vedly k pfed¢asné kapacitaci
mysSich spermii s moZnym negativnim dopadem na schopnost reprodukce spermii
Vv reprodukénim traktu samice. Tento jev je zejména zpisobeny zvySenim fosforylace proteint
hlavicky spermie a pfed¢asnym piivodem vapenatych ionti do cytoplasmy.

Nedavno bylo u mysSi prokdzano, Ze spermie prochdzi AR jiz priichodem pies
kumularni buiiky a spermie po AR maji schopnost se vazat na zona pellucida a nasledné
oplodnit vajicko. Otazkou zustava, zda k relokalizaci Izumo dochézi béhem spontanni AR
podobné jako béhem indukované AR. Vysledky ukazuji, ze k relokalizaci Izumo béhem
spontanni AR dochazi, a to z akrozomalni membrany do ekvatoridlni (oblast flize spermie
s vajickem) a postakrozomalni oblasti hlavicky spermie. Tato relokalizace je shodna
s dynamikou Izumo pfi indukované AR. Vysledky ukazuji, Ze mysi spermie po spontanni AR
maji stejnou schopnost oplozeni jako spermie po indukované AR. To miiZze piedstavovat
unikatni mechanismus urychleni procesu oplozeni zejména ve velmi promiskuitnim prostedi

pod selekénim tlakem intra-specifické kompetice spermii urcitych hlodavct.



Abstract

The process of sperm capacitation and acrosome reaction (AR) are highly dynamic
processes essential for the fertilization, including cytoskeleton proteins in the sperm head. The
study of the distribution of actin, spectrin and o-tubulin in the head of representative
mammalian sperm indicates that before and after the AR there were changes in the
distribution of the cytoskeleton structures in the sperm head of all representatives, mainly in
the apical part of the acrosome, but also in the equatorial and postacrosome part of the sperm
head. The particularly well-studied actin cytoskeleton plays an important role during the
capacitation and before and after the AR. Environmental estrogens can interfere with the
function of endogenous hormones in very low concentrations. They can interact with specific
receptors affecting several signalling pathways leading to sperm capacitation and AR. The
effect of 17p-estradiol, estrone, estriol and synthetic 17a-ethynylestradiol was evaluated by
the ratio of tyrosine phosphorylation and the state of the acrosome during in vitro capacitation
in the sperm head. This study has provided the evidence that estrogens significantly stimulate
capacitation progress in a concentration-dependent manner. Estrogens decrease number of
sperm after the induced AR too. The raising concentration of estrogens in the environment
may represent a potential risk in altering certain mechanisms contributing to the fertilizing
capability of sperm. The effect of estrogen effect was subsequently studied in vivo. Mice were
exposed to 17B-estradiol at the concentration of 20ng/ml. The exposition of sperm to 17(3-
estradiol caused premature mouse sperm capacitation with a potential negative impact on the
sperm reproductive fitness in the female reproductive tract. This effect is mainly caused by
hyperphosphorylation of sperm proteins and premature calcium influx.

It has been recently shown in mice that sperm undergo AR by passing through cumulus
cells and sperm after AR have the ability to bind to zona pellucida, and consequently fertilize
the egg. The question was whether the relocation of Izumo happens during spontaneous AR
as in sperm with induced AR. Results show that during spontaneous AR there is a clear Izumo
relocation from the acrosomal membrane to the equatorial (sperm-egg fusion region) and
post-acrosomal segment. This relocation is consistent with the dynamics of Izumo during
induced AR. Therefore it can be concluded that mouse spontaneously acrosome reacted sperm
have same fertilizing potential as those after induced AR. Moreover, this may represent a
unique mechanism how to accelerate the fertilizing process in a highly promiscuous

environment under selective pressure of intra-specific sperm competition of specific rodents.
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1 Uvod

1.1. Kapacitace a tyrozinova fosforylace

1.1.1. Signalni drahy vedouci k tyrozinové fosforylaci a kapacitaci spermie

Molekularni mechanizmy oplozeni savci zahrnujici mechanizmy interakce spermie-
vajicko a intracelularni i extracelularni zmény probihajici v obou gametach jsou stale
pfedmétem studia mnoha vyzkumnych tymda.

K uspéSnému oplozeni vajicka spermii u savci vede nckolik krok probihajici
v sam¢im oviduktu. Ty zahrnuji vazbu spermie k zona pellucida (ZP), proces akrozomalni
reakce (AR), prichod spermie pies ZP a fizi spermie s oolemou vajicka (Yanagimachi 1994).
Sav¢i spermie, které jsou uvolnény do reprodukéniho traktu samice, nejsou schopny oplozeni.
Proto, aby k oplozeni doslo, prochazi spermie celou fadou biochemickych zmén a funkénich
modifikaci, nazyvajicich se kapacitace, ktera probiha v reprodukénim traktu samice in vivo
(Chang 1951; Austin 1952; Abou-haila & Tulsiani 2009), zejména pusobenim slozek
ovikuktalni tekutiny.

Spermie odebrané z cauda epididymis nebo po ejakulaci, mohou plné kapacitovat také
in vitro, pokud jsou inkubovany ve vhodném médiu. Proces kapacitace zahrnuje aktivaci
iontovych kanald, externalizaci membranovych receptord, zmény perifernich membranovych
faktor (Fraser 1989), zmény v lipidovém slozeni membrany, zménu fluidity membrany,
tvorbu reaktivnich kyslikovych radikalt (Aitken 1995), zmény v intracelularnim sloZeni iontl
spermie, zménu jeji motility (Yanagimachi, 1994) i zvySeni intracelularniho cAMP (Fraser
1990) a tyrozinové fosforylace (TyrP), (Visconti et al. 1995 I). V pribéhu kapacitace dochazi
sice k velice malym zménam v celkovém mnozstvi fosfolipidi plazmatické membrany
spermie, ale méni se distribuce lipidii vnéj$i a vnitini vrstvy plazmatické membrany
(Yanagimachi 1994; Kawano et al. 2011). Kompletni molekularni zmény vedouci ke
schopnosti spermie oplodnit vajicko nejsou vSak stale dosud znamé. Béhem kapacitace
dochazi k hyperpolarizaci plazmatické membrany spermie, ktera reguluje schopnost spermie
generovat prechodné zvyieni Ca®*, vedouci ke schopnosti spermie iniciovat exocytdzu
(indukovat AR) béhem pozdé¢jsiho kontaktu se ZP. Hyperpolarizace membrany spermie
behem kapacitace je dostatecnd pro aktivaci a prechod napétoveé ovladanych Ca®* kanald do

uzavieného stavu, ktery mohou zménit ve stav otevieny béhem oplozeni. U spermii, které



neprosly kapacitaci tyto kanaly nejsou aktivni, k AR nedochazi. U mysich spermii dochézi
béhem kapacitace k hyperpolarizaci od 40mV do 70mV (Arnoult et al. 1999).

Studium vhodného inkuba¢niho média pro in vitro pokusy ukazalo, ze bovinni sérum
albumin (BSA), Ca** a NaHCO; jsou nezbytné pro to, aby spermie ziskané z cauda
epididymis mohly projit kompletnim procesem kapacitace (Fraser 1987; Neill & Olds-Clarke
1987; Visconti et al. 1995 I). Bylo také prokazano, Ze se stavem kapacitace spermii koreluje
mira TyrP a to prostifednictvim proteinti o molekulové hmotnosti 40 az 120 kDa. V prub¢hu
kapacitace dochazi k Casové zavislému zvySeni TyrP proteini a dosahuje maxima po 90
minutach kapacitace (Visconti et al. 1995 II). TyrP tak piedstavuje dilezity regulaéni systém,
ktery maze ovliviiovat déje vedouci ke kapacitaci spermii (Visconti et al. 1995 I). Otazkou
zustava, jaké signalni dréhy ovliviiuji zvySeni TyrP a drahy, které vedou k findlni fazi
kapacitace. Mira TyrP je sice spojovana se stavem kapacitace, ale pouze reprezentuje dilezity
krok v signalnich drahach vedouci ke kapacitaci a AR (Emiliozzi & Fenichel 1997).

BSA hraje dilezitou roli v extracelularnim odlivu cholesterolu z plazmatické
membrany spermie (Davis 1976, 1980), ktery vede ke zméné membranové fluidity a
permeability k Ca?* (Singh et al. 1978), a/nebo HCO; (Okamura et al. 1988). Vyzralé
spermie jsou termindlné diferencované a specializované bunky, které postradaji hlavni
transkripéni a translaéni aktivitu. Proto jsou u nich vyznamné posttranslacni upravy jako
napiiklad fosforylace ¢i defosforylace proteini regulujici dalezité procesy spermie
(kapacitace, hyperaktivni motilita a AR) potiebné pro proces oplozeni. Kromé Ser/Thr
fosforylace hraje velmi dulezitou tlohu TyrP, kterd je dulezitym ukazatelem probihajici
signalni transdukce spermie (Visconti et al. 1995 I). K TyrP dochazi jak v cytosolu, na
povrchu hlavi¢ky spermie, tak v bi¢iku. Tyrozinkindzy je moZzné rozd¢lit do dvou skupin, na
receptorové tyrozinkinazy (RTKS) a nereceptorové protein tyrozinkinazy (PTKS),
lokalizované volné v cytosolu, jadfe ¢i vazand k cytosolové strané plasmatické membrany
(Fischer et al. 1998). Proces kapacitace a AR je regulovan n¢€kolika vzajemné propojenymi
signalnimi drahami. Hlavnim regulatorem TyrP je cAMP/PKA signalizace (obr. 1), ktera je
aktivovana uvolnénim cholesterolu z plazmatické membrany spermie (Visconti et al. 1999).
Zmény v permeabilité¢ membrany a s ni souvisejici zména intracelularni koncentrace Ca** a
HCOj iontd aktivuji enzym adenylatcyklazu. Vysledkem je tvorba cyklického AMP (cAMP)
a aktivita cAMP-dependentni proteinkinazy A (PKA) vedouci k aktivaci tyrozinkinaz

(Visconti et al. 1995 II). Vysledkem tohoto signalu je aktivace TyrP nebo muze dojit



k aktivaci fosfoproteinfosfataz . Inhibice CAMP fosfodieterazové aktivity nebo analogi CAMP
u mysi in vitro urychluje kapacitaci spermii (Fraser 1979, 1981).
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Obr. 1. Signalni drahy vedouci ke kapacitaci a AR probihajici v hlavi¢ce spermie.

Vzajemny vztah mezi tyrozinkindzou/fosfatazou a signalni drahou vedouci k PKA popsal
Visconti et al. 199511. Blokovanim aktivity PKA inhibitory byl zjistén jeji vliv na TyrP i
kapacitaci. PKA hraje dileZitou tlohu v regulaci téchto dvou déja. Priliv Ca?" jontii mize ale
také aktivovat cyklickou nukleotid fosfodiesterazu a zabranit dal$i aktivaci signdlni drahy
(Visconti et al. 1995 Il). Takto aktivovana signalni draha se nachazi u vétsiny sav¢ich spermii.
Ve spermiich mnoha druhti savci byla dokdzdna pfitomnost nejen cytosolovych
proteintyrozinkinaz (PTKS), ale také receptorovych tyrozinkinaz (RTKS), vazanych
v plazmatické membran¢ spermie. Tyto kinazy a jejich nasledné signalni drahy jsou
aktivované estrogen vazajicimi estrogennimi receptory ERa a ERp, pifipadné G protein
vazajicimi receptory (GPR30), (Thomas et al. 2005). Oba typy receptori zprostiedkovavaji
rychlou negenomovou signalni odezvu na estrogeny (viz kapitola 1.3.). U mysi, ¢lovéka,
kralika a potkana byla identifikovana receptorovéa tyrozinkindza epidermalniho rlstového
faktoru (EGFR), (Naz & Ahmad 1992), ktera po vazb¢ ligandu spousti signalni drahu pftes
aktivaci Ras, ktera stimuluje Ser/Thr kinazu Raf (protein urychlujici rust fibrosarkomu). Raf
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fosforyluje a aktivuje MEK (mitogen-extracelularni kinaza) a vysledkem této signalni drahy
je fosforylace (extracelularni signal-regulujici protein kinaza) ERK1 a ERK2 (MAPK
p44/p42 -proteinkinaza aktivujici mitogen), (Nixon et al. 2010) a nasledné TyrP. Inhibice
ERKZ1, 2 vede k zablokovani TyrP vedouci ke kapacitaci. Regulace in vitro této signalni drahy
u mys$i ukazala také jeji dulezitou tlohu pro kapacitaci a roli ERK v modifikaci povrchu
spermie, dulezitou pro proces oplozeni (Nixon et al. 2010).

Jednim z prvnich vyzkumd, ktery ukazal souvislost mezi TyrP a schopnosti spermie
oplodnit vajicko byla prace Ecroyd et al. 2003. Tato studie detekovala protein tepelného Soku
(HSP-90) fosforylovany na tyrozinech, ktery je jeden z hlavnich cild signalni drahy béhem
kapacitace. Fosforylace tohoto proteinu byla detekovana u mysi, potkana i clovéka. Asquith et
al. 2004 ukazuji, ze TyrP hraje dilezitou roli také v pietvafeni povrchu spermie, a ukazuji
podobnou souvislost mezi TyrP a schopnosti spermie oplodnit vaji¢ko. TyrP bcéhem
kapacitace aktivuje povrchové chaperony, vyvolava jejich konformaéni zmény usnadiujici
tvorbu funk¢nich receptori pro rozpoznani a interakci spermie-ZP na povrchu savéich
spermii. Cilem této TyrP byly prokazany naptiklad proteiny endoplasmin a HSP-60, pfitomné
na povrchu mysich spermii (Asquith et al. 2004). Dulezitost TyrP téchto proteinii ukazal
pokus inhibice TyrP inkubaci spermii v médiu bez NaHCO3, K vazbé spermie k ZP nedoslo.
Dalsimi proteiny, u kterych byla detekovana TyrP byly: protein obsahujici valosin (VCP),
homolog SNARE-interagujici fuzni protein senzitivni k N-ethylmaleimidu (NSF), a dva
¢lenové A kinaza-kotvici proteinové rodiny (AKAP), (Ficarro et al. 2003). Izolaci dvou ZP
vazajicich proteini o molekulové hmotnosti 35 a 46 kDa z plazmatické membrany
kapacitovanych kancich spermii bylo zjiSténo, Ze také tyto proteiny jsou fosforylované na
tyrozinech. Tato TyrP ale nebyla nalezena u Cerstvé ejakulovanych spermii, coz znamena, ze
TyrP vede také k aktivaci ZP vazajicich proteint (Flesch 2001).

Proces kapacitace nezahrnuje pouze intracelularni zmény, ale také zmény na povrchu
ejakulovanych spermii jest¢ pied kapacitaci spermie. Zde dochézi k odstranéni proteintii
seminalni plazmy (dekapacitacnich faktorti, akrozom stabilizujicich faktorii, glykoproteint,
inhibitoru akrozinu) adsorbovanych na povrchu spermii, dale k modifikaci a reorganizaci
molekul na povrchu plazmatické membrany (Jones 1989). Uvolnované povrchové
dekapacitacni faktory jsou produkované nadvarlaty a sam¢imi pfidavnymi organy. Po navratu
téchto faktorti do suspenze spermii v pokusu in vitro bylo prokazano potlaceni kapacita¢nich
déjii véetné moznosti projit progesteronem indukovanou AR a vazat se k ZP (Nixon et al.
2006). Také piitomnost vysoké koncentrace cholesterolu v seminalni plasmé, ktera udrzuje
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vysokou koncentraci cholesterolu v plazmatické membrané spermie, je dilezitym faktorem
v inhibici kapacitace (Cross 1996).

K TyrP nedochazi béhem kapacitace pouze v hlaviéce spermie, ale také v oblasti
bi¢iku. V prabéhu kapacitace dochazi ke zméné motility spermie (Neill & Olds Clarke 1987,
Olds Clarke 1990). Dulezitou roli v této zmén¢ hraje CAMP a signalni drahy vedouci k TyrP
(Tash & Means 1983). Byla nalezena souvislost mezi TyrP v pribéhu kapacitace a
hyperaktivni pohyblivosti spermii (Vijayaraghavan et al. 1997; Si & Okuno 1999; Holt &
Harrison 2002; Mariappa et al. 2006). Hyperaktivni razovy pohyb bi¢iku spermie je nezbytny
pro prichod spermie pfes kumularni buiky, vazbu k ZP a také umoznuje AR (Katz &
Drobniz 1990).

1.1.2. Mechanizmus indukované akrozomalni rekce

Spermie, kterd prosla kompletnim procesem kapacitace ma schopnost rozpoznani a
vazby k ZP a oplozeni. K tomu, aby spermie mohla projit ZP a oplodnit vajicko, musi projit
AR, slozitym procesem zahrnujici aktivaci signalnich drah a zmén v intracelularnim iontovém
slozeni spermie, vedouci k AR, exocytdze akrozomalniho vacku, ktery se nachazi v anteriorni
casti hlavicky spermie. Spermie s intaktnim akrozomem se vaze k ZP apikalni c&ésti
plazmatické membrany (Fazeli et al. 1997).

V procesu AR hraje velkou ulohu aktinovy cytoskelet, ktery se nachdzi v hlavicce
spermie (Brener et al. 2003). Pritomnost aktinu v bi¢iku souvisi s regulaci motility spermie
(Lin et al. 2002). Polymerace aktinu je nezbytna pro inkorporaci spermie do cytosolu vajicka
(Sanchez-Gutierrez et al. 2002), také pro dekondenzaci jadra spermie. Mira aktinové
polymerace pozitivn¢ koreluje s kapacitaci spermii a to u riznych druht savcu (Dvorakova et
al. 2005). Proces vedouci ke kapacitaci zahrnuje nckolik slozek, které pravdépodobné
moduluji provdzanost mezi vné€j$i akrozomalni membranou a plazmatickou membranou
spermie. Déje souvisejici s AR jsou aktivovany vazbou spermie k ZP vajicka. U mySovitych
hlodavca ZP obsahuje tii proteiny ZP1, ZP2, ZP3 o molekulové hmotnosti 200,000 (ZP1),
120,000 (ZP2), and 83,000 (ZP3) a tyto proteiny tvofi piiblizné 17% ze vSech proteini ZP
(Bleil & Wassarman 1980). Protein ZP3 zprostiedkovava primarni vazbu spermie-vajicko,
ZP2 sekundarni vazbu a ZP1 tvoii spojniky mezi ZP3 a ZP2. U vétSiny savci se predpoklada,
7e se spermie vaze k ZP pies specifické receptory, vazané v anteriorni oblasti hlavicky

spermie. Tato vazba aktivuje signdlni drahy vedouci k AR, pii kterych dochazi k fizi vnéjsi
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akrozomalni membrany a plazmatické membrany spermie (Yanagimachi 1994).
Fyziologickym induktorem AR muze byt také progesteron (Garcia & Meizel 1999; Kirkman-
Brown et al. 2002), ktery vazbou na receptory pro progesteron, aktivuje shodny pfiliv Ca*
iont do cytosolu spermie, podobn¢ jako u indukce ZP (Garcia & Meizel 1999). ZP aktivuje
signalni drahu vedouci k AR pfes receptory spojené s G proteiny (O’ Toole et al. 2000), které
aktivuji fosfolipazu C (PLC) B1 nebo pfes receptorové fosfotyrozinkinazy aktivujici PLC Y.
G proteiny aktivuji zejména signalni drahu cAMP/PKA, ale znamé jsou také dalsi signalni
drahy vedouci k aktivaci Ser/Thr a Tyr kinaz. PKA aktivuje otevieni nap&tové zavislych Ca*
kanalii a umoziiuje tok Ca®* jontd z akrozomélni membrany do cytosolu (obr. 2). Takto
zvysend koncentrace Ca” dale aktivuje protein kinazu C (PKC) y (Kopf 2002; Roldan 1998).
Produktem hydrolyzy fosfatidylinositol bisfosfatu (PIP2) touto proteinkinazou je
diacylglycerol (DAG) a inositol-trisfosfat (IP3) umoziujici aktivaci a translokaci PKC
k plazmatické membrang. Vysledkem je otevieni nap&tové zavislych Ca®* kanali na
plazmatické membran¢ a tim umoznéni druhého zvysSeni koncentrace téchto iontd v cytosolu,
souvisejici s AR (Walensky & Snyder 1995).

Egg
Zona peliucida

ZP3 ZP3
H* CCE Ca? Ca?

Sperm plasma

membrane f
Ca? Na* Ca?* ATP P, + ADP 3 Na*
\

Outer acrosomal
membrane

X ¥
[Ca*])

Intra-acrosomal space

Obr.2. Molekularni interakce probihajici béhem AR (Breitbart & Naor 1999).
Fosfolipaza C (PLC), proteinkinaza C (PKC), adenylatcyklaza (AC), diacylglycerol (DAG), fosfatidylinositol
4,5-bisfosfat (PIP2), inositol-trifosfat (IP3), proteinkinaza A (PKA), tyrozin kinaza (TK), receptor spojeny s G
proteinem (R, Gi).
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Takto zvySend koncentrace Ca?* aktivuje aktin véazajici proteiny a vede
k depolymerizaci aktinového cytoskeletu a kontaktu a fizi membran a uvolnéni obsahu
akrozomu. DAG hraje jest¢ dalsi roli a to v aktivaci fosfolipazy A2 (PLA2) a fofatidylcholin
specifické PLC. Produktem aktivace PLA2 je arachidonova kyselina a lysofosfolipidy,
dilezité latky regulujici fiizi membran. (Roldan 1998; De Blas et al. 2002). Receptory vazajici
ZP aktivuji také otevieni Na* /H* vyméniku vedouci k alkalizaci cytosolu. Zvyseni pH a ca®*
iontl vede k fuzi vnéj$i akrozomalni membrany a plazmatické membrany spermie a vede
k AR (Kopf 2002). AR mtize byt také indukovana in vitro, pomoci kalcium ionoforu (Cal),
ktery aktivuje intracelularni zvy3eni Ca** iontd vyménou Ca** za 2H" (Spungin et al. 1995).
Béhem takto indukované AR Cal sice obchazi klasickou signdlni drdhu vedouci
k intracelularnimu zvyseni Ca®*, ale vysledna AR je morfologicky shodna s AR indukovanou
ZP. Pokud jsou v pokusu in vitro G proteiny inhibovany (pertussis toxinem) je zablokovana
ZP indukovana AR, ne viak Cal indukovana. Z vysledku pokusu vyplyva, Ze zvyieni Ca®* u
fyziologicky indukované AR je zavislé na signalni draze vedouci od G proteinil, nejedné se 0
nezavisly déj (Endo et al. 1987).

Béhem procesu kapacitace a AR hraje dualezitou roli remodelace aktinového
cytoskeletu. V prabéhu kapacitace u byka, berana, mysi a ¢lovéka dochazi k ¢asové zavislému
zvySeni aktivace polymerace aktinu, spusténi AR ptfedchazi jeho rychla depolymerace.
Faktory, které podporuji kapacitaci jako naptiklad NaHCO3z;, cAMP, EGF (epidermalni
rustovy faktor), HyO,, zvySuji polymerizaci aktinu, naopak inhibice tyrozinkindz této
polymerizaci zabranuji. Aktinovd polymerace je proto duleZitym regulatorem kapacitace,
depolymerace umozniuje AR spermie (Brener 2003). Béhem kapacitace PKA aktivuje PKC,
spoleéné aktivuji fosfolipazu D (PLD) a tim drahu vedouci k polymerizaci aktinu. Tato
polymerace je proto ptimo zavisla na aktivit¢ PKA. Zaroven PKA aktivuje fosfatidylinositol
4-kinazu a umoznuje produkci fosfatidylinositol 4,5 bisfosfatu, kofaktoru, ktery umoznuje
dalsi aktivaci PLD. PKA béhem kapacitace zaroven inaktivuje fosfolipazu C (PLC) a tim
brani dalsi aktivaci PKC. PKA podporuje kapacitaci, zatim co ¢asnd aktivace PKC by tento
proces ohrozila (Breitbart et al. 2006). Tyto d&je jsou zavislé na aktivaci TyrP, TyrP a
polymerace aktinu jsou dé&je, které spolu souviseji a spolecné vedou ke kapacitaci spermie a
AR (obr. 1).

Specifické ZP vazajici receptory (ZPBP), vazané v anteriorni oblasti havi¢ky spermie
byly u mysi detekovany jako sp56 protein vazajici ZP3 protein ZP (Bleil Wassarman 1990;
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Bookbinder et al. 1995), podobné byly u mysi detekovany ZPBP1/sp38 a jeho paralog
ZPBP2. ZPBP1 knock-out mysi byly sterilni, zatimco ZPBP2 knock-out samci méli snizenou
plodnost. Ztrata ZP vazajicich proteinti vykazovala morfologické zmény akrozoému i hlavicky
spermie i defekty seminifernich tubult. Z vysledkt vyplyva, Ze tyto proteiny hraji dulezitou
roli béhem spermiogeneze (Lin et al. 2007).

Béhem fuze vnéjsi akrozomdalni membrany a plazmatické membrany spermie se
synchronn¢é formuji stovky faznich mist, které zajist'uji uvolnéni celého obsahu akrozému.
(Barros et al. 1967; Zanetti & Mayorga 2009). Po fizi membran se vnéj$§imu prostiedi
oteviraji nové struktury vazajici se na vnitini akrozomalni membran¢ spermie, které se stavaji
piistupné molekulam plazmatické membrany vajicka a Gcastni se fize spermie s vajickem
(Florman et al. 2008; Harper et al. 2008). V praci o roli akrozomalni matrix Buffone et al.
2008 ukazuji, Ze akrozém se nenachazi pouze ve stavu intaktnim nebo uvolnéném. Pomoci
transmisni elektronové mikroskopie lidskych spermii prochazejicich akrozomalni exocyt6zou
identifikovali Sest stadii, pouze jeden ukazoval ztratu materidlu akrozomalni matrix.

V procesu oplozeni, spermie neprochdzi pouze ZP, ale nejprve extraceluldrnim

plastém vajic¢ka, vrstvou kumularnich bunék (cumulus oophorus), (obr. 3).
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Obr. 3. Postup akrozomalni reakce u mysi (Avella & Dean 2011). Vnéjsi akrozomalni membrana (OAM),

vnitini akrozomalni membrana (IAM)

V roce 1984 Kuzan et al. provedli pokus, pii kterém béhem oplozeni vajicka kralika
odebrali spermie zachycené v perivitelinnim prostoru, a pfidali je k neoplozenym vajicktm.
24% téchto vajicek bylo oplozeno a osm z nich dosahlo stadia dvou bunék. Byl to prvni pokus
uspésného oplozeni in vitro, ktery ukazal moznost, ze spermie po AR jsou schopny oplozeni
vajicka s kumularnimi bunikami 1 s ZP. Béhem studia oplozeni u mysich spermii bylo také
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dokézano, i kdyz mnohem pozdéji, Ze k AR u téchto spermii dochazi jesté pred tim, nez
spermie dosahne ZP, a to béhem prichodu spermii vrstvou kumularnich bunék (obr. 3). AR u
mysi muze skutecné probihat na ZP, ale jedna se spiSe V soucasném svétle 0 vyjimku nez
pravidlo (Jin et al. 2011).

Podobny pokus jako Kuzan et al. 1984 provedli Inoue et al. 2011 na mysi. Oplozeni u
CD9-null mysi neni mozné, protoze oolema vajicka neni schopna fiize se spermiemi. V tomto
piipadé spermie prochazeji pies vrstvu kumularnich bun€k 1 ZP, ale zlistavaji akumulovany
Vv perivitelnnim prostoru, K fuzi nedochazi. Inoue et al. 2011 v pokusu ukazali, Ze tyto
spermie izolované z perivitelinniho prostoru jsou schopny opét projit pies vrstvu kumularnich
bunék a ZP, oplodnit vaji¢ko mysi divokého typu (WT) a po nasledném embryotransferu dat
zdravé a fertilni potomstvo. Pokus dokazal, ze mysi spermie, které projdou AR pied
kontaktem se ZP, jsou stale schopny projit pies ZP a oplodnit vajicko.

Zpusob, jak jsou spermie schopny po AR projit pfes kumularni buriky a ZP neni dosud
pln¢ znamy. Detekce akrozinu monoklonalni protilaitkou na ejakulovanych krali¢ich
spermiich ukazala, Ze akrozin ziistdva na povrchu spermii po AR po dlouhou dobu a u spermii
izolovanych z perivitelinniho prostoru je detekovan v oblasti ekvatorialniho regionu a
postakrozomalni oblasti. Akumulace zbytku akrozinu po AR na povrchu spermie miiZze byt
jedna z moznosti, ktera pomaha spermii dostat se k oolem¢ vajicka. (Valdivia & Barros
1997).

1.1.3. Spontanni akrozomdlni reakce

Akrozomalni reakce je indukovana nejen vazbou spermie k ZP nebo b&hem priichodu
spermii pies vrstvu kumularnich bunék, ale také mulZe probihat spontdnné. Ptesny
mechanizmus spontanni (rychlé¢) AR neni dosud znamy, i kdyz byly navrzeny urcité teorie.
Spermie po spontanni AR byly dosud povazovany za defektni, neschopné oplozeni (Inoue et
al. 2003). Vroce 1992 provedli Naito et al. pokus oplozeni mysich vajicek bez ZP.
Vysledkem byl normalni prubéh oplozeni, oplozeno bylo 79% ze 151vajicek, vétsina z nich se
vyvinula do blastocysty. Po transferu blastocyst do recipientnich matek se narodila zdrava
mlad’ata, coz znamena, ze embrya vzniklda za danych experimentalnich podminek byla
schopna normalniho vyvoje. Pokud je skutecné pro uspésné oplozeni vajicka spermii dilezité,
aby spermie prosSla AR, z pokusu vyplyva, ze doSlo k oplozeni spermiemi, které proSly
spontanni AR v médiu nebo na povrchu oolemy vajicka. Tyto spermie jsou vSak schopny
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produkovat zdravé potomstvo. Za integritu akrozému je pravdépodobné zodpovédny CD46
(membranovy proteinovy kofaktor), ktery je exprimovan na membrané¢ akrozoému mySich
spermii. Disrupci CD46 nebyla sniZena reprodukéni schopnost samct téchto knock-out mysi,
ale naopak se rodilo vice mlad’at ve vrhu oproti kontrole. Jediny rozdil, ktery byl u spermii
téchto CD46 knock-out mys$i pozorovan byl, ze spermie téchto samct vykazovaly zvySenou
miru spontanni AR (Inoue et al. 2003).

U zastupct mySovitych hlodavet rodu Apodemus (4. sylvaticus, A. flavicollis a A.
microps) oproti mySi domaci Mus musculus nebo laboratorniho kmene mys$i BALB/c bylo
prokazané vysoké procento spermii, které prochazeji spontanni AR (obr. 4). U promiskuitnich
druhti toto procento stoupa az na 60% v 60 min kapacitace in vitro (Moore et al. 2002; Inoue
et al. 2003; Johnson et al. 2007; Clift et al. 2009). Pravdépodobnym diivodem urychleni AR u

mysic je pravé absence exprese CD46 proteinu.
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Obr. 4. Mira spontanni AR u mysovitych hlodavcei (Johnson et al. 2007). Vyssi mira spontanni AR byla

detekovana u tif mysic rodu Apodemus v porovnani s mysi domaci (Mus mutulus) a laboratorni mysi BALB/c.

U mySic neni CD46 exprimovan ani v testis ani v epididymis. Piesto spermie téchto
mysi nevykazuji zmény ve spermatogenezi ani pii uspeéSnosti oplozeni. U mysSic,
nepiitomnost CD46 poskytuje strategii zvySené konkurencni vyhody jedince, kterd vede k
rychlej§imu oplozeni vysoce promiskuitnich mysi (Johnson et al. 2007; Clift et al. 2009).
CD46 knock-out BALB/c mys je tak fenotypové shodna s mysSici, kde CD46 neni
translatovan. Z téchto vysledki vyplyva, ze mysi s rozdilnou expresi CD46 vykazuji odliSnou
rychlost AR (Johnson et al. 2007). Mechanizmus urychleni této AR neni vSak dosud znamy.
CD46 je lokalizovan na akrozomalni membrané, neni to vSak oblast, ktera by se pfimo
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ucastnila procesu AR. Chybéjici CD46 v akrozomdlni membrané by mohl ovliviiovat
distribuci membranovych proteint, které asociuji s CD46 (Inoue et al. 2003). Takovymi
proteiny muze byt B1 integrin nebo tetraspaniny, u kterych bylo dokdzéano, ze s CD46 asociuji
(Lozahic et al. 2000). Disrupce CD46 pravdépodobné méni chovani iontovych kanald,
dochdzi ke zméndm iontového slozeni véapenatych iontli a spusSténi spontanni AR. Bylo
prokazano, ze CD46 asociuje s nékterymi kindzami (Erk1/2, MAPK, které se ucastni AR),
bud’ piimo ¢i nepiimo pfes molekuly integrini, dilezitou roli mize hrat také reorganizace
aktinu (Zaffran et al. 2001; Almog et al. 2008). Protein CD46 se pravdépodobné ucastni
signalni drahy vedouci ke spusténi AR. Selhani exprese CD46 miize pozménit intraceluldrni
signalizaci a narusit akrozomalni region. Spontanni AR muze proto byt d¢j fyziologicky, ke
kterému dochazi ptirozenou cestou v souvislosti s kapacitaci spermie (Kim et al. 2001)

V soucasné dobé jsou stale hledany latky, které by pozitivné ovliviiovaly kvalitu
spermii zejména u Clovéka. Mezi latky, které mohou regulovat kapacitaci i AR, byly
prokazany: cathine, norephedrine, adrenaline a noradrenaline. Tyto latky mohou urychlovat
kapacitaci, inhibovat spontanni AR spermii a tim zvySovat jejich fertilitu (Adeoya-Osiguwa &
Fraser 2004). Dalsi zkoumanou latkou byl TCP-11 (T-complex protein 11), produkt mysiho
t-komplex genu, ktery muze regulovat funkci spermie, hraje roli ve stimulaci kapacitace a
zarovenl inhibuje spontanni AR. TCP-11 byl nalezen na povrchu maturovanych mysich
spermii z cauda epididymis, naopak chybi u spermii po AR. TCP-11 je receptorem pro FPP
(fertilizaci podporujici peptid; pGlu-Glu-ProNH2), spole¢né aktivuji adenylatcyklaza/cAMP
signalni drahu a podporuji kapacitaci (Fraser et al. 197).

1.2. Cytoskeletalni funkce a organizace spermie

Spermie ma vysoce specializovanou cytoskeletdlni organizaci, ktera koreluje
s odliSnou povrchovou specializaci spermie. Cytoskeletdlni proteiny v zavislosti na své
distribuci ovliviyji jednotlivé funkce spermie, zejména kapacitaci a AR (Brener et al. 2003).
Mikroskopické studie potvrdily zménu v rozlozeni struktur aktinu, spektrinu a tubulinu po AR
a pokusy s cytoskeletalnimi inhibitory tyto déje vyznamné ovlivnily (Dvorakova et al. 2001;
Brener et al. 2003). Krom¢ aktinového cytoskeletu jsou funkce jednotlivych slozek
cytoskeletu spermie velmi malo prostudované, jejich souhrnna lokalizace v hlavi¢ce spermie

v literatufe témet zcela chybi.
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Cytoskeletalni struktury se v hlavi¢ce spermie nachdzi zejména mezi plazmatickou
membranou a vnéjsi akrozomalni membranou, v ekvatorialnim regionu i v postakrozomalni
oblasti (obr. 5) a patii mezi latky, které se vyrazné podili na funkci spermie (Eddy & O’Brien
1994). Dalsi oblasti hlavicky spermie je perinuklearni théka, struktura cytoskeletu ktera
prekryva jadro samcich spermii s vyjimkou uzké zény kolem ptipojeného biciku. Je tvofena
dvéma riznymi vrstvami, subakrozomalni vrstvou nebo perforatoriem, pokracujici kaudalné

postakrozomalni pochvou.

Obr. 5. Schematické znazornéni lidské a mysi hlavicky spermie (Ito et al. 2009). Sagitalni ¢ast hlavicky
spermie mysi (A), frontalni ¢ast hlavicky lidské spermie (B). Postakrozomalni pochva (PAS) je soucasti
perinuklearni théky (PT), postakrozomalni region (PAR), anteriorni akrozom (AA), ekvatorialni segment (ES),
vnitini akrozomalni membrana (IAM), jadro (N), jaderny obal (NE), vnéjsi akrozomalni membrana (OAM),

plazmaticka membrana (PM), posteriorni prstenec (PR).

Aktin, cytoskeletalni protein mikrofilament, byl detekovan v oblasti akrozomalniho
regionu, kde hraje dilezitou roli zejména pied a po AR, a hlavni ¢asti bi¢iku. Spektrin a
vimentin, asociované s plazmatickou membranou se ucastni stabilizace bunééného povrchu
souvisejici s oplozenim (Virtanen et al. 1984).

Vazba monomernich molekul aktinu (G-aktin) do vlaknitych struktur (F-aktin) je
kontrolovana rliznymi aktin-vazajicimi proteiny. Témito proteiny ve spermii jsou natiklad:
thymosin b10, destrin, testis-specific actin capping protein (Howes et al. 2001), gelsolin (de
las Heras et al. 1997), protein napojujici na mRNA cepicku (CP) B3 (von Bulow et al. 1997),
scinderin (Pelletier et al. 1999), calicin (von Bulow et al. 1995), CPa3 (Tanaka et al. 1994) a
actin-related proteins Arp-T1 (Heid et al. 2002). Inhibice aktinové polymerace
cytochalasinem D u kance a mysi blokuje schopnost in vitro oplozeni (Brener et al. 2003).
Z vysledkti studii vyplyva, Ze remodelace aktinového cytoskeletu hraje dileZitou roli

v procesu kapacitace i AR spermie. Pfred AR signalni drahy udrzuji aktin ve filamentarnim
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stavu a tim brani fizi vnéj$i a vnitini akrozomalni membrany naopak jeho depolymerace hraje
dulezitou roli v procesu AR.

Polymerace je umoznéna také za pritomnosti aktivnich molekul signalnich drah PKA, TyrP,
PLD i PLC. Hlavnim regulatorem polymerace aktinu je PLD, kterda mtze byt aktivovana jak
drdhou cAMP/PKA nebo druhou cestou pfes G protein vazajici receptory (GPCR). Tyto
signalni drahy jsou podrobnéji popsany v ¢asti kapitoly o indukované AR.

Zejména oblast mezi plazmatickou membranou a vnéjsi akrozomalni membranou je
bohaté na aktin, ktery je béhem kapacitace pfitomen v polymerizovaném stavu. Kortikalni F-
aktin hraje v regulaci exocytozy dvé hlavni role. Vytvaii leseni, které pomaha udrzovat PLCy
po jeji fosforylaci na plazmatické membrané a dale slouzi jako fyzickd bariéra, znemoznujici
fazi obou membran pted tim, nez dojde k aktivaci AR (Spungin et al. 1995). Inhibice PLCy
neomicinem inhibovala AR. Tésné¢ pied AR je tato bariéra odstranéna, F-aktin je
depolymerovan zvySenim koncentrace Ca’* a pH, které piedchazi fuzi. Aktivni PLC
odstranuje také PIP 2- inhibici aktin-odstiihujicich proteint a spolu s aktivaci PKC se podili
na d&jich vedoucich k depolymeraci aktinu a nasledné¢ AR. Depolymerace aktinu je oproti
polymeraci velice rychla. Inhibice depolymerace F-aktinu faloidinem znemoznuje AR
(Spungin et al. 1995). Soucasné fosfolipaza A2 S§té€pi mastné kyseliny z fosfolipidii na
lysofosfolipidy, které také podporuji fizi membran (Roldan 1998). S polymeraci aktinu
souvisi TyrP. Mnoho dé&jua v pritbéhu kapacitace i AR jsou zdvislé na zvySené koncentraci
Ca?* iontd o riizné intenzité. Aktivita PLC vyZaduje nizkou koncentraci Ca®* jont (2 uM),
vys§i koncentrace je potfebna pro depolymeraci aktinového cytoskeletu, pro aktivitu aktin
odsttihujicich proteinti. Koncentrace Ca®" v mistech fuze membréan miize dosahovat hodnoty
az 100 pM (Sihra et al. 1992), ktera je shodnd s hodnotou koncentrace pottebnou pro
depolymeraci aktinového cytoskeletu (Spungin & Breitbart, 1996).

Ulohu v aktinové polymeraci hraje také EGFR, aktivovan umozituje PLD aktivaci a
aktinovou polymeraci. EGFR na konci kapacitace zvySuje intracelularni koncentraci Ca*
vedouci k depolymeraci aktinu a AR. EGFR muze byt pfimo aktivovan ligandem pro
epidermalni rastovy faktor (ERF), nepiimo aktivaci PKA nebo aktivaci GPCRs (Etkovitz et
al. 2009)

Aktin je pfitomny kromé akrozomalni, ekvatoridlni a postakrozomalni oblasti hlavicky
spermie, ale také v oblasti bi¢iku (Clarke et al. 1982; Fouquet & Kann 1992). Zde hraje roli
v regulaci motility spermie, iniciaci motility zejména béhem posttestikularni maturace (Lin et
al. 2002). Polymerace aktinu v ekvatorialnim a postakrozomalnim regionu prasecich spermii
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béhem AR je dilezita zejména z divodu hluboké inkorporace spermie do cytoplasmy vajicka.
Neni vSak nezbytna pro flizi membran (Delgado-Buenrostro 2005).

Piedpoklada se, Zze béhem kapacitace spermie dochazi v mitochondriich k translaci
proteinti pivodné kodovanych v jadfe. Formovani F-aktinu béhem kapacitace muze byt
dilezité pravé pro translokaci jaderné mRNA do oblasti stfedni ¢asti bi¢iku (mid-piece), kde
jsou lokalizované mitochondrie (Gur & Breitbart 2006; Zhao et al. 2009).

Béhem procesu kapacitace dochazi Kk aktivaci tyrozinové fosforylace vedouci
k polymeraci aktinového cytoskeletu, ktery zabranuje fuzi vnéjs$i a wvnitini akrozomalni
membrany vedouci k AR (Brener et al. 2003). Bylo dokazano, Ze estrogeny mohou sniZovat
pocet spermii prochéazejici AR (Baldi et al. 2000, Vigil et al. 2008). ZvysSenou stimulaci
estrogennich receptori na povrchu spermie dochdzi k prokapacitacnim procesim zvySenim
aktivace tyrozinkinaz (Ded et al. 2010). ZvySeni TyrP vede pravdépodobné ke kontinualni
aktivaci PLD, pfetrvéavajici aktinové polymeraci a oddaleni AR.

Pritomnost aktin vazajicich proteint se velice Casto v literatufe li§i a zavisi velmi na
druhu spermii. U spermii kfeCka a mySi nebyly spektrin ani ankyrin identifikovany
Vv subakrozomalni oblasti hlavicky spermie, ktera je bohatd na F-aktin. Spektrin byl detekovan
zejména kolem vazivové pochvy biciku, zatimco ankyrin byl detekovan pouze v oblasti
krcku. U spermii kralika byl spektrin identifikovan v oblasti postakrozomalniho regionu,
ankyrin byl opét detekovan v kr¢ku. U potkana, opice a lidskych spermii tyto proteiny nebyly
detekovany (Kann et al. 1993). Vysledky ukazuji, Ze podobné jako rozloZeni aktinu, neni
lokalizace spektrinu a ankyrinu u jednotlivych druht shodna. V jinych pokusech byl u
kancich spermii spektrin identifikovan v oblasti kréku a celé oblasti bi¢iku, a-aktinin byl
lokalizovan v oblasti akrozomalni laminy, kr¢ku a celé oblasti bi¢iku, kde byl lokalizovan
také aktin. Aktin byl detekovan také v posteriornim kruhu v postakrozomalni oblasti (Yagi
& Paranko 1995). Vimentin byl u lidskych spermii lokalizovan v hlaviéce spermie a to
zejmeéna v oblasti ekvatoridlniho segmentu. Pomoci elektronového mikroskopu byla zjisténa
nerovnomérna distribuce vimentinu. RozloZeni téchto struktur odpovida funkénimu rozliSeni
¢asti hlavicky spermie, tomu odpovidajici morfologické rozliSeni je patrné pouze u hlodavca
(Markova et al. 2002). V nedavné studii byl filamentarni aktin, ale také spektrin, myozin a
kalmodulin poprvé lokalizovany také v akrozomu, kde se pravdépodobné ucastni fizeni
uvoliovani lytickych enzymt béhem procesu AR (Zepeda-Bastida et al. 2011).

Aktin, myozin, cytokeratiny a spektrin byly také nalezeny v jaderné matrix u spermii
morcete. Zde byla dokazéana jejich role v udrZzovani stability jadra spermie (Ocampo et al.
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2005). Dalsi dulezitou slozkou cytoskeletu, nachazejici se ve spermii jsou mikrotubuly. Spolu
S asociovanymi proteiny pfispivaji zejména k motilit¢ bunck. Béhem kapacitace se méni
motilita spermie z pozvolné po hyperaktivni (de Lamirande & Gagnon 1993; Goodson et al.
2011), pomaha spermii se rychleji pohybovat a generovat silu, ktera je pro oplozeni nezbytna
(Jin et al. 2007; Amieux & McKnight 2002). Bylo dokazano, ze u ¢loveéka a mysi se aktivni
PLD ucastni aktinové polymerace, ma vliv na motilitu a hyperaktivaci spermie b&éhem
kapacitace. Zablokovanim aktinové polymerace za pouziti cytochalasinu D nebo aktivity F-
aktin odstiihujicich proteinti pouzitim PBP10 peptidu (peptid 10 vazajici polyfosfoinositid)
byla zablokovana nejen hyperaktivace ale také cela motilita spermie. To dokazuje nejen vliv
PLD, ale také vliv aktinové polymerace na hyperaktivitu spermie (Itach et al. 2012).
Mikrotubuly se nachazeji také v hlaviéce spermii, zde se pravdépodobné podili také na
udrzeni jejiho tvaru. Tubulin a a B byly detekovany v bi¢iku lidskych spermii, B tubulin
v ekvatoridlni oblasti hlavicky spermie (Draber et al. 1991). Katanin p80, evolucné
konzervativni proteinovy komplex fidici odstiihovani mikrotubult, ovliviluje dynamiku
mikrotubulél v hlaviéce i bi¢iku spermie. Ridi tvorbu, funkci a disociaci mikrotubultl Gzce
zapojenych prave v urceni tvaru hlavicky spermie a bi¢iku. Narusend funkce tohoto komplexu
u mysi vede k neplodnosti samcti diky snizené produkci spermii, tvorbé spermii

s abnormalnim tvarem hlavy a defektu v jejich pohyblivosti (O'Donnell et al. 2012).

1.3. Estrogeny a estrogenni receptory

Estrogeny reguluji u savcl velké mnoZstvi fyziologickych procest, mezi které patii
také samc¢i a samici reprodukéni systém (Free & Jaffe 1979). Varlata savci plni dvé hlavni
funkce: produkci spermii a syntézu steroidnich hormonti. Aromatiza je enzym, ktery
nereverzibilné transformuje androgeny na estrogeny a je pfitomna v bunkach mnoha tkéanich.
Tento enzym je slozeny ze dvou proteini: NADPH-cytochrom P450 reduktazy a P450
aromatazy, ktera obsahuje hem a vazebné misto steroidu (Simpson et al. 1994). U mysi byla
P450 aromataza detekovana také v zarode¢nych bunkach (Nitta et al. 1993), Leydigovych
bunkach a cytoplazmatické kapce pripevnéné k bic¢iku spermii (Kotula-Balak et al. 2004), zde
vSak nebyla urcena jeji aktivita. Aktivita P450 aromatdzy byla stanovena u potkana a ¢lovéka.
U potkana je P450 aromataza aktivni v Sertoliho a Leydigovych bunkach, u pachytennich

spermatocytt, spermatid a v cytoplazmatické kapce spermii (Carreau et al. 2003), (obr. 6).
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Obr. 6. Aromatiza a estrogenni receptory v gonadé dospélého samce potkana (Carreau et al. 2003).
Pachytenni spermatocyty (PS), kulaté spermatidy (RS), spermie (Spz). Detekce mRNA, proteinu a aktivity

aromatazy, lokalizace estrogenniho receptoru (ER).

Spermie mysi jsou schopny syntetizovat estrogeny diky aktivit¢ P450 aromatazy v
ductules efferent a caput epididymis a tato syntéza je dualezita pro proces jejich maturace.
Aktivita P450 aromatazy se vyrazné snizuje pruchodem spermii skrz epididymis, v cauda
epididymis je velice nepatrna (Janulis et al. 1996), coz by mohlo souhlasit s aktivitou P450
aromatazy v postupné zanikajici cytoplazmatické kapce spermie.

Ackoliv estrogeny byvaji poklddany ptrevazné za samci reprodukéni hormony, hraji
dulezitou roli také v regulaci reprodukce samcii. Koncentrace estrogenti se mezi samcem a
samici kvantitativné lisi a je druhove specificka. U samct dosahuje v krevni plazmé hodnot 2-
180 pg/ml a opét zavisi na druhu (Ganjam et al. 1976; Overpecket et al. 1978). U potkana a
mys$i, koncentrace 17B-estradiolu je 2-25 pg/ml, coz je méné nez v tekutiné rete testis (250
pg/ml), (Free et al. 1979). Rozdily koncentraci byly detekovany i u samic, kde koncentrace
estrogentl v ovaridlni tekutiné byla alespoii dvakrat vyss$i ve srovnani s jejich koncentraci
v krevni plazmé. U samic potkana a mysi se koncentrace estrogend méni v zavislosti na
obdobi estru, u 17B-estradiolu dosahuje hodnot v rozmezi 145-2100 pg/ml (Shaikh 1971).
Estrogeny jsou hojné zastoupeny také ve spermatu, koncentrace je zde také zavisla na druhu a
dosahuje piiblizné hodnot 14 — 900 pg/ml (Eiler & Graves 1977; Claus et al. 1985).

Estrogeny reguluji bunéénou funkci pomoci estrogennich receptorit (ER), ERa a ERf

(Lubahn et al. 1993), kter¢ patii do rodiny ligand-aktivujicich transkripénich faktora (Evans et
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al. 1987) Tyto transkrip¢ni faktory jsou lokalizované v jadte, kde reguluji genovou transkripci
vazbou na DNA regulaéni sekvence a ovliviiuji tak expresi cilovych gent (Hall et al. 2001).
Pozd¢jsi vyzkumy ukazaly, Ze toto neni jediny mechanizmus ptsobeni estrogent. Estrogenni
hormony mohou aktivovat odli$né signalni drahy a nékteré z nich nemusi byt pfimo zavislé na
estrogennich receptorech (ER). Né&které odpovédi na estrogeny mohou iniciovat mnoho
rychlych negenomovych signalnich aktivit, které se odehravaji béhem sekund ¢i minut.
Modely rychlé odpovédi jsou zprostiedkovany klasickymi ER vazanymi v plazmatické
membrané, které iniciuji signalni kaskady asociované s membranovymi strukturami jako
naptiklad G proteiny, kaveoliny a receptorovymi tyrozinkinazami. Kromé klasickych ER se
estrogeny mohou vazat také na membranou asociované estrogen vazajici receptory spojené
s G proteiny (GPCRs) napiiklad GPR30, které také spousti rychlou intracelularni odezvu. Oba
mechanizmy mohou vést ke zménam genové transkripce (Thomas et al. 2005; Revankar et al.
2005). GPR30 je vsak odlisn¢ lokalizovan, bud’ na plazmatické membrané (Thomas et al.
2005), nebo na membrané endoplazmatického retikula (Revankar et al. 2005). Moznosti
dimerizace tohoto receptoru a translokace GPR30 k plazmatické membrané se nevylucuji
(Terrillon & Bouvier 2004). Studie ukazaly, ze membranovy ER a klasicky ER pochazi
z jednoho transkriptu, subrodina receptorit steroidnich hormonti ma podobnou strukturu a
charakteristiku s vysoce konzervovanou strukturdlni doménou jak DNA, tak vdazajiciho
ligandu (Razandi et al. 2004). Na plazmatick¢é membrané je lokalizovano vice steroidnich
receptort. Identifikovan byl ERa, ERP, progesteronovy receptor A a B a androidni receptor.
Palmitoylace E domény steroidnich receptort je rozhodujici modifikace pro jejich translokaci
na plazmatickou membranu a funkci. Na rozdil od translokovanych receptorii, nuklearni
receptory nejsou palmitoylované (Acconcia et al. 2004; Pedram et al. 2007).

Estrogenni receptory a a B byly detekovany také v sam¢im reprodukénim traktu (Hess
1997). Vz4jemny vztah téchto dvou receptort byl studovan pomoci WT mysi a ERa knock-
out mysi. Otazkou bylo, zda ERp bude schopny kompenzovat chybé&jici receptor ERa knock-
out neplodnych samci mysi. V testes mysi je ERP pritomen v Leydigovych bunkéch,
v epitelu odvodnych kanalkt, prodluzujicich spermatidach i epididymis. U WT kontrol, ani u
ERa knock-out mysi nebyl zjistény kvantitativni rozdil v pfitomnosti tohoto receptoru. U ERa
knock-out mysi byl v testes ptitomen protein ERB i mRNA, ale ptitomnost tohoto receptoru
nekompenzuje absenci ERa v saméim reprodukénim traktu (Rosenfeld et al. 1998).
Histologické studie varlat ERa knock-out ukazaly rozdily ve vyvoji seminiferniho epitelu a
bylo zjisténo zvysené mnozstvi tekutiny, kumulované v seminifernich kanalcich, rete testis a
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ductules efferent (Hess et al. 1997). ERa nereguluje koncentraci ERP, avsak ERB muze
vytvafet S ERa heterodimery. U ERa knock-out mysi ERB neni schopny udrzet reprodukéni
funkci (Rosenfeld et al. 1998).

ERo/ERp knock-out mysi ukazaly chybé&jici odezvu k 17p-estradiolu i pfes dokazanou
ptitomnost GPR30 (Pedram et al. 2006). Studiem téchto knock-out mysi ¢i uml¢enim GPR30
nedoslo k zadné zméné v regulaci signalu (Madak-Erdogan et al. 2008). Vyzkumy na mysich
ovariich ukazaly, ze ERa knock-out mysi vykazovaly abnormalni vyvoj reproduk¢éniho
systému, mysi byly sterilni, zatim co ERPB knock-out mysi byly bud’ sterilni, nebo subfertilni
(Dupont et al. 2000). Divod téchto rozdili a ptipadné odlisné funkce ER jsou zatim neznamé.
Role GPCRs je casto studovana na spermatogoniich (Sirianni et al. 2008; Chimento et al.
2010; Sheng & Zhu 2011), ale receptor vazany s G proteiny GPR30, aktivovany nezavisle na
ER a ucastnici se rychlé negenomové signalni drahy dosud nebyl nalezen na spermiich.
Epididymalni spermie vSak nejsou transkripéné aktivni, proto zde rychla negenomova
signalizace hraje hlavni roli. Estrogeny, zprostfedkujici rychlou intracelularni signalizaci u
lidskych ejakulovanych spermii ovliviiuji kapacitaci a AR aktivaci fosforylace riznych
proteinti. Vazbou estogenu k ER je aktivovana signalni draha pies G proteiny a cAMP/PKA
signalizaci (Razandi et al. 1999; Filardo et al. 2002). Aktivovany ER iniciuje také tvorbu
druhych posli a signalizaci vedouci pies EGF drahu (Filardo & Thomas 2005).

Tffl (Trefoil factor 1) gen, také znamy jako pS2 gen, koduje expresi TFF1 proteinu,
ktery je distribuovan v celém zaZivacim traktu v normalnich i nemocnych tkanich. TFF1 je
povazovan za jeden z hlavnich estrogen regulovanych proteini a za ukazatele funkce ER.
Transkripce Tffl genu je pfimo kontrolovana estrogeny (Park et al. 2012). Protein hraje
pravdépodobné ulohu v ochrané sliznic, ve stabilizaci hlenové vrstvy, a ovliviiuje hojeni
epitelt. Zvysena exprese genu Tffl u ¢loveka byla detekovana v karcinomu zaludku, prsnich
bungk, tlustého stfeva, plic i karcinomu prostaty (Dunbier et al. 2010; Abdou et al. 2008;
Moghanibashi et al. 2012). Tffl je Casto pouzivan jako marker v laboratornich, obcas i
klinickych studiich. Casto byvéa studovan vztah mezi expresi na estrogen zavislych genti na
bazélni hladiné estrogenu v ER pozitivnich karcinogennich tkanich (Dunbier et al. 2010).

V pifirodnim prostfedi dochazi neustdle ke zvySovani mnozstvi latek, které maji
negativni dopad na sam¢i 1 samici reprodukéni parametry. Mezi tyto latky patii zejména
ptirodni (17 estradiol, estrone, estriol) a syntetické estrogeny (17a ethynylestradiol), latky
nesteroidni povahy Vvykazujici estrogenni hormondlni aktivitu (ftalaty, p,p’-DDE
(dichlorodifenyldichloroetylen), vinclozolin, procymidon bisfenol A) ale také latky, které
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zne€ist'uji zivotni prostedi (tetrabrombisfenol, polybromované bisfenoly), (Ded et al. 2010;
Gray et al. 1999a,b; Zatecka et al. 2013). Tyto latky, nazyvané endogenni disruptory, mohou
narusit fyziologickou funkci estrogennich hormona a ovlivnit reprodukéni vyvoj a funkci
organismi (Colborn et al. 1993). DalSimi latkami ovliviiujici reproduk¢ni schopnosti
organismi jsou rostouci koncentrace fluoridl, vytvarejici v pfitomnosti hlinikovych iontt
komplexy, které jako analogy fosfatové skupiny mohou aktivovat G proteiny ¢i nékteré
ATPazy, které jsou soucasti signalnich drah vedouci napiiklad ke zrani spermii (Dvorakova-
Hortova et al. 2008). V posledni dobé se v literatufe Casto objevuji prace, zabyvajici se
pozitivni korelaci mezi zvySovanim koncentrace estrogent v piirodnim prostfedi a riznymi

abnormalitami reprodukce (Storgaard et al. 2006; Soares et al. 2009; Wolf et al. 2010).

1.4. Molekularni mechanizmy interakce spermie-vajicko

Interakce spermie-vajicko je komplexni molekularni proces vedouci k fizi gamet,
ktery je zprostfedkovan fadou molekuldrnich interakei.
Na cest¢ k vajicku mohou byt spermie v oviduktu zachyceny a drzeny v oviduktalnim
rezervoaru, kde se spermie prechodné vazi na povrch epitelu (Suarez 1987). Uskladnéni
spermii v reservoaru udrzuje jejich plodnost do ovulace, snizuje také moznost polyspermie,
proto jen malo spermii v urc€ité dobé dosahne k vajicku. V reservoaru spermie piechodné
zpomali metabolizmus, po ovulaci spermie dokoncuji kapacitaci a dochazi k hyperaktivaci
jejich motility.

K vajicku jsou spermie navadény kombinaci chemotaxe a termotaxe (Suarez & Pacey
2006; Eisenbach 1999). Pro uspésné oplozeni musi spermie projit vrstvou kumularnich bunék,
glykoproteinovym obalem vajicka a fizovat s oolemou vajicka. Molekuldrni mechanizmy
interakce spermie s oolemou nejsou zcela znamé. Po AR dojde k odkryti vnitini akrozomalni
membrany a je modifikovano membranové slozeni ekvatoridlniho a post-akrozomalniho
regionu spermie. Studii vnitini akrozomalni membrany byl identifikovan proteinovy plast,
jehoz nejvyznamnéjsi slozkou je protein vnitini akrozomalni membrany IAM38 (ekvivalent
prase¢imu Sp38) (Yu et al. 2005), ktery zprostiedkovava sekundarni vazbu k ZP (Mori et al.
1993). Spermie se vaze na membranu vajicka v oblasti mikrovilli svym ekvatorialnim
segmentem (Yanagimachi 1994). Jednim z proteini nachazejicich se v ekvatorialni oblasti je

ekvatorin, antigen MN9 (Manandhar & Toshimori 2001), blokovanim ekvatorinu protilatkou
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bylo zabranéno oplozeni, spermie nebyla schopna fize s oolemou vajicka (Toshimori et al.
1998; Yoshida et al. 2010).

1.4.1. lzumo

Prokazanym esencialnim proteinem faze spermie s vajickem je protein Izumo, ktery
byl poprvé detekovan mysi monoklonalni protilatkou OBF13 (Okabe et al. 1987). Izumo je
membranovy protein s extracelularni imunoglobulinovou doménou s konzervativni N-
glykosylovanou oblasti (Asn 204), patii do imunoglobulinové rodiny proteint typu I (Inoue et
al. 2005). Pomoci transgenni mysi linie s expresi neglykosylovaného 1zumo (N204Q-I1zumo)
proteinu bylo zjisténo, ze tato N-glykosylace neni esencialni pro spravny prubéh flaze
zprostitedkované Izumo, jeji hlavni funkei je pravdépodobné ochrana Izumo pied jeho
fragmentaci zpusobené akrozomalnimi protedzami béhem maturace spermii Vv cauda
epididymis (Inoue et al. 2008). Protein Izumo byl detekovan u mysi i ¢lovéka o molekulové
hmotnosti 56,4 kDa (mys$) a 37,2 kDa (Clovek). Izumo nebyl nalezen na povrchu spermii, coz
dokazuje, Ze sav¢i spermie po ejakulaci jsou schopné oplozeni pouze po uskute¢néni AR.
Izumo je mozné detekovat na povrchu spermie po AR (Inoue et al. 2005), protoZe je
lokalizovan na akrozomalni membrané, skryty pod plazmatickou membranou a je proto

ptistupny az po AR, podobné jako protein CD46 (obr. 7A).

Obr. 7. Schematické znazornéni lokalizace Izumol a tii rozdilnych oblasti hlavi¢ky spermie mysi (Satouh
et al. 2012). Izumo1 (&ervend) je lokalizovan na vnitini (IAM) a vné&j$i (OAM) akrozomalni membrané, oblast
akrozomu je znacena zelené (A). Hlavicka spermie znazornénd pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu

(B). Akrozomalni ¢epicka (AC), ekvatorialni segment (EQ), postakrozomalni region (PA).

Pokusy in vitro ukazaly, ze lzumo knock-out mysi byly zdravi, ale samci byli
neplodni. Produkovali vS§ak normalni spermie, které se byly schopné vézat a projit ptes ZP,
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avsak nebyly schopné fuze s vajickem. Na druhou stranu disrupce Izumo nezpuisobuje zadné
defekty v migraci spermii do oviduktu, a také nedochazi ke snizeni jejich motility (Inoue et al.
2005).

Pozdéji byly detekovany proteiny s N-terminalni doménou s vyznamnou homologii s
N-termindlni doménou proteinu Izumo. Tato oblast byla nazvana Izumo doména a detekované
proteiny nazvany Izumo 2, Izumo 3, Izumo 4 a puvodni Izumo 1 byly poprvé popsany jako
proteinova rodina (Ellerman et al. 2009). I1zumo 1-3 patii mezi transmembranové proteiny
exprimované V testis, 1zumo 4 postrada transmembranovou doménu, je to protein rozpustny a
jeho exprese je specificka ne jen v testis, ale i jinych tkanich. Izumo 1 asociuje s jinymi ne-
Izumo proteiny a predpoklada se, ze je soucasti multiproteinového membranového komplexu.
Ukazuje se moznost, Ze Izumo lhraje dileZitou roli ve fuzi gamet diky organizaci a stabilizaci
tohoto molekularniho komplexu na vnitini akrozomalni membrané spermie, jeho absence rusi
tuto stabilizaci, ktera je pro fuzi spermie-vajicko nezbytna (Ellerman et al. 2009). U mysi byl
protein Izumo 1 detekovan nejen o molekulové hmotnosti 56 kDa, ale také 60 kDa, ktera byla
identifikovana jako fosforylovand forma 56 kDa lzumo 1. lumo 3 a 4 byly detekovany ve
dvou riznych forméch. Pfepoklada se, Ze tyto dvé formy piredstavuji rizné varianty sestfihu.
Detekce exprese Izumo proteint ukézala, ze po AR ziistdvaji v nezménéné formé zastoupeny
obé formy Izumo 3 a Izumo 1 (56 kDa), ale u Izumo 4 a Izumo 1 (60 kDa) bylo detekovano
snizeni jejich exprese. Ztrata exprese 60 kDa Izumo 1 je vysvétlovana odloucenim vnéjsi
akrozomalni membrany béhem AR.

Uvolnéni cholesterolu z plazmatické membrany spermie muze ovlivnit rozlohu i
pohyb mikrodomén lipidovych raftd na povrchu spermie (Shadan et al. 2004; Sleight et al.
2005; Bou Khail et al. 2006). Mezi proteiny asociované s rafty byl identifikovan také Tumo a
to v akrozomalni cepicce spolu s proteiny kalveolin 2 a flotillin 2. Imunofluorescen¢ni
detekce ukazala, ze po AR je naopak lzumo 1 detekovan podél celé hlavicky spermie,
dosahujici post a para-akrozomalni oblasti (Miranda et al. 2009).

Po uspesne probehlé AR je modifikovano proteinové slozeni ekvatoridlniho segmentu
a postakrozomalniho regionu hlavi¢ky spermie. Pfedpoklada se, Ze k dynamické relokalizaci
proteinti dochazi na konci kapacitace a béhem AR (Sosnik et al. 2009), (obr.8). Aby mohlo
dojit k uspé&sné fuzi spermie s vajickem, protein Izumo musi byt relokalizovan z oblasti
akrozomalni membrany do oblasti ekvatorialniho segmentu a postakrozomalniho regionu

hlavicky spermie (Inoue et al. 2005; Sosnik et al. 2009), (obr 7B). Zmeéna pozice Izumo byla
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jiz dfive pozorovana, ale nikdy nebyla dana do souvislosti s relokalizaci probihajici béhem

AR (Okabe et al. 1987; Inoue et al. 2005).

/intact™ > reacting reacted

Obr. 8. Schematické znazornéni relokalizace Izumo z vnéj§i akrozomalni membrany do plazmatické

membrany hlavi¢ky spermie mysi (Satouh et al. 2012). Izumo 1 (Cervend), oblast akrozomu (zelena).

Jednou z kinaz, které se ucastni diferenciace zarodecnych bunék v testis a ovliviiuje
také funkci spermie je rodina testis specifickych kinaz (Tssk), (Bielke et al. 1994; Visconti et
al. 2001). Clenem Tssk rodiny proteinti je Tssk6, ktera je exprimovana postmeioticky
v saméich zarodeénych buikach. Spermie Tssk6 knock-out samcti u mysi vykazovali defekt
Vv oplozeni, nebyly schopné fize s oolemou vaji¢ka. Zaroven Izumo, protein nezbytny pro fuzi
gamet, nebyl schopny zménit svou lokalizaci po AR, zistaval lokalizovan v anteriorni oblasti
hlavicky spermie (Sosnik et al. 2009). Jak je psano vySe, aktinova polymerace koreluje
s kapacitaci a depolymerace aktinu je nezbytna pro AR. Aktinova polymerace hraje dileZitou
roli také pro uskuteénéni relokalizace Izumo béhem AR. Pokud byla provedena inhibice
polymerace aktinu, doslo k poruseni relokalizace Izumo souvisejici s AR, coZz znamena, ze
relokalizace 1zumo je zprostiedkovana pomoci aktinového cytoskeletu a je zavisla na aktivité
Tssk6 kinazy. Z vysledkt vyplyva, ze Tssk6 je nezbytnd pro udrzeni strukturalni integrity
spermie a hraje roli v regulaci dynamiky aktinového cytoskeletu. Tssk se ucastni piimo i
nepiimo redistribuce Izumo a tato relokalizaci mtize byt potfebna pro fuzi spermie s vaji¢kem.
Tssk6 a aktinovy cytoskelet hraji hlavni ulohu v relokalizaci Izumo do fizogenni oblasti
hlavicky spermie (Sosnik et al. 2009). Predpoklada se, ze v zavislosti na druhu, spermie fizuji
s vajickem oblasti ekvatorialniho segmentu a/nebo postakrozomalniho regionu (Yanagimachi
1994). Relokalizace Izumo proteinu do téchto oblasti hlavicky spermie mysi je pro fizi gamet
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nezbytna (Inoue et al. 2011). Do oblasti ekvatorialniho segmentu je relokalizovano vice
proteind, jejich lokalizace ale nedosahuje postakrozomalniho segmentu (Rochwerger &

Cuasnicu 1992) a zadny z téchto proteinid nebyl nalezen jako esencialni pro fuzi gamet.

1.4.2. CD9, CD81

Interakce a flize spermie s vajickem se ucastni vice proteinti ¢i proteinovych
komplexti, avsak krom¢é mozného zapojeni dvou pro fuzi esencidlnich proteini CD9 na
vajicku a Izumo na spermii, tento mechanizmus fuze zlstava stale neznamy (obr. 9). Jednim
z dalSich potencidlnich receptori spermie ucastnicich se fuze, je CD9 tetraspanin, ktery
interaguje s ostatnimi tetraspaniny a integriny. Monoklonalni protilatka proti CD9 inhibuje
vazbu spermie k plazmatické membrané vajicka, a také fuzi. CD9 interaguje s Bl i s a6p1
integriny na membrané vajicka. Tato vazba je béhem fize podporovana B fertilinem (ADAM
2) a aoflintegriny (Chen et al. 1999), (obr. 9). Studie ukazaly, ze CD9 knock-out samice
mysi byly zdravé, ale byly sterilni, vajicka nebyly schopny flze se spermii. CD9 se tak stal
zasadnim proteinem pro fizi spermie-vaji¢ko, a Vv tomto procesu je pravdépodobné navic

asociovan s a6p1 integriny (Miyado et al. 2000; Kaji et al. 2000; Le Naour et al. 2000).
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Obr. 9. Pravdépodobny mechanizmus adheze a fize spermie s vajickem (Sutovsky 2009).
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Béhem oplozeni vajicek CD9 knock-out samice, spermie po priuchodu ZP zlstavaji
akumulovany v pervitelinnim prostoru, K fuzi nedochazi (Inoue et al. 2007). Recentni studie
ukazuji, ze CD9 je pii fizi gamet transklokovan na povrch spermie coz vysvétluje Miyado et
al. 2008 tim, Zze flze spermie s vajickem je zprostiedkovana vezikly, obsahujici CD9, které
jsou pted oplozenim uvoliiovany z vajicka, interaguji se spermii V perivitelinnim prostoru a
usnadnuji schopnost faze. Vajicko CD9 knock-out neni schopny fuze, pokud vsak k tomuto
vaji¢ku bylo ptidano vajicko WT mysi, fuze byla mozna, a to ziejm¢ pravé diky vezikulim
obsahujici CD9 z WT oocytu (Miyado et al. 2008).

CD?9 je schopny se vazat piimo ke glykoproteinu PSG17 (glykoprotein specificky pro
t¢hotenstvi), ¢lenu imunoglobulinové nadrodiny (IgSF) shodné jako IZUMO, proto existuje
domnénka, ze se muZe vazat i S ostatnimi ¢leny IgSF spermie (Ellerman et al. 2003).
Vzhledem k tomu, Ze Izumo ma Ig doménu je mozné, ze by se mohl ptimo vazat na CD9.
Tato ptima vazba zatim, ale nebyla potvrzena a mozny zprostiedkovatel této vazby, ¢i jiny
Izumo vazajici receptor na povrchu oolemy je stale predmétem vyzkumu.

Dalsi z rodiny tetraspanint, ktery je ptitomny na povrchu oocytu je tetraspanin CD81.
Delece genu CDS81 u mysi zplsobilo 40% redukci plodnosti, zpiisobené castecnou
neschopnosti vajicka fizovat se spermii. Mysi s dvojitym knock-out CD9 a CD81 vykazovaly
plnou neplodnost ukazujici, ze CD9 i CD81 hraji komplementarni roli v procesu fuze spermie
s vajickem (Rubinstein et al. 2006).

Do molekularniho procesu vedouci k fizi gamet nejsou zapojeny pouze tetraspaniny a
integriny, ale také fertiliny, ¢lenové ADAMs (proteinova doména obsahujici disintegrin a
metalloproteinazu) rodiny. Zastupci této rodiny hraji dileZitou roli v bunééné adhezi, migraci,
proteolyze i signalizaci. Pfedpoklada se, Ze se fertilin vaZe s integriny aVP3 nebo a6p1 na
povrchu mysich vajicek a je nezbytnym predpokladem vedoucim k membranové fuzi
(Almeida et al. 1995). Dalsimi proteiny na povrchu spermie, které¢ b€hem oplozeni interaguji
s oolemou jsou na cystein bohaté sekre¢ni proteiny (CRISPs) (Cohen et al. 2007).

CRISP1 (sekre¢ni protein 1 bohaty na cystein) knock-out mysi jsou fertilni, ale in vitro
pokusy ukazaly snizenou schopnost prichodu spermii ptes ZP a mensi procento fize spermii

s oolemou vajicka (Da Ros et al. 2008).
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2 Cile prace

e Porovnat distribuci cytoskeletu v hlavi¢ce spermie ¢lovéka, potkana, kiecka a veverky pied
apo AR.

e Zjistit, zda na mysSich spermiich z cauda epididymis je pfitomny specificky estrogenni
receptor .

e Detekovat ucéinek prirodnich estrogent (estronu, 17B-estradiolu, estriolu) a syntetického
estrogenu (17a-ethynylestradiolu) na miru proteinové TyrP v hlavi¢ce spermii mys$i béhem
kapacitace in vitro.

e Pouzitim SDS-PAGE elektroforézy a Western blotu detekovat mnozstvi proteint proslych
TyrP v lyzatu vzorka celych spermii, které byly ovlivnény vybranymi estrogeny.

e Detekovat vliv estrogennich hormont na schopnost spermii projit Cal indukovanou AR.

e Zjistit in vivo efekt vlivu 17p-estradiolu na schopnost spermii kapacitovat, sledovanim
hodnot proteinové TyrP v hlavi¢ce spermie z cauda epididymis.

e Vyhodnotit zmény v kalciové homeostaze souvisejici s kapacitaci spermii béhem expozice
spermii 17f3-estradiolem.

e Sledovat rozdily mezi proteinovou TyrP jakoz to indikatorem stavu kapacitace a dal§imi
fyziologickymi parametry: hodnotou hladiny 17p-estradiolu v séru a expresi Tffl genu
Vv testikularni tkani mysi.

o Zjistit, zda vysledky in vitro pokust koreluji s vysledkem in vivo u¢inkl estrogend na
reprodukéni schopnost mysi @ miru proteinové TyrP u spermii.

e Zhodnotit, zda relokalizace Izumo probiha béhem kapacitace jesté pied uskutecnénim AR.

e Detekovat, zda k relokalizaci Izumo dochazi béhem spontanni AR a jak vypada Casové
rozvrzeni procesu této relokalizaci v pribéhu kapacitace spermii.

e Zhodnotit, zda existuje souvislost mezi relokalizaci Izumo a promiskuitnim chovanim mysi
vzhledem k mife spontanni AR u ptislusnych druhu.

e Zjistit, zda jsou detekovatelné rozdily mezi skupinou spermii schopnych projit pouze
spontanni AR a skupinou, ktera je ovlivnéna ptidanim vnéjsich induktorid AR, Cal nebo
progesteronu.

o Statisticky zhodnotit proces relokalizace 1zumo v riznych asech kapacitace.
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3 Diskuse k publikacim

Cytoskeleton localization in the sperm head prior to fertilization.
Dvorakova K, Moore HD, Sebkova N & Palecek J. Reproduction. 2005 130, 61-
9. doi: 10.1530/rep.1.00549. IF: 3,136

Cytoskeletalni proteiny ovliviiuji funkci hlavicky 1 biciku spermie souvisejici
s procesem kapacitace, AR i fuze spermie s oolemou vajicka. Prace studovala pomoci
fluorescenéni detekce lokalizaci hlavnich tfi komponent cytoskeletu (aktinu, tubulinu a
spektrinu) v hlavic¢ce savc¢ich spermii pied a po AR. Pro praci byly vybrany spermie lidské a
spermie tfi hlodavci (kfecka, potkana a veverky) reprezentujici odlisnou morfologii hlavicky
savCi spermie.

Morfologie hlavicek sav€ich spermii se vyrazné lisi jejich tvarem a zdkladnimi znaky
(Eddy & O’Brien 1994). Tvar a velikost hlavicky spermie se mize lisit, pfesto vzdy zUstavaji
shodné pfitomné zakladni funkéni casti hlavicky spermie, jako je apikdlni akrozom,
ekvatorialni segment i postakrozomalni region. Cytoskelet spermie tvoii jak stabilni struktury,
tak dynamické struktury. Zejména aktinovy cytoskelet se podili na signalnich drahéch
zavislych na TyrP specifickych proteint, regulujici naptiklad proces AR (Brener et al. 2003,;
Breitbart et al. 2005; Bernabo et al. 2011) i pfipravu spermie k oplozeni, kde se aktinovy
cytoskelet ucastni procesu relokalizace proteinu Izumo, nezbytného proteinu pro fizi spermie
s vajickem (Sosnik et al. 2009).

Vybrané druhy spermii byly znaceny protilatkami proti G a F-aktinu, spektrinu a a-
tubulinu pied a po AR, ktera byla indukovana pomoci Cal. Oblast akrozOmu byla zna¢ena
PNA lektinem (lektin z podzemnice olejné). Vysledky pokusu prokazaly zmény v lokalizaci
vybranych proteinli cytoskeletu béhem AR a to zejména v oblasti apikdlniho akrozému,
ekvatoridlnim segmentu i1 v postakrozomalnim regionu hlavicky spermie.

Detekce aktinu, ukazovala pted AR velké podobnosti ve znaceni tohoto proteinu u
vSech vybranych zastupci. Pfed AR byl u hlavi¢ek spermii vSech zastupci G i F-aktin
detekovan v celé oblasti apikalniho akrozému, a to 1 mezi plazmatickou a vngj$i akrozomalni
membranou, ale také mezi vnitini akrozomalni membranou a jadernou membréanou. AvSak na
rozdil od detekce pouze F-aktinu, ktery byl detekovan pomoci faloidinu, byl signal jasné

omezen na oblast akrozomu. Tento rozdil 1ze vysvétlit zasobou G-aktinu lokalizované mezi
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plazmatickou membranou a akrozomalni membranou, kterd neni faloidinem detekovana.
Tento G-aktin je v prub&hu kapacitace polymerizovan.

Slaby signal byl detekovan také Vv oblasti ekvatoridlntho segmentu a
postakrozomalniho regionu, silnéjsi vsak u spermie veverky. Po AR doslo u vSech zastupcu
K vyraznému snizeni ¢i zaniku signalu v oblasti apikalniho akrozému. Aktin zstava nebo je
siln€ji detekovan v ekvatorialni a postakrozomalni oblasti, nejsilnéji vsak u spermie ¢lovéka a
veverky, zaroven zustava lokalizovan pod vnitini akrozomalni membranou. Vysledky ziskané
Z detekce pomoci polyklonalni protilatky proti G a F-aktinu a faloidinu se i zde nepatrné
lisily. Detekce pomoci faloidinu, znadici specificky pouze F-aktin ukazala, ze distribuce
aktinu byla u spermii lidskych a kiecka Vv oblasti postakrozomalniho regionu pied AR
mnohem slabsi nez po AR. V postakrozomalni oblasti nebyl na rozdil od ostatnich druht
spermii F-aktin silngji detekovan u spermii hlodavci. V oblasti mezi plazmatickou a vné&jsi
akrozomalni membranou je F-aktin velice duleZitou bariérou branici pifedcasné AR, jeho
depolymerace vede k AR. Tyto zmény jsou nejlépe vidét diky masivnimu akrozému u
spermie veverky. Celkové vysledky ukazuji, ze aktin neslouzi pouze jako cytoskeletalni
protein urcujici tvar hlavicky spermie, ale hraje také dilezitou roli v procesech pied
oplozenim. Tyto pfedchozi domnénky se pozdéji skutecné potvrdily, aktin je nezbytny pro
proces AR a pro relokalizaci proteind, které se ucastni fhze spermie s vajickem, do
fuzogennich oblasti hlavic¢ky spermie.

Detekce spektrinu ukazala, Ze tento protein byl u vzorkd kontrol i po AR lokalizovany
podobné jako aktin, s vyjimkou lidskych spermii pfed AR, kde byl detekovan shodny signél
pouze Vv oblasti ekvatorialniho segmentu a apikalni perinuklearni théky. U vSech zastupct
s vyjimkou spermie veverky, lokalizace spektrinu byla po AR podobna lokalizaci aktinu,
spektrin byl detekovan siln¢ v ekvatorialni oblasti a velmi siln¢ také v postakrozomalnim
regionu hlavicky spermie. U kontrolnich vzorkd spermie veverky byl na rozdil od aktinu
detekovan pouze slaby pas v ekvatorialni oblasti, po AR byla lokalizovana také
postakrozomalni oblast. Paraakrozomalni oblast byla u potkana a kiecka vyrazn€ znacena
pfed i po AR. Relokalizace spektrinu po AR souvisi pravdépodobné s jeho roli ve stabilizaci
ekvatorialniho segmentu, pfedpoklada se také jeho role béhem fuze spermie s vajickem (Yagi
& Paranko 1995). Mize se ucastnit také procesu kapacitace a AR v komplexu s
kalmodulinem (Virtanen et al. 1984).V pribéhu pokusu byla také zjistovana vzajemna
kolokalizace spektrinu a F-aktinu. Pouzitim dvojitého imunofluorescenéniho barveni byla
provedena detekce kolokalizace na spermiich vSech vybranych druhti. Pokus potvrdil
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vzéjemnou lokalizaci spektrinu a F-aktinu. Detekce na lidskych spermiich potvrdila
kolokalizaci spektrinu a F-aktinu pred AR v ekvatorialnim segmentu a v oblasti apikalni
perinuklearni théky. V akrozomalni oblasti nebyl spektrin detekovan, proto zde nebyla ani
pozitivni kolokalizace. Kolokalizace spektrinu a F-aktinu byla potvrzena také u kontrolnich
spermii potkana, kde byla pozitivni ve v§ech ¢astech hlavicky spermie.

I kdyz byla ptitomnost tubulinu ve zralych spermiich jiz popsana (Dvorakova et al.
2001; Peknicova et al. 2001), vzhledem k rozmanitosti tubulinové rodiny dosud chybi pokryti
zmén v lokalizaci proteinu po AR souvisejici s oplozenim. V lokalizaci a-tubulinu byly mezi
jednotlivymi zastupci spermii detekovany zjevné rozdily oproti ostatnim cytoskeletalnim
proteintim, coz naznacuje, ze tyto rozdily mohou mit vztah k morfologii i funkci spermii. U
kontrolnich vzorkli spermii kifecka a veverky byla detekce a-tubulinu nejvice podobna
lokalizaci aktinu i spektrinu. U téchto spermii byl pfed AR oa-tubulin nejvice lokalizovan
v apikalni akrozomalni oblasti. Po AR zlstala pozitivni pouze postakrozomalni oblast.
Tubulin v kortikalni oblasti mtize vytvaret sit, ktera byla detekovana v kortexu spermatocytt,
kde pomahé tvorb& akrozomu z jednotlivych vackt Golgiho komplexu (Moreno & Schatten
2000). Tyto mikrotubuly zde patrné pretrvavaji i ve zralych spermiich. Odlisna lokalizace
V porovnani s ostatnimi cytoskeletalnimi proteiny byla zjiSténa u lidskych kontrolnich spermii
a spermii potkana, kde nebyla detekovana oblast akrozému. U kontrolnich lidskych spermii
vykazovala detekce pozitivni efekt v oblasti ekvatorialniho segmentu i postakrozomalniho
regionu, mnohem siln&jsi nez po AR. U spermii potkana a zejména kiecka byl a-tubulin po
AR lokalizovan v postakrozomalnim regionu, zde byla dobfe patrnd dorzélni a ventralni
lokalizace tohoto proteinu. Oblast ekvatoridlniho segmentu zlstala beze zmény u vSech
zastupcl, po AR bylo pouze vidét jeji o trochu silnéjsi detekce.

Pro pokus byly vybrany skupiny organismi, jejichZ hlavi¢ky spermie se morfologicky
lisi. Cilem této prace bylo zjistit, jak se liSi lokalizace vybranych cytoskeletalnich proteini
mezi jednotlivymi funkénimi strukturami hlavicky spermie a zda se budou ve vysledku
vyrazné liSit zastupci spermii s jejich odlisnou morfologii. Funkce cytoskeletalnich slozek
zUstava stale nejasnd, nejlépe prozkoumana je funkce aktinového cytoskeletu. Je znama
pfedevSim dutlezitd funkce F-aktinu béhem procesu kapacitace, kde plsobi jako ochranna
bariéra proti pred¢asné fiizi vnéjsi akrozomalni membrany a plazmatické membrany. Pfeména
F-aktinu v G-aktin je naopak jednim z nezbytnych krokt pro uskuteénéni AR (Brener et al.
2003; Breitbart et al. 2005). Detekci v kortikalni paraakrozomalni oblasti falciformnich
(hackovitych) hlavicek spermie potvrdily také tyto pokusy. F-aktin hraje nezbytnou tlohu
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v relokalizaci proteinu Izumo do oblasti hlavicky spermie, kde probiha fuze spermie
s vajickem a pro tuto fuzi je zde nezbytny (Sosnik et al. 2009). Detekovana lokalizace
aktinového cytoskeletu skutecné¢ ukazuje moznost jeho funkce jak v oblasti akrozomalni, tak i
v ekvatorialni a postakrozomalni. Pii studiu obsahu akrozoému morcete byly detekovany
cytoskeletalni proteiny F-aktin, spektrin, myozin, kalmodulin, a gelsolin (Zepeda-Bastida et
al. 2011). Akrozomalni matrix je vysoce organizovany a fizené uvolnovani lytickych enzymu
je organizovano praveé pomoci téchto cytoskeletalnich struktur.

Detekce vybranych cytoskeletalnich proteinti byla ¢asto mezi riznymi typy hlavicek
spermii odli$nd, avSak jejich lokalizace ukazuje také cetné shody, zejména v pribéhu AR.
Tyto vysledky podpotily moznost jejich funkce pro proces oplozeni, které byly také pozdéji
dokazané (Sosnik et al. 2009). Cytoskeletalni proteiny hraji stézejni roli v procesu AR, ale
také pii pifipravé spermie na oplozeni, a nikoliv pouze v udrzovani specifické morfologie
hlavi¢ky. Funkce tubulinu byla dokazané také detekci B-tubulinu u lidskych spermii, jehoz

zmény v detekci vykazovaly spermie s patologickym spermiogramem (Peknicova et al. 2007).
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The slower the better: how sperm capacitation and acrosome reaction is
modified in the presence of estrogens.

Sebkova N, Cerna M, Ded L, Peknicova J & Dvorakova-Hortova K.
Reproduction. 2012 143, 297-307. doi: 10.1530/REP-11-0326. IF: 3,090

Tato studie fesi otazku, zda zvySené koncentrace vybranych estrogenii maji vliv na
kapacitaci a AR mySich spermii, a tedy zda mohou byt rizikem a ovlivnit mechanizmy
vedouci ke schopnosti spermii oplodnit vajicko.

Povrchové vody jsou rezervoarem mnoha chemikalii, které jsou vysledkem produkce
¢lovéka. Zejména farmaceutické produkty mohou byt nebezpeénym zdrojem latek, které
negativné puasobi na zivé organismy. Tyto latky se nachazeji také v pitné vodé v
koncentracich sice velice malych (ng/l, lokaln¢ i mnohem vice), avSak pii dlouhodobé
expozici dochazi k rozdilnym negativnim vlivim na Zivotni prostfedi, na organismy i na
Clovéka. Tyto latky, které mohou ovlivilovat Zivotni funkce organismil, jsou nazyvany
endogennimi disruptory a patii mezi né€ ptirodni ¢i syntetické estrogeny, které se dostavaji do
povrchovych vod a dale do cisticek vod, kde se pouze ¢astecné zachycuji v Cistirenskych
kalech, a proto ¢ast zistava v pitné vodé. Dosud pouzivané technologie ¢isténi odpadnich vod
nejsou dostate¢né ucinné a nezabranuji dalsi kontaminaci vod (Kusk et al. 2011). Vzhledem
k tomu, Ze se kaly Casto pouzivaji zejména v zem&délstvi, 1 zde predstavuji dalsi riziko pro
ptirodni prostfedi. Estrogeny se zde vazi na jilovité ¢astecky ptdy i na organickou ¢ast piidy a
mohou byt uvolnény opét do povrchovych, ale i podzemnich zasob vod. Negativni vliv
rostouci koncentrace estrogent v pfirodnim prostfedi je patrny zejména na zvySeni
reprodukénich abnormalit i pii extrémné nizké koncentraci ng/l (Storgaard et al. 2006). Bylo
prokazano, ze tyto latky mohou pisobit na reprodukéni parametry jak v saméim, tak
v sami¢im organismu (Kilian et al. 2007; Mandrup et al. 2012; Quignot et al. 2012).

Estrogeny byly dlouho povazovany pouze za sami¢i hormony, hraji v§ak dilezitou roli
také v sam¢im reprodukénim traktu. Je dokazano, Ze testosteron a androstenedione jSOu
v testis prekurzory pro syntézu 17B-estradiolu a estronu, ktera je umoznéna diky ptitomnosti
enzymu cytochrom P450 aromataza. Dal§i zmény estrogenti probihaji v jatrech, kde dochazi
k pfemén¢ estronu na estriol. Tyto estrogeny jsou tedy produkovany také u samci a podileji

se na regulaci jejich reprodukénich parametri (Broeder et al. 2000).
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VétSina koncentraci estrogend, které byly pouzity V préci, odpovidaji fyziologickym
estrogent v krevni plasmé, druha odpovida koncentraci v rete testis a tieti koncentraci se
shoduje s koncentraci estrogenti v ovarialni tekuting. Pro ucely pokusu jsme zvolili dale dvé
vyssi koncentrace, nez jsou maximalni koncentrace estrogent, které byly naméfeny u mysi.

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, estrogeny aktivuji estrogenni receptory zejména na
plazmatické membrané spermie a tim spoustéji celou fadu signalnich drah vedoucich ke
kapacitaci a schopnosti spermie oplodnit vajicko. ERa i ERB byly nalezeny u mnoha druhi
organismi. Pfitomnost ER( byla potvrzena u spermii ¢lovéka (Aquila et al. 2004), kance
(Mutembei et al. 2004), kralika (Kwon et al. 1995) i potkana (Pellettier et al. 2000). Pouzitim
imunofluorescen¢niho znaceni monoklonalni protilatkou byl v této praci poprvé detekovan
ERp i na mySich spermiich (BALB/c). Receptor byl lokalizovan v apikalni oblasti hlavicky
spermie v podobé¢ tenkého srpku. Zaroven tato specificka imunofluorescence pokryva i oblast
apikdlniho hacku. Pritomnost ERP na mySich spermiich byla dale potvrzena pomoci
chemiluminiscen¢ni detekce za pouziti celého lyzatu spermii z cauda epididymis. ERpB byl
oznacen jako protein o molekulové hmotnosti 64 kDa.

Dalsim ukolem této prace bylo detekovat vliv vybranych estrogeni na prubéh
kapacitace a indukované AR mysSich spermii. Spermie odebrané z cauda epididymis byly
ponechany kapacitovat v pfitomnosti riaznych koncentraci (0,02; 0,2; 2; 20; 200 ng/ml)
ptirodnich estrogeni - estronu, 176-estradiolu, estriolu a syntetického estrogenu - 17a-
ethynylestradiolu v kapacitatnim médiu po dobu 0, 30, 60, 90 a 120 minut. Odebrané spermie
byly analyzovany pomoci monoklonalni protilatky na pfitomnost TyrP v hlavic¢ce spermie.
TyrP byla detekovana jako kompaktni imunofluorescenéni signél lokalizovany v apikalni
oblasti akrozomalniho regionu hlavicky spermie. Data po¢tu spermii prochéazejicich TyrP
Vv hlavi¢ce spermie a AR byla statisticky vyhodnocena.

Z vysledkt vyplyva, Ze vSechny vySe zminéné estrogeny zvysSuji pocet spermii
pozitivnich na TyrP v hlavicce spermie béhem procesu kapacitace. Toto zvySeni se projevuje
jak v pocatecnich Casech kapacitace 30 a 60 min, tak i v casech 90 a 120 minut. Rozdil mezi
vybranymi estrogeny je patrny také odliSnym vlivem jejich koncentraci. Vyssi koncentrace,
zejména 200 a 20 ng/ml estronu, 17B-estradiolu al7a-ethynylestradiolu vyrazné zvysuji miru
TyrP. Odlisné plisobi estriol, ktery vykazuje zvySeni TyrP zejména pti nizkych koncentracich

0,02; 0,2 a2 ng/ml.
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Se zvysSujici se koncentraci 17B-estradiolu oproti kontrolnim vzorkiim vzrista
procento spermii pozitivnich na TyrP v hlavi¢ce spermie. Koncentrace 0,2 a 2 ng/ml zvysuje
TyrP zejména ve 30 minutach kapacitace, u koncentraci 20 a 200 ng/ml je vyrazné zvySena
mira TyrP zejména od ¢asu 30 minut az po 90 minut kapacitace. Téméf shodny vliv vykazuje
také plsobeni estronu. Zejména obé nejvyssi koncentrace 20 a 200 ng/ml 17a-
ethynylestradiolu vyrazné ovlivnily drahy vedouci ke kapacitaci v ¢asech od 30 minut az do
120 minut kapacitace. Tento estrogen nejdéle ovliviioval procesy v hlavicce spermie.

Proces TyrP a kapacitace spermii neprobiha synchronné (Stewart-Savage 1993), proto také
pocet spermii pozitivnich na TyrP béhem inkubace néhle neroste, ale zistava pomérné nizky a
staly.

Procento kontrolnich spermii pozitivnich na TyrP v hlaviéce spermie v tomto
experimentu dosahuje hodnot 8-12%, oproti experimentalni skupiné spermii, kde TyrP stoupa
na hodnoty 18%. Tyto vysledky koreluji s nedavnymi studiemi, které ukazuji procenta TyrP v
hlavi¢kach spermii béhem kapacitace a dosahuji hodnot 9% (Asquith et al. 2004). Celkova
TyrP populace spermii je mensi nez 15%. AvSak 90-100% téchto spermii maji schopnost
vazby k ZP. Pouze tyto spermie (15%) jsou uréené k rozpoznani a vazbé ZP (Asquith et al.
2004).

Zvysené hodnoty TyrP po ovlivnéni spermii estrogeny, byly detekovany také pomoci
SDS-PAGE celektroforézy a naslednym western blotem a chemiluminiscenéni detekci. Pro
detekci byl pouzit lyzat celych spermii, které byly pfedem inkubovany v pfitomnosti stejnych
koncentraci estrogenil a po stejnou dobu jako v ptedchozim pokusu. Vysledky ukazuji ¢asoveé
zavislé zvySeni TyrP proteini o molekulové hmotnosti 40 az 120 kDa. TyrP dosahuje
maximalnich hodnot kolem 90-120 minut kapacitace. V tomto ¢ase inkubované spermie
prochazeji kompletnim procesem kapacitace a tyto spermie jsou schopné projit AR a oplodnit
vajicko. Z vysledkl je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci estrogenti dochazi ke zvySeni
poctu proteint, které jsou fosforylované na tyrozinovych postrannich zbytcich. Pocet téchto
proteint je zvySen také u nizSich koncentraci (0,02 a 0,2 ng/ml), zejména u 17B-estradiolu,
estronu a estriolu. Hodnoty TyrP zde nezobrazuji pouze TyrP v hlavi¢ce spermie, ale také
TyrP v oblasti biciku, ktera koreluje se stavem hyperaktivace spermie, nezbytné pro oplozeni
vajicka.

Za ucelem pozorovani ucinku vybranych estrogend na kapacitaci spermii, byla
studovana jejich schopnost projit indukovanou AR pomoci Cal. Vzhledem k ziskanym
vysledklim z ovlivnéni TyrP bylo ocekavano také zvySeni poctu spermii prochéazejici AR.
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Vysledky tohoto pokusu vsak ukazaly, ze estrogeny vyrazné snizily procento spermii, které
byly schopné podstoupit AR. Pfirodni estrogeny estriol, estron a 178-estradiol vykazovaly
velice podobny efekt ovlivnéni AR spermii. Tyto estrogeny vyrazné snizily procento spermii
prochazejici AR v ¢ase 30 minut kapacitace S navazujici inkubaci sCal 5 minut.
Koncentracemi, zptsobujici tento efekt se nékteré tyto estrony lisily. Zejména tii nejvyssi
koncentrace 200; 20 a 2 ng/ml u 17B-estradiolu a estronu ovliviiovaly AR, u estriolu tfi nizsi
koncentrace 0,02; 0,2 a 2 ng/ml. Tii nejvétsi koncentracel7a-ethynylestradiolu snizovaly
indukovanou AR zejména v ¢asech 30 a 60 min kapacitace po nasledné indukci AR 60 minut.
Uvedené vysledky ukazuji, Ze estrogeny zvysuji TyrP spermii, nicméné kazdy estrogen miize
vyvolat odezvu rizné sily s ohledem na jeho koncentraci a také Cas kapacitace. Rozdilna
estrogenni odpovéd miize byt zplsobena tim, Ze estrogeny aktivuji rizné typy nebo cCasti
signdlnich drah nebo mohou vazat a aktivovat rGzné receptory, které spousti drahy vedouci
Kk proteinové TyrP spermii béhem procesu kapacitace. Kazdy z estrogent se pravdépodobné
chova odlisné, jejich ucinek neni shodny.

Signalni drahy vedou od TyrP k aktivaci aktinové polymerace, kterd zabrafuje
pfedcasné fuzi plazmatické membrany s vnéj$i akrozomélni membranou, vedouci k AR.
Pokud plsobenim estrogenti dojde ke zvySeni TyrP, dochédzi pravdépodobné k silnéjsi
stimulaci aktinové polymerace, vysledkem je neschopnost aktinovych filament depolymerace
a dochazi k blokovani AR (Brener et al. 2003). Pokud jsou nadmérnym mnozstvim estrogenti
estrogenni receptory hyperstimulovany, je zvySena aktivita tyrozinkinaz, TyrP zlstava
spusténa. Tim dochazi k dlouhodobé aktivaci PLD a polymeraci aktinu (Breitbart et al. 2005).
B&hem AR, aktivita PLC zvySuje koncentraci intracelularnich Ca?*, vedouci k depolymeraci
aktinu. Pokud vsak PLD ziistane aktivovana pietrvavajici stimulaci estrogennich receptori a
tyrozinkinaz, aktivita PKC mize byt zpozdéna a depolymerace aktinu zpomalena. Jako
podstatné se proto jevi nacasovani vSech na sobé zavislych d&ji vedoucich ke kapacitaci a
AR, ovlivnéni po sobé jdoucich udalosti mize vést ke snizeni, €1 ztraté schopnosti oplozeni.
Porovnanim vysledkll je zfejmé, ze kazdy z vybranych estrogenli ovliviiuje hlavni znaky
kapacitace, kterymi jsou TyrP a navazujici proces AR. Zvysujici se koncentrace estrogenti
Vv zivotnim prostiedi mize ménit mechanizmy, které vedou ke schopnosti spermie oplodnit
vajicko, a tim predstavuji mozné riziko pro reprodukci organizmu.

Na druhé strané, je nicméné mozné posuzovat vysledky téchto pokusti ne pouze z
hlediska jejich vlivu na zivotni prostiedi, ale také ze strany hormonalnich d&jt v organismu
samotném. Spermie se cestou pres reprodukéni trakt samice setkdva s riznou koncentraci
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estrogentl, podobné tém, které byly vybrany v tomto in vitro experimentu, a to v zavislosti na
fazi cyklu. Koncentrace estrogenti je nizka béhem pre-ovulacnich fazi, kdy 17p-estradiol je
spojeny s dlouhovékosti spermie (Mbizvo et al. 1990). Situace se ale méni v dob& ovulace,
kdy koncentrace estrogenu stoupa S uvoliiovanim folikularni tekutiny (Shaikh 1971). V
korelaci s vysledkem pokusu, kapacitace a AR jsou modulovany vy$$imi koncentracemi
estrogent a ty mohou slouzit jako specificka selekéni bariéra spermii, kde inhibi¢ni vliv
estrogent na indukovanou AR muze mit fyziologicky vyznam (Vigil et al. 2008). Vysledky
experimentu ukazuji, ze fyziologické koncentrace estrogenu stimuluji proces kapacitace, ale
na druhou stranu inhibuji indukovanou AR. Toto zji§téni je mozné vysvétlit hypotézou, ze
estrogeny mohou ptedstavovat dalsi mechanizmus pro samici specificky vybér nejlepsich

spermii pro oplozeni. VSechna data ukazuji primér hodnot z péti nezavislych pokust.
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In vivo exposure to 17B-estradiol triggers premature sperm capacitation in
cauda epididymis.

Ded L, Sebkova N, Cerna M, Elzeinova F, Dostalova P, Peknicova J &
Dvorakova-Hortova K.

Reproduction. 2013 Jan 14, In press, doi: 10.1530/REP-12-0472 IF: 3,090

Vzhledem k tomu, Ze in vitro studie ukazaly vyrazny prokapacitacni efekt vybranych
estrogent (Sebkova et al. 2012), pro potvrzeni tohoto efektu byly provedeny pokusy in vivo.
Vliv nizsich 1 vyS$ich koncentraci estrogenli na reprodukcni schopnost nékterych organismil
byl prokazan mnoha in vitro pokusy (Adeoya-Osiguwa et al. 2003; Ded et al. 2010; Sebkova
et al. 2012). Estrogeny maji vliv na signalni drahy spermie, vedouci k procesu kapacitace a
nasledné k procestim, které vedou k fuzi vnéjsi plazmatické membrany s vnéjsi akrozomalni
membranou pii AR, rovnéz umoziuji kontakt spermie s kumularnimi bunikami ¢i ZP a fuzi
s oolemou vajicka.

Studie ukazuji, Ze vystaveni organizmt xenoestrogeny (bisphenol-A, diethylstilbestrol,
vinclozolin) ¢i fytoestrogeny (genistein, resveratrol), které jsou kumulované v pfirodnim
prostiedi, mize vést k ovlivnéni schopnosti spermii oplozeni (Akingbemi 2005; Peknicova et
al. 2002; Kyselova et al. 2003, 2004; Elzeinova et al. 2008; Gong & Han 2006; Nakamura et
al. 2010). Negativni uc¢inky mohou mit latky, které pouziva ¢loveék k ochrané rostlin, jako
napiiklad pesticidy i herbicidy (Pina-Guzman et al. 2009; Victor-Costa et al. 2010), které
podobné jako estrogeny mohou ovliviiovat morfologii a funkci testis, tim ovliviiovat
spermatogenezi a oplozeni. Tyto latky piasobi pfes estrogenni receptory a ovliviuji
negenomove aktivované signalni drahy.

Tato prace se zabyva in vivo efektem 17f-estradiolu na pribéh kapacitace, zejména
sledovanim vlivu tohoto estrogenu na stimulaci TyrP. Byl sledovan také vliv tohoto estrogenu
na zmény v Tffl genové expresi, ktery je znakem aktivity ERa.

V celém pokusu bylo pouZito 24 inbrednich mysi, v kazdé experimentalni skupiné
byly analyzovany spermie ziskané z 16 cauda epididymis (celkem 8 jedinct). Jedna skupina
samcu byla vystavena vybrané koncentraci 20 ng/ml 17f-estradiolu v obdobi béhem puberty
od 4. do 7. tydne véku (Pubertdlni skupina). Druh4a skupina samcii byla vystavena
kontinualnimu ovlivnéni 17-estradiolem (shodné koncentrace 20 ng/ml) v ¢ase od narozeni

do 12. tydne véku (Kontinualni skupina). Zaroven byla pfipravena kontrolni skupina samct,
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ktefi nebyli vystaveni vlivu estrogenu. Této skupiné bylo podévano krmivo a voda bez
ptritomnosti estrogentl. Pro nasledné analyzy byly pouzity tkan¢ a spermie samct ve véku 12.
tydnii, kdy vSechna experimentalni zvitrata byla usmrcena.

Spermie, pouzivané pro detekci TyrP byly odebirany v pribéhu kapacitace v ¢asech 0;
30; 60; 90 a 120 minut. Pocet spermii pozitivnich na TyrP byl vyssi oproti kontrolni skupiné u
obou experimentdlnich skupin. Nejvétsi rozdil v mife TyrP oproti kontrolni skupiné samct
vykazovala Kontinualni skupina, u které byl naméfen statisticky nejvétsi rozdil v hodnotach
V porovnani s dal§imi skupinami. Pubertalni skupina vykazovala také vyssi miru TyrP oproti
kontrolni skuping, nizsi vSak oproti skupiné Kontinualni. Nevyssich hodnot TyrP vykazovaly
skupiny v ¢ase 90 minut kapacitace. Rozdil mezi experimentalnimi skupinami byl patrny jiz
V minimalnim case inkubace spermii, v dalSich Casech inkubace se tento rozdil nepatrné
zvySoval, trend naristu TyrP zistava. Hodnoty TyrP byly detekovany pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a western blotu a chemiluminiscenéni detekce. Vysledky ukazuji rozdily
Vv proteinové detekci TyrP mezi kontrolni skupinou a experimentalnimi skupinami. Nejvétsi
rozdily vykazovala opét skupina Kontinualni s nejvétsim mnozstvim proteinti pozitivnich na
TyrP, a to zejména ve skupiné proteini molekulové hmotnosti od 45 kDa do 68 kDa.
Kontrolni skupina vykazovala nejniz$i mnozstvi detekovanych proteini na TyrP. Detekce
dosahovala nejvyssich hodnot v ¢ase 90 a 120 minut, kdy kapacitace téchto spermii dosahla
maxima a byla ukon¢ena.

V prubéhu kapacitace jsou aktivovany signalni drahy, které zahrnuji, mezi jinymi,
zvyseni intracelularni koncentrace Ca®*. Ke stanoveni miry TyrP, byl proto proveden dalsi
pokus, ve kterém spermie mySi byly pouzity pro chlortetracyklinové (CTC) stanoveni
mnozstvi Ca®* souvisejici s kapacitaci béhem které dochézi ke zméndm hodnot intracelularni
koncentrace téchto iontl. Z vysledkt byl patrny podobny prokapacita¢ni efekt stanoveni CTC
jako u detekce miry TyrP. Pocet CTC znacenych spermii byl nejvétsi u Kontinualni skupiny,
a to ne jen v porovnani s kontrolni skupinou, ale také s Pubertalni skupinou. Pocet spermii
Pubertalni skupiny vykazoval rozdily také oproti kontrolni skuping, 1 kdyz na rozdil od
Kontinualni skupiny nebyl tak vysoky.

DalSim stanovenim, které indikuje zmény stavu kapacitace a také vliv estrogenu na
probihajici kapacitaci, byla detekce na estrogenu zavislé expresi Tfflgenu. Zaroven byla
stanovena mira koncentrace 17f-estradiolu v mys$im séru. Vysledky ukazuji, Ze mira TyrP,
hodnoty koncentrace 17f3-estradiolu v séru i mira exprese Tfflgenu vzajemné koreluji. Rozdil
koncentraci estrogenu mezi kontrolni skupinou a Pubertalni skupinou nebyl vyrazné odlisny,
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hodnoty Pubertalni skupiny byly sice vyssi, avSak tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
Statisticky rozdilné byly hodnoty koncentraci Kontinudlni skupiny oproti ostatnim skupinam.
Mira exprese Tffl genu vykazovala mezi skupinami rozdily a korelovala také s mnozstvim
spermii pozitivnich na TyrP. Na druhou stranu nebyl zjistén rozdil v TyrP v hlavickach
spermii v testis a epididymis.

Pro studie stavu kapacitace je Casto vybiran pfirodni estrogen 17B-estradiol, jehoz
ucinky byly zjistovany také v této praci. Stimula¢ni prokapacita¢ni ucinek tohoto estrogenu
byl detekovan in vitro také v nedavnych studiich (Ded et al. 2010; Sebkova et al. 2012).
Vysledky in vitro experimentd vSak nemusi vzdy dokazovat naprosto shodny Gé¢inek in vivo.
Z tohoto ditvodu byl pfipraven tento experiment, ve kterém nékteré postupy jsou provedeny
stejné (detekce TyrP), jako vin vitro pokusech. Dilezity je také fakt, ze kromé
experimentalné pouzité koncentrace estrogenu v tomto pokusu jsou spermie vystaveny také
shodnym koncentracim estrogenu v rete testis i v reproduk¢énim traktu samice a miize v tomto
pfipadé dochdzet k dalsim ovlivnénim a molekuldrnim zménédm. Tato souvislost je patrna
z vySe zminénych experimentl, kdy molekuldrni zmény souvisejici s mirou TyrP a CTC
koreluji s hodnotami 17p-estradiolu v séru, podobna korelace hodnot byla detekovana u Tffl
exprese. Hodnoty TyrP jsou v maximalnich ¢asech inkubace niz$i, nez v pfedchozim case,
coz ukazuje, Ze molekularni zmény v priibéhu kapacitace nejsou trvalé a pokud jsou spermie
dale vystaveny pouze niz§im hodnotam estrogenti, mohou se blizit hodnotdm kontrolnim. Ptes
to, Ze se hodnoty TyrP mezi kontrolni skupinou a Pubertalni skupinou vyznamné lisi, hodnota
17B-estradiolu v séru mezi t€émito skupinami zustava stejna. Tento rozdil je mozné vysvétlit
tim, ze u Pubertalni skupiny je hodnota estrogenu shodna, ale mize pretrvavat jeji vySsi
koncentrace v reprodukénim traktu a silngji tak ovlivnit proces kapacitace. Tuto teorii
potvrzuji hodnoty exprese genu Tffl Pubertalni skupiny.

Jak ukazuji vysledky této i nedavné prace (Sebkova et al. 2012), u spermii z cauda
epididymis estrogeny ovliviiuji procesy kapacitace vedouci k TyrP. Hodnoty TyrP nebyly
vSak v testis zvySené, coz ukazuje, Ze nejvétsim zménam podléha pravé piiprava spermie
k oplozeni a také mozné dal$i ovlivnéni spermii v reprodukénim traktu vcetné jejich
zachyceni v reservoaru. Zmény ve varlatech tykajici se ovlivnéni spermatogeneze vsak nelze
vyloucit a mize k nim dochazet podobné, jako v nedavné studii Miyaso et al. 2012. Zmény
béhem kapacitace spermie vedouci k hyperaktivaci tyrozinkinaz vedou vSak ke snizeni
schopnosti projit indukovanou AR (Sebkova et al. 2012), maji proto vliv na dalsi osud
spermie a mohou vést az ke ztraté schopnosti k oplozeni. Na druhé strané, detekce CTC
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ukazuje, Ze tok Ca?* do buiiky neni poruseny, a Ze spermie je schopna projit AR. Pokud by
efekt zvySené TyrP nebyl trvaly, ale pfechodny, spermie by byla schopna oplozeni. Otazkou
zustava, zda zvySena koncentrace téchto iontli neni pifed¢asna a zda proto Spatné nacasovani
procest vedoucich k pfipravé na oplozeni nemé na schopnost tohoto oplozeni negativni vliv.
Proces zrani spermii i kapacitace neni u celé populace spermii synchronni, a proto estrogenni
hormony mohou pravdépodobné nerovnomérné ovliviiovat schopnost piipravy spermie
k oplozeni.

Estrogeny a latky s estrogenni aktivitou ovliviiuji vice ¢i méné reprodukéni parametry
spermii. Je vSak potieba se na tuto problematiku také podivat komplexné. V zivotnim
prostiedi se zvySuje vyskyt latek, které maji negativni vliv na organismy i na jejich
reproduk¢ni schopnost. | kdyby kazda tato latka méla nizky negativni dopad, jejich vysoky
pocet predstavuje pro organizmy znacnou zatéz a soucasn€ riziko sniZeni jejich plodnosti.
Jednou z téchto latek je 17B-estradiol, ktery predstavuje negativni vliv na reprodukéni
schopnost spermie, a to zejména prokapacitatnim Gc¢inkem, pfedCasnym zvySenim TyrP a

intracelularni koncentrace vapenatych ionti.
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Progress of sperm lzumo relocation during spontaneous acrosome reaction.
Sebkova N, Ded L, Vesela K & Dvorakova-Hortova K
Submitted in PloS One 2013, IF: 4,092

Protein Izumo je transmembranovy protein, ktery je lokalizovan na akrozomalni
membrané hlavicky spermie (Inoue et al. 2005). Béhem procesu AR je z této membrany
relokalizovan pomoci aktinového cytoskeletu do celé oblasti hlavicky spermie (Sosnik et al.
2009). Tato relokalizace je nezbytna pro proces oplozeni (Inoue et al. 2011).

Cilem této prace bylo zjistit, zda k relokalizaci Izumo dochézi béhem fyziologické
spontanni AR 1 mysi, ¢i zda k této relokalizaci dochazi pouze béhem indukované AR, u které
byla dosud detekovana. Prace ukazuje, jak vypada Casova zavislost této relokalizace
Vv pribehu kapacitace spermii a jeji vztah k promiskuitnimu chovani mysi.

V tomto pokusu byly pouzity spermie mySice malooké (Apodemus microps), ktera se
vyznacuje fakultativné promiskuitnim chovanim (40%), (Bryja & Stopka 2005) a mysSice
ktovinné (Apodemus sylvaticus) s vysoce promiskuitnim chovanim (100%), (Bryja et al.
2008). Oba tyto druhy se vyznacuji vysokou mirou spontanni AR v porovnani s laboratornim
kmenem mysi BALB/c (Johnson et al. 2007), ktery byl pouzit jako kontrola. Casovy priibéh
zmény lokalizace Izumo byl sledovan v jednotlivych ¢asech inkubace spermii v kapacita¢nim
médiu (0; 5; 10; 20; 40; 60; 80 a 90 minut). Pro sledovani stavu akrozému, bylo pouZito jeho
znaceni PNA lektinem. V pribéhu pokusu byly hodnoceny spermie, které prochézely
jednotlivymi stadii lokalizace Izumo.

Vysledky pokust ukazuji, ze K relokalizaci proteinu Izumo dochazi béhem spontanni
AR srovnateln¢ s AR indukovanou. Pied AR zlstava Izumo zakotven v akrozomalni
membrané. V pribéhu a po uskutecnéni AR je 1zumo postupné relokalizovan z oblasti
akrozomalni membrany pies celou oblast ekvatorialniho segmentu (WES) do oblasti post-
akrozomalniho regionu a V této findlni fazi relokaloizace se Izumo dostava do celé oblasti
hlavicky spermie (WSH).

Pokud byly spermie ponechany voln¢ inkubovat v kapacitaénim médiu, prvni znamky
pocatku Izumo relokalizace do oblasti apikalniho ekvatoridlniho segmentu (AES) byly u
spermii myS$i rodu Apodemus detekovany az o 20-30 minut diive nez u BALB/c. V tomto ¢ase
bylo obcas PNA jest¢ detekovéano, i kdyZ Casto se znamkami slabSiho rozdisociovaného

barveni, znacici pribéh AR. Do oblasti WES se Izumo dostalo shodné¢ u BALB/c i A.
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microps, pouze u A. sylvaticus byla relokalizace rychlejsi. Finalni pribéh Izumo relokalizace,
jeho presun az do postakrozomalniho segmentu a tedy do celé oblasti hlavicky spermie byl u
A. sylvaticus detekovan diive nez u ostatnich druhti. Z vysledku je patrné, Ze u spermii
promiskuitnich mysi rodu Apodemus dochdzi k mnohem rychlejSimu nastupu procesu
relokalizace Izumo nez u kontrolniho kmene BALB/c. Kone¢ny proces relokalizace vsak
nevykazuje velké ¢asové rozdily.

Priichodem pfes samici reprodukc¢ni trakt jsou spermie vystaveny pusobenim latek
(estrogentl, progesteronu, Ca2+), které ovliviiuji jejich kapacitacni procesy. K dalsim zménam
dochazi béhem prichodu spermii pres kumularni buniky vajicka, kde jsou spermie vystaveny
pusobenim progesteronu, ktery kumularni buiiky vylucuji (Therien & Manjunath 2003) a
ktery zde iniciuje jejich AR (Jin et al. 2011). Béhem provadéni experimentii se mize stat, ze
dojde k oddéleni procest, které nejsou v piirozeném fyziologickém prostiedi oddéleny, jako
jsou spontanni a indukovana AR. Oba tyto d¢je mohou ve spermii probihat soucasné, ale také
oddélené.

Z tohoto divodu byly v pribéhu pokusu spermie postupné vystavovany takeé
induktorim AR, Cal a progesteronu. Také v tomto pokusu byly hodnoceny ty spermie, které
nejdiive prochazely relokalizaci Izumo do stanovenych oblasti hlavicky spermie. Pokusy
ukazaly, ze spermie BALB/c, A. microps i A. sylvaticus, které byly ovlivnény Cal v prib¢hu
in vitro inkubace, vykazovaly shodny pribéh relokalizace Izumo do vSech ¢&asti hlavicky
spermie jako ty spermie, které prochazely spontanni AR bez jejich dalsiho ovlivnéni,
s vyjimkou spermii A. microps, do WSH se Izumo dostalo o diive nez u spontanni AR.
Zmény nastaly az béhem inkubace spermii v pritomnosti progesteronu. U spermii vSech druhi
mysi bylo Izumo relokalizovano do vsech oblasti hlavicky spermie vyrazné rychleji, nez
béhem spontanni AR. Casy relokalizace se lisily s mirou promiskuity, spermie A. sylvaticus
vykazovaly nejrychlejsi postup relokalizace.

Progesteron tak vyrazné urychlil relokalizaci Izumo proteinu do oblasti hlavicky
spermie, ve kterych dochazi k fizi spermie s vajickem (Inoue et al. 2005). Pfitomnost Cal
nema téméf Zadny vyrazny vliv na relokalizaci proteinu Izumo, zatimco progesteron
podporuje relokalizaci 1zumo u vsech zastupct, nejsilngji u A. sylvaticus. Data poctu spermii
prochazejicich jednotlivymi fazemi Izumo relokalizace byla statisticky hodnocena.

V pritbéhu pokusu byla v kazdém case inkubace sledovéana heterogenita celé populace
spermii. Pro statistické hodnoceni bylo u spermii BALB/c mysi detekovano 6 rtiznych vzoria
PNA a Izumo barveni, které bylo béhem inkubace pozorovano. Kromé vysSe popsanych stadii
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relokalizace Izumo, bylo statisticky hodnoceno také zastoupeni spermii, u kterych bylo
pozorovano spolec¢né barveni Izumo a PNA v oblasti akrozomu, pouze detekce PNA, spermie
po AR bez Izumo relokalizace, Izumo s relokalizaci do oblasti AES s dosud detekovanym
PNA, ¢i spermie neobarvené. V kazdém Case inkubace spermii tvofily spermie s PNA/Izumo
detekci v oblasti akrozomu a spermie, u kterych dochazelo k relokalizaci 1zumo, vétsinu ze
vSech zastoupenych vzori. Ze vSech spermii, které proSly AR, spermie prochazejici
relokalizaci Izumo tvofily majoritni skupinu.

Z vysledkl postupu relokalizace Izumo vyplyva, ze u spermii vysoce promiskuitnich
druhit mysi dochézi k relokalizaci do oblasti ekvatoridlniho segmentu (oblast fize spermie
s oolemou vajicka) po velmi kratké dob¢ inkubace. Otazkou zdstava, zda tyto spermie po
spontanni AR, prosly pted touto relokalizaci také kompletnim a tedy i1 rychlejSim procesem
kapacitace, anebo pouze ¢astetnym procesem kapacitace, ktery je dostateény pro uskute¢néni
relokalizace I1zumo a vede ke schopnosti k oplozeni. Vysokou miru spontanni AR vykazuji
zastupci rodu Apodemus, kde dosahuje hodnot vice nez 50% (Moore et al. 2002; Johnson et
al. 2007; Clift et al. 2009). Neni vSak znamé, zda tyto spermie, i kdyZ se vyskytuji ve
vysokém procentu u téchto mysi, prochazeji procesem kapacitace a jsou schopny oplozeni. U
spermii mysi rodu Apodemus nedochazi k translaci CD46, diky tomu vykazuji nizkou
akrozomalni stabilitu, a na druhé strané vysokou miru plodnosti. Mira spontanni AR stoupa
s mirou promiskuity (Johnson et al. 2007), a jak vyplyva z vysledkti pokust, také rychlost
Izumo relokalizace stoupd s mirou promiskuity. Procesy molekularnich zmén, ke kterym
dochazi pted oplozenim tak zacinaji u promiskuitnich druhti mnohem dfive. Spermie téchto
zastupci prochazeji relokalizaci o 20 az 30 minut diive nez u BALB/c. To by mohlo
ptredstavovat ur€itou selektivni vyhodu pro spermie samcti béhem vnitrodruhové kompetice
spermii. Cas, ktery je potiebny pro kompletni proces relokalizace je rychlej$i pouze u vysoce
promiskuitniho druhu A. sylvaticus, ve srovnani s fakultativné¢ promiskuitnim druhem A.
microps a kontrolnim kmenem BALB/c. Velké rozdily vykazuje Izumo relokalizace
Vv pocatecnich Casech, avSak Casové rozdily kompletniho procesu relokalizace nejsou mezi
druhy tak vyrazné a zavisi pravdépodobné na mnoha faktorech, kdy neni vyloucena také
moznost postupného dokonceni kapacitace.

Tyto pokusy dokazaly, Zze u spermii prochazejici spontanni AR dochazi k relokalizaci
Izumo do oblasti fuze spermie s vajickem. Pocatek relokalizace byl detekovan v nékterych
ptipadech jesté s pfitomnosti znaceného PNA, avsak pocatek AR nelze u tohoto znaceni
akrozému presn¢ detekovat. Spermie s EGFP (posileny zeleny fluorescencni protein)
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znacenym akrozinem ukazuje ztratu signalu ihned po iniciaci AR, zatimco znaceny akrozém
PNA lektinem nevykazuje v tomto Case jest¢ zadné zmény (Jin et al. 2011).

Aby byla spermie schopna oplodnit vajicko, musi dojit také k molekularnim zménam
v bic¢iku spermie, vedouci kK progresivni motilité tzv. hyperaktivaci (Urner et al. 2001), ktera
je nezbytna pro prichod spermie kumuldrnimi buiikami, ZP a fizi s oolemou vajicka.
Znakem hyperaktivace je zvySena mira TyrP v bi¢iku spermie. Z tohoto diivodu bylo u vyse
zminénych spermii také sledovano fluorescencni znaceni biciku TyrP, pro detekci spontdnni
AR byl akrozém opét zna¢en pomoci PNA lektinu. Znakem kapacitace a hyperaktivace
spermie byl stanoven signal TyrP v oblasti stfedni ¢asti (mid-piece) bic¢iku spermie (Urner et
al. 2001). Béhem inkubace spermii bylo detekovano uréité procento morfologicky
neporusenych spermii, které vykazovaly pozitivni signdl TyrP bic¢iku spermie a zdroven
probéhlou AR. Tato data pozitivné koreluji s potem spermii, které¢ u téchto druhtt mysi
prochazeji spontanni AR. Tyto vysledky odrazi skutecnost, ze spermie, které prochazeji
spontanni AR, vykazuji rovnéz hyperaktivaci, znak typicky pro dokonéeni kapacitace spermii.
Z tohoto divodu spermie, prochazejici rychlejSim procesem relokalizace Izumo, prochazeji
pravdépodobné také rychlejsim procesem kapacitace. Spermie po spontanni AR s relokalizaci
proteinu Izumo do oblasti fize spermie s oolemou vajicka, se zdaji mit stejny fertilizacni
potencial, jako spermie, které prochazeji kumularnimi buiikami ¢i ZP indukovanou AR.

Mechanizmus spontanni AR neni zcela objasnén. Otazkou zUstava, zda tyto spermie
maji schopnost projit ptes ZP a oplodnit vajicko. Nedavno bylo prokdzano, Ze spermie mysi,
které projdou ZP indukovanou AR, jsou schopné projit opét pies ZP a oplodnit vaji¢ko (Inoue
et al. 2011). Skupina Jin et al. 2011 ukazala, Ze spermie prochazi ZP velice kratkou dobu na
to, aby zde mohla probihat ZP indukovana AR, a ze spermie mysi iniciuje AR jiz béhem
prichodu pies vrstvu kumulérnich bunék. Jak se uvadi v praci (Jin et al. 2011) AR u mysich
spemii mize byt iniciovana ZP, ale je to spise vyjimka nez pravidlo. Pokud spermie po AR je
schopna projit ZP, potom spermie po spontanni AR, u které prob&éhne relokalizace 1zumo do
fuznich oblasti hlavicky spermie, ma casovou vyhodu v procesu oplozeni oproti ostatnim
spermiim. U zastupci rodu Apodemus vysoka mira spontanni AR tak muze predstavovat

velkou konkuren¢ni vyhodu.
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4 Zavér

» Lokalizace aktinového cytoskeletu nevykazovala vyrazné rozdily mezi spermiemi lidskymi,
potkana, kieCka a veverky, a ptred AR byl detekovan nejsiln€jsi signal v oblasti akrozomu

* Po AR doslo ke snizeni mnozstvi aktinu v oblasti akrozomu, naopak ke zvyseni signalu
doslo v oblasti ekvatoridlniho segmentu

» Spektrin byl u spermii potkana, kfecka a veverky detekovan pied AR nejsilnéji v oblasti
akrozomu, lidské spermie zde vykazovaly negativni signal.

* Po AR ani u jednoho zastupce spermii nebyl spektrin v oblasti akrozomu lokalizovan,
nachazel se pouze v ekvatorialni a postakrozomalni oblasti

* Detekce a-tubulinu ukéazala nejvétsi rozdily mezi spermiemi jednotlivych zastupcti pied i
po AR

» Akrozomalni oblast byla pozitivni na a-tubulin pfed AR pouze u kiecka a veverky, po AR
byl a-tubulin lokalizovan zejména do oblasti postakrozomalniho segmentu

» Cytoskelet v hlavicce spermie plni pfevazné funkci béhem AR a procesu oplozeni a

nepodili se pouze vyhradné na udrzovani specifického tvaru hlavicky spermie

* Estrogeny stimuluji prokapacita¢ni efekt mysich spermii in vitro

* Pocet spermii, jejichZ proteiny maji pozitivni TyrP v hlavicce spermie, stejné jako celkova
TyrP, byly v porovnani s kontrolou vyssi

» Estrogeny vyrazné stimuluji proces kapacitace v zavislosti na jejich koncentraci

» Estrogeny snizuji pocet spermii prochéazejici akrozomalni reakci, kterd byla indukované Cal

* Rychlejsi proces kapacitace s ohledem na vyssi TyrP detekované v hlavickach spermii,
vede k sniZzeni poctu spermii, které prochazeji Cal indukovanou AR

* Rostouci koncentrace estrogeni v pfirodnim prosttedi muze ovliviiovat ¢i menit
mechanizmy pfispivajici ke schopnosti spermie oplodnit vaji¢ko

* U mysich spermii ziskanych z cauda epididymis byl detekovan estrogenni receptor 3

* Estrogeny mohou plnit ulohu specifické selekéni bariéry uvnitt organizmu, kde inhibi¢ni
efekt estrogenil na indukovanou AR muiZe mit fyziologicky vyznam

* Estrogeny mohou piedstavovat jeden z mnoha mechanizmi samice, ktery slouzi k vybéru

nejlepsi spermie pro vlastni oplozeni
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In vivo vystaveni spermii 17p-estradiolu vede Kk pifedCasnému rychlejSimu procesu
kapacitace mySich spermii ziskanych z cauda epididymis, s dal§im moZznym negativnim
dopadem na zptisobilost spermie k oplozeni v sam¢im reprodukénim traktu

17B-estradiol vede ke zvySeni TyrP proteini V hlavicce mysSich spermii a také k
pred¢asnému piilivu vapenatych ionti do cytoplazmy spermie

Naméfené hodnoty 17p-estradiolu v krevnim séru mysi koreluji s mirou TyrP a také
S mirou exprese genu Tffl in vivo

Naméfené hodnoty miry TyrP, CTC i exprese genu Tffl ukazaly, ze nevétSi rozdily
vykazovala skupina mysi vystavend pusobeni 17p-estradiolu kontinualné od narozeni do
doby pohlavni zralosti

Vysledky pokusi in vivo ovlivnéni TyrP spermii 17p-estradiolem koreluji s podobnymi
pokusy provedenymi in vitro

In vivo vystaveni mySich spermii 17B-estradiolu mtize vést ke snizené schopnosti téchto

spermii k oplozeni

V pribéhu procesu kapacitace spermii dochéazi k postupné relokalizaci proteinu Izumo
Z akrozomalni membrany pies ekvatoridlni segment smérem k postakrozomalnimu regionu
hlavi¢ky spermie
K procesu relokalizace Izumo proteinu dochazi u spermii prochazejicich spontanni AR
Prvni znamky Izumo relokalizace do oblasti apikalniho ekvatorialniho segmentu byly u A.
microps a A. sylvaticus rychlejsi nez u kontrolniho kmene BALB/c
Celkovy ¢as potiebny pro kompletni proces relokalizace IZUMO byl krat$i pouze u vysoce
promiskuitniho druhu A. sylvaticus
Rozdil mezi druhy myS$ich spermii v kompletnim procesu relokalizace Izumo neni pfilis
odlisny, muize vSak zaviset na case, ktery je potfebny spiSe pro dokonceni procesu
kapacitace nez AR
U voln¢ zijicich druhd rodu Apodemus c¢as relokalizace Izumo pozitivné koreluje s mirou
jejich promiskuity a negativné se stabilitou jejich akrozému
Nebyl pozorovan vyrazny rozdil mezi relokalizaci Izumo béhem spontanni AR a Cal
indukované AR
Relokalizace 1zumo u mysich spermii byla urychlena béhem indukce AR progesteronem

51



» Spermie, které prochdzi spontanni AR, maji stejny fertilizacni potencial jako spermie po
indukované AR
* Spontanni AR mitize ptredstavovat unikatni mechanizmus urychleni procesu oplozeni ve

vysoce promiskuitnim prostiedi

5 Souhrnna diskuse

K tuspésné probéhlé AR spermie vede mnoho krokl. AR pfedchazi slozity prabéh
procesu kapacitace, zahrnujici aktivaci signalnich drah zajistujici aktivaci a deaktivaci
proteinii pomoci fosforylace. Tyto kaskady zahrnuji odstranéni cholesterolu z plazmatické
membrany spermie, zvySeni membranové permeability a fluidity, zmény intracelularni
koncentrace iontl, hyperpolarizaci plazmatické membrany, zvySenou aktivitu proteinkindz a v
neposledni fad¢é zvySeni tyrozinové fosforylace. BEhem cesty spermie reprodukénim traktem
samice je spermie ovlivnéna extracelularnimi faktory, jako je naptiklad albumin, vapenaté
ionty i steroidni hormony, ovliviiujici signalni procesy vedouci ke kapacitaci a remodelujici
povrch spermie nezbytny pro proces oplozeni (Jones 1989; Jimenez-Gonzalez et al. 2006).

Vyznamnou roli béhem kapacitace a pro uskutecnéni AR hraje aktinovy cytoskelet.
Role cytoskeletu v hlavicce spermie neni dosud zcela znama. Nejprostudovanéjsi je role
aktinu, ktery se nachdzi zejména v apikalni oblasti akrozému, V oblasti ekvatorialniho
segmentu i postakrozomalniho regionu. Mira polymerace aktinu koreluje s kapacitaci spermie
riznych druht savcl. Pred a po AR dochdzi k procesiim remodelace aktinového cytoskeletu.
V pribéhu procesu kapacitace, pred aktivaci AR, dochazi k polymeraci aktinového
cytoskeletu v apikalni oblasti akrozému, ktera je regulovana signalnimi drahami vedouci
k aktivaci tyrozinkinaz a dale K aktivit¢ PLD. Zde byl také pfi studiu cytoskeletu aktin
nejsilngji detekovan. Pro uskutecnéni AR musi dojit v oblasti mezi plazmatickou membranou
a vnéjsi akrozomalni membranou k depolymeraci aktinu (Breitbart et al. 2005; Sosnik et al.
2010). V tomto Case iniciace, V pribéhu a dale po AR je aktinovy cytoskelet nezbytny pro
relokalizaci zejména fizniho proteinu Izumo do ekvatoridlni a postakrozomalni oblasti
hlavicky spermie. Fluorescen¢ni detekce aktinu skute¢né dokazala, ze po AR je aktin siln&ji
lokalizovan v téchto oblastech hlavicky spermie. Tyto vysledky koreluji s nedavnymi
studiemi relokalizace 1zumo, které dokazuji jeji zavislost na aktinovém cytoskeletu (Soshik et

al. 2009). Relokalizace lzumo je zaroven zavisla na spravném prubéhu signalnich drah
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vedoucich k TyrP a tim pravdépodobné i k aktivni Tssk kinaze, ktera hraje roli v regulaci
aktinového cytoskeletu a na ném zavislé zméné lokalizace proteinu Izumo (Sosnik et al.
2009). Cesta k vedouci aktivaci Tssk vSak neni dosud definovana.

Zména lokalizace fuzogenniho proteinu Izumo pied a po AR byla jiz popsana
v nékolika nedavnych publikacich (Inoue et al, 2005; Marcello and Evans 2010; Sosnik et al.
2010; Miranda et al. 2009; Ellerman et al. 2009), dosud vsak nebyl znam podrobny postup
této relokalizace v prub&hu celého procesu kapacitace spermie. Protoze vSak neni mozné
oznacovat stav spermie pouze dvéma oddélenymi stavy pied a po AR, cilem naseho vyzkumu
bylo detekovat ¢asové rozvrzeni zmény v lokalizaci proteinu lzumo, a také to, zda K této
relokalizaci dochazi u téch spermii, které prochazeji spontanni AR. Z vysledka studia spermii
prochazejici spontanni AR vyplyva, Ze se nejedna o déj nahly, aktivovany tésné pied AR, ale
ze dochazi k Casové postupné relokalizaci Izumo Vv pribéhu celého procesu kapacitace
spermie a nasledné AR z oblasti akrozomalni membrany do mista fuze spermie s vajickem.
Ve finalnim procesu relokalizace je Izumo detekovano v celé¢ oblasti hlavicky spermie.
Vzhledem Kk tomu, Ze je zména lokalizace Izumo do téchto oblasti nezbytna pro fazi spermie
s oolemou vaji¢ka (Inoue et al. 2011) moznost, ze by U spermie prochazejici spontanni AR
dochazelo ke stejné relokalizaci 1zumo do téchto oblasti hlavicky spermie by znamenala, ze i
tyto spermie by mély byt schopny oplozeni.

Spermie prochazeji spontanni AR v dobé pribéhu kapacitace, kdy spermie uvoliiuje
obsah akrozoému a otevira se vnitini akrozomalni membrana a to dfive, neZ spermie dosahne k
oocytu. Otazkou ziistava, zda tyto spermie prosly kompletnim procesem kapacitace ¢i nikoli.
Tyto spermie byly vzdy povazovany za neschopné projit ZP a tedy i1 oplodnit oocyt.
Pozornost vyzkumu se v nedavné dob¢ vénovala zejména procesu AR, vazby spermie k ZP a
schopnost spermie fuzovat s oolemou vajicka. Nedavné pokusy ukazaly, Ze u mysich spermii,
které projdou reprodukénim traktem samice, neni AR iniciovana vazbou k ZP, ale ze tato
iniciace probiha jiz mnohem dfive a to pfi prichodu kumularnimi bunkami (Jin et al. 2011;
Inoue et al. 2011). Na povrchu téchto spermii byl detekovan zbytek akrosinu, ktery
pravdépodobné miize byt dostate¢ny pro nasledny priichod pies ZP. VSe podporuje fakt, ze
tyto spermie nejsou na ZP vazany pted penetraci dlouhou dobu (Jin et al. 2011). Pokud
spermie proSlé AR jesté pted vazbou na ZP mohou oplodnit oocyt, mohou i spermie po
spontanni AR byt schopny oplozeni. Jedna z podminek vSak je relokalizace Izumo do fuznich
oblasti hlavicky spermie. Ukazalo se, Zze u spermii rodu Apodemus prochazejici vysokou
mirou spontanni AR dochazi k urychleni procesu relokalizace 1zumo zejména v pocatecnich
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fazich relokalizace a tato je jesté urychlena progesteronem, ktery je produkovan kumularnimi
buiikami. Otazkou zlistava, zda spermie, ktera projde rychlej$im procesem relokalizace Izumo
do faznich oblasti, je pfipravena na oplozeni. Tyto spermie bud prochdzeji rychlejSim
procesem kapacitace nebo nezbytné déje dulezité pro proces oplozeni jsou dokoncovany po
AR, v pribéhu pokracujici relokalizace Izumo. Je mozné, Zze spermie mohou kapacita¢ni
procesy iniciovat diive v reprodukénim traktu samice a uvolnénim akrozému pied dosazenim
oocytu muze byt spuSténa relokalizace jiz pIln€ kapacitované spermie. Soucasti procesu
kapacitace je také piiprava spermie na AR, zahrnujici celou fadu signalnich déjt, které jsou
aktivovany pted i v prubéhu AR. Je mozné, ze spermie po spontanni AR nemusi prochazet
piipravou na AR, proces kapacitace muze tak byt zkraceny. Z tohoto duvodu zrychleni
procesu relokalizace Izumo mize znamenat, ze tyto spermie jsou plné piipravené pro proces
oplozeni. Typickym znakem dokazujicim, ze spermie proSla kapacitaci je aktivace
tyrozinkinaz vedouci k TyrP jejiz nartst byl skute¢né detekovan u spermii, které prosly
spontanni AR.

Estrogeny nejsou produkovény pouze u samic, ale také u samcil, kde mohou zde
ovliviiovat reprodukéni parametry zejména jejich vazbou na ER (Aquila et al. 2004). ERp byl
poprvé detekovan na povrchu mysich spermii a predpoklada se jeho role pii aktivaci rychlych
negenomovych signalnich drah vedoucich k pfipravé spermie na oplozeni. Dulezitym
indikatorem prubéhu téchto signalnich drah je TyrP (Visconti et al. 2002). Béhem in vitro i in
vivo ovlivnéni spermii estrogeny, byla detekovana zvySena mira TyrP, ktera u in vitro pokust
vede ke snizeni potu spermii, které prochazely AR. Studium estrogent ukazalo, ze 17f3-
estradiol, estrone, estriol i 17a-ethynylestradiol stimuluji kapacitacni procesy spermii z cauda
epididymis v zavislosti na jejich koncentraci. Odlisnou silu jejich G¢inku je mozné vysvétlit
aktivaci rliznych receptorti a rliznych signalnich drah vedoucich k reprodukéni schopnosti
spermie. Podobné prokapacitacni ti¢inky 17p-estradiolu byly prokazany ve studiich in vitro.
Prokapacitani efekt vykazovaly hodnoty ne jen TyrP, ale také dalSich znakii procesu
kapacitace, koncentrace vapenatych iontu, hladiny estrogenu v séru i exprese na estrogenu
zavislém genu Tffl. In vitro vliv estrogenti na déje vedouci k AR dokonce snizilo
V pocatecnich Casech inkubace pocet spermii prochazejici AR pod hodnotu poctu spermii
proslych spontanni AR. Pokud signalni drahy vedouci k TyrP ovliviiuji remodelaci
aktinového cytoskeletu a tim také pribéh AR, mize dochazet také k ovlivnéni relokalizace
Izumo a tim schopnost spermie k oplozeni. Pokud by k relokalizaci Izumo dochazelo jesté
pted iniciaci AR, bylo by toto ovlivnéni mozné. I kdyz v praci byla v nékterych ptipadech pfi
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pocatku relokalizace Izumo jes$t¢ detekovana oblast akrozomu pomoci PNA, k iniciaci
relokalizace dochazi az béhem spusténi AR (Satouh et al. 2012). Zvysenim TyrP je ¢asove
posouvan pouze prubéh AR a tedy pravdépodobné 1 pocatek relokalizace Izumo.

Z vysledkt je patrné, Ze presné nacasovani déju vedoucich ke kapacitaci a AR je pro
uspésnost oplozeni velice dilezity. Z velké populace spermii pouze malé procento projde
reprodukénim traktem az K vajicku, pouze jedna spermie vajicko tspésné oplodni. Pfed¢asna
kapacitace, Spatné nacasovani AR a na ni zavislé relokalizace fizogenniho proteinu Izumo
vlivem ptisobeni endogennich disruptort v pfirodnim prostredi tato procenta vyrazné snizuji.
Plsobenim latek s estrogenni aktivitou v zavislosti na jejich koncentraci dochazi k ovlivnéni
téchto déji vedouci ke snizeni plodnosti organizmti. AR, kterd neni indukovana ZP nebo
kumularnimi buitkami, se nazyva spontdnni. Je vSak nutné oddélovat jednotlivé typy AR? Je
pravdépodobné, Zze u mysi je proces spontanni AR fyziologicky d¢&j, aktivovany dosud
nezndmym induktorem jak extracelularnim tak intracelularnim. Je znamo, Ze ne vSechny
spermie prochazeji kapacitaci ve shodnou dobu. Lze tedy spekulovat, Ze Spontdnni AR mtize
byt spusténa u spermii, které diive dokoncily proces kapacitace a mohou tedy i diive uvolnit
obsah akrozému. Detailni odpovédi pfinese az dal$i vyzkum, avSak lze ptedpokladat, ze
spermie po spontanni AR jsou schopny oplozeni, a tyto spermie mohou piedstavovat populaci
spermii schopnou rychlej$iho oplozeni v piipadé silné vnitrodruhové kompetice.

Tato disertacni prace se vénuje aktudlnim procesim vedouci k oplozeni a sleduje
mechanizmy moznych molekuldrnich zmén v souvislosti se zhorSujicim se Zivotnim
prostiedim. Proces kapacitace spermii v reprodukénim traktu samice je déj zdsadni pro
oplozeni a jak doklada i tato prace, signalni drahy vedouci k GspéSné piipravé spermie na
oplozeni mohou byt zménou piirodnich podminek snadno ovlivnény a vedou ke snizeni
reprodukéni schopnosti organizmti. Molekuldrni mechanizmy souvisejici s procesem
kapacitace, AR a oplozeni jsou podrobné mapovany, avsak jak doklada nedavna prace Inoue
et al. 2011 zabyvajici se pribéhem AR u mysi, je stdle mnoho nezodpovézenych otazek a
nové vysledky mohou piekvapit. Klicovym krokem vedouci k oplozeni je také interakce
spermie s vajickem, ktera umoznuje fizi dvou gamet a vytvoreni zygoty. Mechanizmus vazby
a fuze spermie s vajickem neni vSak dosud jeSté pln€ objasnén. Pokrok v této oblasti
reprodukéni biologie pomahd a je kazdym krokem bliZze k rozpoznani a 1é€bé vzrlstajici
neplodnosti, diagnostice a uvédomeéni si nebezpeci zneciStovani zivotniho prostfedi pro

reprodukci nejen ¢loveka.
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