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Abstrakt 

 

Proces kapacitace a akrozomální reakce (AR) spermie jsou velmi dynamické děje 

nezbytné pro oplození, kterých se účastní mimo jiné i cytoskeletální proteiny v hlavičce 

spermie. Studium distribuce aktinu, spektrinu a α-tubulinu v hlavičce zástupců savčích 

spermií ukázala, že před a po AR dochází ke změnám v distribuci cytoskeletálních struktur v 

hlavičkách spermií všech zástupců a to zejména v apikální části akrozómu, ale také v 

ekvatoriální a postakrozomální oblasti hlavičky spermie. Zejména dobře prostudovaný 

aktinový cytoskelet hraje důležitou úlohu jak v průběhu kapacitace, tak před i po AR 

Estrogeny vnějšího prostředí mohou interferovat s funkcí endogenních hormonů i ve 

velmi nízkých koncentracích. Mohou iniciovat interakce se specifickými receptory a tím 

ovlivňovat signální dráhy vedoucí ke kapacitaci a AR spermií. Účinek 17β-estradiolu, 

estronu, estriolu a 17α-ethynylestadiolu byl hodnocen podle míry tyrozinové fosforylace a 

stavu akrozómu během in vitro kapacitace v hlavičce spermie. Ukázalo se, že estrogeny 

výrazně stimulují proces kapacitace v závislosti na jejich koncentraci. Estrogeny také snižují 

počet spermií, které procházejí indukovanou AR. Zvýšení koncentrace estrogenů v přírodním 

prostředí může představovat potenciální riziko ve změnách mechanizmů vedoucích ke 

schopnosti spermií oplodnit vajíčko. Účinek estrogenu byl následně studován in vivo. Myši 

byli vystaveni 17β-estradiolem o koncentraci 20ng/ml. Pokusy vedly k předčasné kapacitaci 

myších spermií s možným negativním dopadem na schopnost reprodukce spermií 

v reprodukčním traktu samice. Tento jev je zejména způsobený zvýšením fosforylace proteinů 

hlavičky spermie a předčasným přívodem vápenatých iontů do cytoplasmy.  

Nedávno bylo u myši prokázáno, že spermie prochází AR již průchodem přes 

kumulární buňky a spermie po AR mají schopnost se vázat na zona pellucida a následně 

oplodnit vajíčko. Otázkou zůstává, zda k relokalizaci Izumo dochází během spontánní AR 

podobně jako během indukované AR. Výsledky ukazují, že k relokalizaci Izumo během 

spontánní AR dochází, a to z akrozomální membrány do ekvatoriální (oblast fúze spermie 

s vajíčkem) a postakrozomální oblasti hlavičky spermie. Tato relokalizace je shodná 

s dynamikou Izumo při indukované AR. Výsledky ukazují, že myší spermie po spontánní AR 

mají stejnou schopnost oplození jako spermie po indukované AR. To může představovat 

unikátní mechanismus urychlení procesu oplození zejména ve velmi promiskuitním prostředí 

pod selekčním tlakem intra-specifické kompetice spermií určitých hlodavců. 

 



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 α-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 17β-estradiol, estrone, estriol and synthetic 17α-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 17β-estradiol at the concentration of 20ng/ml. The exposition of sperm to 17β-

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  Úvod 

 

1.1. Kapacitace a tyrozinová fosforylace  

1.1.1. Signální dráhy vedoucí k tyrozinové fosforylaci a kapacitaci spermie 

Molekulární mechanizmy oplození savců zahrnující mechanizmy interakce spermie-

vajíčko a intracelulární i extracelulární změny probíhající v obou gametách jsou stále 

předmětem studia mnoha výzkumných týmů.  

K úspěšnému oplození vajíčka spermií u savců vede několik kroků probíhající 

v samčím oviduktu. Ty zahrnují vazbu spermie k zona pellucida (ZP), proces akrozomální  

reakce (AR), průchod spermie přes ZP a fúzi spermie s oolemou vajíčka (Yanagimachi 1994). 

Savčí spermie, které jsou uvolněny do reprodukčního traktu samice, nejsou schopny oplození. 

Proto, aby k oplození došlo, prochází spermie celou řadou biochemických změn a funkčních 

modifikací, nazývajících se kapacitace, která probíhá v reprodukčním traktu samice in vivo 

(Chang 1951; Austin 1952; Abou-haila & Tulsiani 2009), zejména působením složek 

ovikuktální tekutiny.  

Spermie odebrané z cauda epididymis nebo po ejakulaci, mohou plně kapacitovat také 

in vitro, pokud jsou inkubovány ve vhodném médiu. Proces kapacitace zahrnuje aktivaci 

iontových kanálů, externalizaci membránových receptorů, změny periferních membránových 

faktorů (Fraser 1989), změny v lipidovém složení membrány, změnu fluidity membrány, 

tvorbu reaktivních kyslíkových radikálů (Aitken 1995), změny v intracelulárním složení iontů 

spermie, změnu její motility (Yanagimachi, 1994) i zvýšení intracelulárního cAMP (Fraser 

1990) a tyrozinové fosforylace (TyrP), (Visconti et al. 1995 I). V průběhu kapacitace dochází 

sice k velice malým změnám v celkovém množství fosfolipidů plazmatické membrány 

spermie, ale mění se distribuce lipidů vnější a vnitřní vrstvy plazmatické membrány 

(Yanagimachi 1994; Kawano et al. 2011). Kompletní molekulární změny vedoucí ke 

schopnosti spermie oplodnit vajíčko nejsou však stále dosud známé. Během kapacitace 

dochází k hyperpolarizaci plazmatické membrány spermie, která reguluje schopnost spermie 

generovat přechodné zvýšení Ca
2+

, vedoucí ke schopnosti spermie iniciovat exocytózu 

(indukovat AR) během pozdějšího kontaktu se ZP. Hyperpolarizace membrány spermie 

během kapacitace je dostatečná pro aktivaci a přechod napěťově ovládaných Ca
2+ 

kanálů do 

uzavřeného stavu, který mohou změnit ve stav otevřený během oplození. U spermií, které 
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neprošly kapacitací tyto kanály nejsou aktivní, k AR nedochází. U myších spermií dochází 

během kapacitace k hyperpolarizaci od 40mV do 70mV (Arnoult et al. 1999).  

Studium vhodného inkubačního média pro in vitro pokusy ukázalo, že bovinní sérum 

albumin (BSA), Ca
2+

 a NaHCO3 jsou nezbytné pro to, aby spermie získané z  cauda 

epididymis mohly projít kompletním procesem kapacitace (Fraser 1987; Neill & Olds-Clarke 

1987; Visconti et al. 1995 I). Bylo také prokázáno, že se stavem kapacitace spermií koreluje 

míra TyrP a to prostřednictvím proteinů o molekulové hmotnosti 40  až 120  kDa. V průběhu 

kapacitace dochází k časově závislému zvýšení TyrP proteinů a dosahuje maxima po 90 

minutách kapacitace (Visconti et al. 1995 II). TyrP tak představuje důležitý regulační systém, 

který může ovlivňovat děje vedoucí ke kapacitaci spermií (Visconti et al. 1995 I). Otázkou 

zůstává, jaké signální dráhy ovlivňují zvýšení TyrP a dráhy, které vedou k finální fázi 

kapacitace. Míra TyrP je sice spojována se stavem kapacitace, ale pouze reprezentuje důležitý 

krok v signálních drahách vedoucí ke kapacitaci a AR (Emiliozzi & Fenichel 1997).  

BSA hraje důležitou roli v extracelulárním odlivu cholesterolu z plazmatické 

membrány spermie (Davis 1976, 1980), který vede ke změně membránové fluidity a 

permeability k Ca
2+

 (Singh et al. 1978), a/nebo HCO3
-
 (Okamura et al. 1988).  Vyzrálé 

spermie jsou terminálně diferencované a specializované buňky, které postrádají hlavní 

transkripční a translační aktivitu. Proto jsou u nich významné posttranslační úpravy jako 

například fosforylace či defosforylace proteinů regulující důležité procesy spermie 

(kapacitace, hyperaktivní motilita a AR) potřebné pro proces oplození. Kromě Ser/Thr 

fosforylace hraje velmi důležitou úlohu TyrP, která je důležitým ukazatelem probíhající 

signální transdukce spermie (Visconti et al. 1995 I). K TyrP dochází jak v cytosolu, na 

povrchu hlavičky spermie, tak v bičíku. Tyrozinkinázy je možné rozdělit do dvou skupin, na 

receptorové tyrozinkinázy (RTKs) a nereceptorové protein tyrozinkinázy (PTKs), 

lokalizované volně v cytosolu, jádře či vázaná k cytosolové straně plasmatické membrány 

(Fischer et al. 1998). Proces kapacitace a AR je regulován několika vzájemně propojenými 

signálními drahami. Hlavním regulátorem TyrP je cAMP/PKA signalizace (obr. 1), která je 

aktivována uvolněním cholesterolu z plazmatické membrány spermie (Visconti et al. 1999). 

Změny v permeabilitě membrány a s ní související změna intracelulární koncentrace Ca
2+

 a 

HCO3
-
 iontů aktivují enzym adenylátcyklázu. Výsledkem je tvorba cyklického AMP (cAMP) 

a aktivita cAMP-dependentní proteinkinázy A (PKA) vedoucí k aktivaci tyrozinkináz 

(Visconti et al. 1995 II). Výsledkem tohoto signálu je aktivace TyrP nebo může dojít 
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k aktivaci fosfoproteinfosfatáz . Inhibice cAMP fosfodieterázové aktivity nebo analogů cAMP 

u myši in vitro urychluje kapacitaci spermií (Fraser 1979, 1981).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1. Signální dráhy vedoucí ke kapacitaci a AR probíhající v hlavičce spermie.  

 

Vzájemný vztah mezi tyrozinkinázou/fosfatázou a signální dráhou vedoucí k PKA popsal 

Visconti et al. 1995II. Blokováním aktivity PKA inhibitory byl zjištěn její vliv na TyrP i 

kapacitaci. PKA hraje důležitou úlohu v regulaci těchto dvou dějů. Příliv Ca
2+ 

iontů může ale 

také aktivovat cyklickou nukleotid fosfodiesterázu a zabránit další aktivaci signální dráhy 

(Visconti et al. 1995 II). Takto aktivovaná signální dráha se nachází u většiny savčích spermií. 

Ve spermiích mnoha druhů savců byla dokázána přítomnost nejen cytosolových 

proteintyrozinkináz (PTKs), ale také receptorových tyrozinkináz (RTKs), vázaných 

v plazmatické membráně spermie. Tyto kinázy a jejich následné signální dráhy jsou 

aktivované estrogen vázajícími estrogenními receptory ERα a ERβ, případně G protein 

vázajícími receptory (GPR30), (Thomas et al. 2005). Oba typy receptorů zprostředkovávají 

rychlou negenomovou signální odezvu na estrogeny (viz kapitola 1.3.).  U myši, člověka, 

králíka a potkana byla identifikována receptorová tyrozinkináza epidermálního růstového 

faktoru (EGFR), (Naz & Ahmad 1992), která po vazbě ligandu spouští signální dráhu přes 

aktivaci Ras, která stimuluje Ser/Thr kinázu Raf (protein urychlující růst fibrosarkomu). Raf 
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fosforyluje a aktivuje MEK (mitogen-extracelulární kináza) a výsledkem této signální dráhy 

je fosforylace (extracelulární signál-regulující protein kináza) ERK1 a ERK2 (MAPK 

p44/p42 -proteinkináza aktivující mitogen), (Nixon et al. 2010) a následně TyrP. Inhibice 

ERK1, 2 vede k zablokování TyrP vedoucí ke kapacitaci. Regulace in vitro této signální dráhy 

u myší ukázala také její důležitou úlohu pro kapacitaci a roli ERK v modifikaci povrchu 

spermie, důležitou pro proces oplození (Nixon et al. 2010).  

Jedním z prvních výzkumů, který ukázal souvislost mezi TyrP a schopností spermie 

oplodnit vajíčko byla práce Ecroyd et al. 2003. Tato studie detekovala protein tepelného šoku 

(HSP-90) fosforylovaný na tyrozinech, který je jeden z hlavních cílů signální dráhy během 

kapacitace. Fosforylace tohoto proteinu byla detekována u myši, potkana i člověka. Asquith et 

al. 2004 ukazují, že TyrP hraje důležitou roli také v přetváření povrchu spermie, a ukazují 

podobnou souvislost mezi TyrP a schopností spermie oplodnit vajíčko. TyrP během 

kapacitace aktivuje povrchové chaperony, vyvolává jejich konformační změny usnadňující 

tvorbu funkčních receptorů pro rozpoznání a interakci spermie-ZP na povrchu savčích 

spermií. Cílem této TyrP byly prokázány například proteiny endoplasmin a HSP-60, přítomné 

na povrchu myších spermií (Asquith et al. 2004). Důležitost TyrP těchto proteinů ukázal 

pokus inhibice TyrP inkubací spermií v médiu bez NaHCO3. K vazbě spermie k ZP nedošlo. 

Dalšími proteiny, u kterých byla detekována TyrP byly: protein obsahující valosin (VCP), 

homolog SNARE-interagující fúzní protein senzitivní k N-ethylmaleimidu (NSF), a dva 

členové A kináza-kotvící proteinové rodiny (AKAP), (Ficarro et al. 2003). Izolací dvou ZP 

vázajících proteinů o molekulové hmotnosti 35 a 46 kDa z plazmatické membrány 

kapacitovaných kančích spermií bylo zjištěno, že také tyto proteiny jsou fosforylované na 

tyrozinech. Tato TyrP ale nebyla nalezena u čerstvě ejakulovaných spermií, což znamená, že 

TyrP vede také k aktivaci ZP vázajících proteinů (Flesch 2001). 

Proces kapacitace nezahrnuje pouze intracelulární změny, ale také změny na povrchu 

ejakulovaných spermií ještě před kapacitací spermie. Zde dochází k odstranění proteinů 

seminální plazmy (dekapacitačních faktorů, akrozóm stabilizujících faktorů, glykoproteinů, 

inhibitoru akrozinu) adsorbovaných na povrchu spermií, dále k modifikaci a reorganizaci 

molekul na povrchu plazmatické membrány (Jones 1989). Uvolňované povrchové 

dekapacitační faktory jsou produkované nadvarlaty a samčími přídavnými orgány. Po návratu 

těchto faktorů do suspenze spermií v pokusu in vitro bylo prokázáno potlačení kapacitačních 

dějů včetně možnosti projít progesteronem indukovanou AR a vázat se k ZP (Nixon et al. 

2006). Také přítomnost vysoké koncentrace cholesterolu v seminální plasmě, která udržuje 
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vysokou koncentraci cholesterolu v plazmatické membráně spermie, je důležitým faktorem 

v inhibici kapacitace (Cross 1996). 

K TyrP nedochází během kapacitace pouze v hlavičce spermie, ale také v oblasti 

bičíku. V průběhu kapacitace dochází ke změně motility spermie (Neill & Olds Clarke 1987, 

Olds Clarke 1990). Důležitou roli v této změně hraje cAMP a signální dráhy vedoucí k TyrP 

(Tash & Means 1983). Byla nalezena souvislost mezi TyrP v průběhu kapacitace a 

hyperaktivní pohyblivostí spermií (Vijayaraghavan et al. 1997; Si & Okuno 1999; Holt & 

Harrison 2002; Mariappa et al. 2006). Hyperaktivní rázový pohyb bičíku spermie je nezbytný 

pro průchod spermie přes kumulární buňky, vazbu k ZP a také umožňuje AR (Katz & 

Drobniz 1990). 

 

1.1.2. Mechanizmus indukované akrozomální rekce 

 

Spermie, která prošla kompletním procesem kapacitace má schopnost rozpoznání a 

vazby k ZP a oplození. K tomu, aby spermie mohla projít ZP a oplodnit vajíčko, musí projít 

AR, složitým procesem zahrnující aktivaci signálních drah a změn v intracelulárním iontovém 

složení spermie, vedoucí k AR, exocytóze akrozomálního váčku, který se nachází v anteriorní 

části hlavičky spermie. Spermie s intaktním akrozómem se váže k ZP apikální částí 

plazmatické membrány (Fazeli et al. 1997).   

V procesu AR hraje velkou úlohu aktinový cytoskelet, který se nachází v hlavičce 

spermie (Brener et al. 2003). Přítomnost aktinu v bičíku souvisí s regulací motility spermie 

(Lin et al. 2002). Polymerace aktinu je nezbytná pro inkorporaci spermie do cytosolu vajíčka 

(Sanchez-Gutierrez et al. 2002), také pro dekondenzaci jádra spermie. Míra aktinové 

polymerace pozitivně koreluje s kapacitací spermií a to u různých druhů savců (Dvorakova et 

al. 2005). Proces vedoucí ke kapacitaci zahrnuje několik složek, které pravděpodobně 

modulují provázanost mezi vnější akrozomální membránou a plazmatickou membránou 

spermie. Děje související s AR jsou aktivovány vazbou spermie k ZP vajíčka. U myšovitých 

hlodavců ZP obsahuje tři proteiny ZP1, ZP2, ZP3 o molekulové hmotnosti 200,000 (ZP1), 

120,000 (ZP2), and 83,000 (ZP3) a tyto proteiny tvoří přibližně 17% ze všech proteinů ZP 

(Bleil & Wassarman 1980). Protein ZP3 zprostředkovává primární vazbu spermie-vajíčko, 

ZP2 sekundární vazbu a ZP1 tvoří spojníky mezi ZP3 a ZP2. U většiny savců se předpokládá, 

že se spermie váže k ZP přes specifické receptory, vázané v anteriorní oblasti hlavičky 

spermie. Tato vazba aktivuje signální dráhy vedoucí k AR, při kterých dochází k fúzi vnější 
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akrozomální membrány a plazmatické membrány spermie (Yanagimachi 1994). 

Fyziologickým induktorem AR může být také progesteron (Garcia & Meizel 1999; Kirkman-

Brown et al. 2002), který vazbou na receptory pro progesteron, aktivuje shodný příliv Ca
2+

 

iontů do cytosolu spermie, podobně jako u indukce ZP (Garcia & Meizel 1999). ZP aktivuje 

signální dráhu vedoucí k AR přes receptory spojené s G proteiny (O’Toole et al. 2000), které 

aktivují fosfolipázu C (PLC) β1 nebo přes receptorové fosfotyrozinkinázy  aktivující PLC γ. 

G proteiny aktivují zejména signální dráhu cAMP/PKA, ale známé jsou také další signální 

dráhy vedoucí k aktivaci Ser/Thr a Tyr kináz. PKA aktivuje otevření napěťově závislých Ca
2+

 

kanálů a umožňuje tok Ca
2+

 iontů z akrozomální membrány do cytosolu (obr. 2). Takto 

zvýšená koncentrace Ca
2+

 dále aktivuje protein kinázu C (PKC) γ (Kopf 2002; Roldan 1998). 

Produktem hydrolýzy fosfatidylinositol bisfosfátu (PIP2) touto proteinkinázou je 

diacylglycerol (DAG) a inositol-trisfosfát (IP3) umožňující aktivaci a translokaci PKC 

k plazmatické membráně. Výsledkem je otevření napěťově závislých Ca
2+

 kanálů na 

plazmatické membráně a tím umožnění druhého zvýšení koncentrace těchto iontů v cytosolu, 

související s AR (Walensky & Snyder 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.2. Molekulární interakce probíhající během AR (Breitbart & Naor 1999). 

Fosfolipáza C (PLC), proteinkináza C (PKC), adenylátcykláza (AC), diacylglycerol (DAG), fosfatidylinositol 

4,5-bisfosfát (PIP2),  inositol-trifosfát (IP3), proteinkináza A (PKA), tyrozin kináza (TK), receptor spojený s G 

proteinem (R, Gi). 
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Takto zvýšená koncentrace Ca
2+ 

aktivuje aktin vázající proteiny a vede 

k depolymerizaci aktinového cytoskeletu a kontaktu a fúzi membrán a uvolnění obsahu 

akrozómu. DAG hraje ještě další roli a to v aktivaci fosfolipázy A2 (PLA2) a fofatidylcholin 

specifické PLC. Produktem aktivace PLA2 je arachidonová kyselina a lysofosfolipidy, 

důležité látky regulující fúzi membrán. (Roldan 1998; De Blas et al. 2002). Receptory vázající 

ZP aktivují také otevření Na
+
 /H

+
 výměníku vedoucí k alkalizaci cytosolu. Zvýšení pH a Ca

2+
 

iontů vede k fúzi vnější akrozomální membrány a plazmatické membrány spermie a vede 

k AR (Kopf 2002). AR může být také indukována in vitro, pomocí kalcium ionoforu (CaI), 

který aktivuje intracelulární zvýšení Ca
2+

 iontů výměnou Ca
2+

 za 2H
+
 (Spungin et al. 1995). 

Během takto indukované AR CaI sice obchází klasickou signální dráhu vedoucí 

k intracelulárnímu zvýšení Ca
2+

, ale výsledná AR je morfologicky shodná s AR indukovanou 

ZP. Pokud jsou v pokusu in vitro G proteiny inhibovány (pertussis toxinem) je zablokovaná 

ZP indukovaná AR, ne však CaI indukovaná. Z výsledku pokusu vyplývá, že zvýšení Ca
2+ 

u
 

fyziologicky indukované AR je závislé na signální dráze vedoucí od G proteinů, nejedná se o 

nezávislý děj (Endo et al. 1987). 

Během procesu kapacitace a AR hraje důležitou roli remodelace aktinového 

cytoskeletu. V průběhu kapacitace u býka, berana, myši a člověka dochází k časově závislému 

zvýšení aktivace polymerace aktinu, spuštění AR předchází jeho rychlá depolymerace. 

Faktory, které podporují kapacitaci jako například NaHCO3, cAMP,  EGF (epidermální 

růstový faktor), H2O2, zvyšují polymerizaci aktinu, naopak inhibice tyrozinkináz této 

polymerizaci zabraňují. Aktinová polymerace je proto důležitým regulátorem kapacitace, 

depolymerace umožňuje AR spermie (Brener 2003). Během kapacitace PKA aktivuje PKC, 

společně aktivují fosfolipázu D (PLD) a tím dráhu vedoucí k polymerizaci aktinu. Tato 

polymerace je proto přímo závislá na aktivitě PKA. Zároveň PKA aktivuje fosfatidylinositol 

4-kinázu a umožňuje produkci fosfatidylinositol 4,5 bisfosfátu, kofaktoru, který umožňuje 

další aktivaci PLD. PKA během kapacitace zároveň inaktivuje fosfolipázu C (PLC) a tím 

brání další aktivaci PKC. PKA podporuje kapacitaci, zatím co časná aktivace PKC by tento 

proces ohrozila (Breitbart et al. 2006). Tyto děje jsou závislé na aktivaci TyrP, TyrP a 

polymerace aktinu jsou děje, které spolu souvisejí a společně vedou ke kapacitaci spermie a 

AR (obr. 1).  

Specifické ZP vázající receptory (ZPBP), vázané v anteriorní oblasti havičky spermie 

byly u myši detekovány jako sp56 protein vázající ZP3 protein ZP (Bleil Wassarman 1990; 
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Bookbinder et al. 1995), podobně byly u myši detekovány ZPBP1/sp38 a jeho paralog 

ZPBP2. ZPBP1 knock-out myši byly sterilní, zatímco ZPBP2 knock-out samci měli sníženou 

plodnost. Ztráta ZP vázajících proteinů vykazovala morfologické změny akrozómu i hlavičky 

spermie i defekty seminiferních tubulů. Z výsledků vyplývá, že tyto proteiny hrají důležitou 

roli během spermiogeneze (Lin et al. 2007).  

Během fúze vnější akrozomální membrány a plazmatické membrány spermie se 

synchronně formují stovky fúzních míst, které zajišťují uvolnění celého obsahu akrozómu. 

(Barros et al. 1967; Zanetti & Mayorga 2009). Po fúzi membrán se vnějšímu prostředí 

otevírají nové struktury vázající se na vnitřní akrozomální membráně spermie, které se stávají 

přístupné molekulám plazmatické membrány vajíčka a účastní se fúze spermie s vajíčkem 

(Florman et al. 2008;  Harper et al. 2008). V práci o roli akrozomální matrix Buffone et al. 

2008 ukazují, že akrozóm se nenachází pouze ve stavu intaktním nebo uvolněném. Pomocí 

transmisní elektronové mikroskopie lidských spermií procházejících akrozomální exocytózou 

identifikovali šest stádií, pouze jeden ukazoval ztrátu materiálu akrozomální matrix.   

V procesu oplození, spermie neprochází pouze ZP, ale nejprve extracelulárním 

pláštěm vajíčka, vrstvou kumulárních buněk (cumulus oophorus), (obr. 3). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3.  Postup akrozomální reakce u myši (Avella & Dean 2011). Vnější akrozomální membrána (OAM), 

vnitřní akrozomální membrána (IAM) 

 

V roce 1984 Kuzan et al. provedli pokus, při kterém během oplození vajíčka králíka 

odebrali spermie zachycené v perivitelinním prostoru, a přidali je k neoplozeným vajíčkům. 

24% těchto vajíček bylo oplozeno a osm z nich dosáhlo stádia dvou buněk. Byl to první pokus 

úspěšného oplození in vitro, který ukázal možnost, že spermie po AR jsou schopny oplození 

vajíčka s kumulárními buňkami i s ZP. Během studia oplození u myších spermií bylo také 
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dokázáno, i když mnohem později, že k AR u těchto spermií dochází ještě před tím, než 

spermie dosáhne ZP, a to během průchodu spermií vrstvou kumulárních buněk (obr. 3). AR u 

myši může skutečně probíhat na ZP, ale jedná se spíše v současném světle o výjimku než 

pravidlo (Jin et al. 2011).  

Podobný pokus jako Kuzan et al. 1984 provedli Inoue et al. 2011 na myši. Oplození u 

CD9-null myši není možné, protože oolema vajíčka není schopná fúze se spermiemi. V tomto 

případě spermie procházejí přes vrstvu kumulárních buněk i ZP, ale zůstávají akumulovány 

v perivitelnním prostoru, k fúzi nedochází.  Inoue et al. 2011 v pokusu ukázali, že tyto 

spermie izolované z perivitelinního prostoru jsou schopny opět projít přes vrstvu kumulárních 

buněk a ZP, oplodnit vajíčko myši divokého typu (WT) a po následném embryotransferu dát 

zdravé a fertilní potomstvo.  Pokus dokázal, že myší spermie, které projdou AR před 

kontaktem se ZP, jsou stále schopny projít přes ZP a oplodnit vajíčko.   

Způsob, jak jsou spermie schopny po AR projít přes kumulární buňky a ZP není dosud 

plně známý. Detekce akrozinu monoklonální protilátkou na ejakulovaných králičích 

spermiích ukázala, že akrozin zůstává na povrchu spermií po AR po dlouhou dobu a u spermií 

izolovaných z perivitelinního prostoru je detekován v oblasti ekvatoriálního regionu a 

postakrozomální oblasti. Akumulace zbytku akrozinu po AR na povrchu spermie může být 

jedna z možností, která pomáhá spermii dostat se k oolemě vajíčka.  (Valdivia & Barros 

1997). 

 

1.1.3. Spontánní akrozomální reakce  

 

Akrozomální reakce je indukovaná nejen vazbou spermie k ZP nebo během průchodu 

spermií přes vrstvu kumulárních buněk, ale také může probíhat spontánně. Přesný 

mechanizmus spontánní (rychlé) AR není dosud známý, i když byly navrženy určité teorie. 

Spermie po spontánní AR byly dosud považovány za defektní, neschopné oplození (Inoue et 

al. 2003).  V roce 1992 provedli Naito et al. pokus oplození myších vajíček bez ZP. 

Výsledkem byl normální průběh oplození, oplozeno bylo 79% ze 151vajíček, většina z nich se 

vyvinula do blastocysty. Po transferu blastocyst do recipientních matek se narodila zdravá 

mláďata, což znamená, že embrya vzniklá za daných experimentálních podmínek byla 

schopna normálního vývoje. Pokud je skutečně pro úspěšné oplození vajíčka spermií důležité, 

aby spermie prošla AR, z pokusu vyplývá, že došlo k oplození spermiemi, které prošly 

spontánní AR v médiu nebo na povrchu oolemy vajíčka. Tyto spermie jsou však schopny 
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produkovat zdravé potomstvo. Za integritu akrozómu je pravděpodobně zodpovědný CD46 

(membránový proteinový kofaktor), který je exprimován na membráně akrozómu myších 

spermií. Disrupcí CD46 nebyla snížena reprodukční schopnost samců těchto knock-out myší, 

ale naopak se rodilo více mláďat ve vrhu oproti kontrole. Jediný rozdíl, který byl u spermií 

těchto CD46 knock-out myší pozorován byl, že spermie těchto samců vykazovaly zvýšenou 

míru spontánní AR (Inoue et al. 2003).  

U zástupců myšovitých hlodavců rodu Apodemus (A. sylvaticus, A. flavicollis a A. 

microps) oproti myši domácí Mus musculus nebo laboratorního kmene myši BALB/c bylo 

prokázané vysoké procento spermií, které procházejí spontánní AR (obr. 4). U promiskuitních 

druhů toto procento stoupá až na 60% v 60 min kapacitace in vitro (Moore et al. 2002; Inoue 

et al. 2003; Johnson et al. 2007; Clift et al. 2009). Pravděpodobným důvodem urychlení AR u 

myšic je právě absence exprese CD46 proteinu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4. Míra spontánní AR u myšovitých hlodavců (Johnson et al. 2007). Vyšší míra spontánní AR byla 

detekována u tří myšic rodu Apodemus v porovnání s myší domácí (Mus mutulus) a laboratorní myší BALB/c. 

  

U myšic není CD46 exprimován ani v testis ani v epididymis. Přesto spermie těchto 

myší nevykazují změny ve spermatogenezi ani při úspěšnosti oplození. U myšic, 

nepřítomnost CD46 poskytuje strategii zvýšené konkurenční výhody jedince, která vede k 

rychlejšímu oplození vysoce promiskuitních myší (Johnson et al. 2007; Clift et al. 2009). 

CD46 knock-out BALB/c myš je tak fenotypově shodná s myšicí, kde CD46 není 

translatován. Z těchto výsledků vyplývá, že myši s rozdílnou expresí CD46 vykazují odlišnou 

rychlost AR (Johnson et al. 2007). Mechanizmus urychlení této AR není však dosud známý. 

CD46 je lokalizován na akrozomální membráně, není to však oblast, která by se přímo 
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účastnila procesu AR. Chybějící CD46 v akrozomální membráně by mohl ovlivňovat 

distribuci membránových proteinů, které asociují s CD46 (Inoue et al. 2003). Takovými 

proteiny může být β1 integrin nebo tetraspaniny, u kterých bylo dokázáno, že s CD46 asociují 

(Lozahic et al. 2000). Disrupce CD46 pravděpodobně mění chování iontových kanálů, 

dochází ke změnám iontového složení vápenatých iontů a spuštění spontánní AR. Bylo 

prokázáno, že CD46 asociuje s některými kinázami (Erk1/2, MAPK, které se účastní AR), 

buď přímo či nepřímo přes molekuly integrinů, důležitou roli může hrát také reorganizace 

aktinu (Zaffran et al. 2001; Almog et al. 2008). Protein CD46 se pravděpodobně účastní 

signální dráhy vedoucí ke spuštění AR. Selhání exprese CD46 může pozměnit intracelulární 

signalizaci a narušit akrozomální region. Spontánní AR může proto být děj fyziologický, ke 

kterému dochází přirozenou cestou v  souvislosti s kapacitací spermie (Kim et al. 2001) 

V současné době jsou stále hledány látky, které by pozitivně ovlivňovaly kvalitu 

spermií zejména u člověka. Mezi látky, které mohou regulovat kapacitaci i AR, byly 

prokázány: cathine,  norephedrine, adrenaline a noradrenaline. Tyto látky mohou urychlovat 

kapacitaci, inhibovat spontánní AR spermií a tím zvyšovat jejich fertilitu (Adeoya-Osiguwa & 

Fraser 2004).  Další zkoumanou látkou byl TCP-11 (T-complex protein 11), produkt myšího 

t-komplex genu, který může regulovat funkci spermie, hraje roli ve stimulaci kapacitace a 

zároveň inhibuje spontánní AR. TCP-11 byl nalezen na povrchu maturovaných myších 

spermií z cauda epididymis, naopak chybí u spermií po AR. TCP-11  je receptorem pro FPP 

(fertilizaci podporující peptid; pGlu-Glu-ProNH2), společně aktivují adenylátcykláza/cAMP 

signální dráhu a podporují kapacitaci (Fraser et al. 197). 

 

1.2. Cytoskeletální funkce a organizace spermie 

 

Spermie má vysoce specializovanou cytoskeletální organizaci, která koreluje 

s odlišnou povrchovou specializací spermie. Cytoskeletální proteiny v závislosti na své 

distribuci ovlivňují jednotlivé funkce spermie, zejména kapacitaci a AR (Brener et al. 2003). 

Mikroskopické studie potvrdily změnu v rozložení struktur aktinu, spektrinu a tubulinu po AR 

a pokusy s cytoskeletálními inhibitory tyto děje významně ovlivnily (Dvorakova et al. 2001; 

Brener et al. 2003). Kromě aktinového cytoskeletu jsou funkce jednotlivých složek 

cytoskeletu spermie velmi málo prostudované, jejich souhrnná lokalizace v hlavičce spermie 

v literatuře téměř zcela chybí. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Adeoya-Osiguwa%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15513978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fraser%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15513978
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Cytoskeletální struktury se v hlavičce spermie nachází zejména mezi plazmatickou 

membránou a vnější akrozomální membránou, v ekvatoriálním regionu i v postakrozomální 

oblasti (obr. 5) a patří mezi látky, které se výrazně podílí na funkci spermie (Eddy & O’Brien 

1994). Další oblastí hlavičky spermie je perinukleární théka, struktura cytoskeletu která 

překrývá jádro samčích spermií s vyjímkou úzké zóny kolem připojeného bičíku. Je tvořena 

dvěma různými vrstvami, subakrozomální vrstvou nebo perforatoriem, pokračující kaudálně 

postakrozomální pochvou.  

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5. Schematické znázornění lidské a myší hlavičky spermie (Ito et al. 2009). Sagitální část hlavičky 

spermie myši (A), frontální část hlavičky lidské spermie (B). Postakrozomální pochva (PAS) je součástí 

perinukleární théky (PT), postakrozomální region (PAR), anteriorní akrozóm (AA), ekvatoriální segment (ES), 

vnitřní akrozomální membrána (IAM), jádro (N), jaderný obal (NE), vnější akrozomální membrána (OAM), 

plazmatická membrána (PM), posteriorní prstenec (PR). 

 

Aktin, cytoskeletální protein mikrofilament, byl detekován v oblasti akrozomálního 

regionu, kde hraje důležitou roli zejména před a po AR, a hlavní části bičíku.  Spektrin a 

vimentin, asociované s plazmatickou membránou se účastní stabilizace buněčného povrchu 

související s oplozením (Virtanen et al. 1984).   

Vazba monomerních molekul aktinu (G-aktin) do vláknitých struktur (F-aktin) je 

kontrolována různými aktin-vázajícími proteiny. Těmito proteiny ve spermii jsou naříklad: 

thymosin b10, destrin, testis-specific actin capping protein (Howes et al. 2001), gelsolin (de 

las Heras et al. 1997), protein napojující na mRNA čepičku (CP) β3 (von Bulow  et al. 1997), 

scinderin (Pelletier et al. 1999), calicin (von Bulow et al. 1995), CPα3 (Tanaka et al. 1994) a 

actin-related proteins Arp-T1 (Heid et al. 2002). Inhibice aktinové polymerace 

cytochalasinem D u kance a myši blokuje schopnost in vitro oplození (Brener et al. 2003). 

Z výsledků studií vyplývá, že remodelace aktinového cytoskeletu hraje důležitou roli 

v procesu kapacitace i AR spermie. Před AR signální dráhy udržují aktin ve filamentárním 
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stavu a tím brání fúzi vnější a vnitřní akrozomální membrány naopak jeho depolymerace hraje 

důležitou roli v procesu AR. 

Polymerace je umožněna také za přítomnosti aktivních molekul signálních drah PKA, TyrP, 

PLD i PLC. Hlavním regulátorem polymerace aktinu je PLD, která může být aktivovaná jak 

dráhou cAMP/PKA nebo druhou cestou přes G protein vázající receptory (GPCR). Tyto 

signální dráhy jsou podrobněji popsány v části kapitoly o indukované AR.  

Zejména oblast mezi plazmatickou membránou a vnější akrozomální membránou je 

bohatá na aktin, který je během kapacitace přítomen v polymerizovaném stavu. Kortikální F-

aktin hraje v regulaci exocytózy dvě hlavní role. Vytváří lešení, které pomáhá udržovat PLCγ 

po její fosforylaci na plazmatické membráně a dále slouží jako fyzická bariéra, znemožňující 

fúzi obou membrán před tím, než dojde k aktivaci AR (Spungin et al. 1995). Inhibice PLCγ  

neomicinem inhibovala AR. Těsně před AR je tato bariéra odstraněna, F-aktin je 

depolymerován zvýšením koncentrace Ca
2+

 a pH, které předchází fúzi. Aktivní PLC 

odstraňuje také PIP 2- inhibici aktin-odstřihujících proteinů a spolu s aktivací PKC se podílí 

na dějích vedoucích k depolymeraci aktinu a následně AR. Depolymerace aktinu je oproti 

polymeraci velice rychlá. Inhibice depolymerace F-aktinu faloidinem znemožňuje AR 

(Spungin et al. 1995). Současně fosfolipáza A2 štěpí mastné kyseliny z fosfolipidů na 

lysofosfolipidy, které také podporují fúzi membrán (Roldan 1998). S polymerací aktinu 

souvisí TyrP. Mnoho dějů v průběhu kapacitace i AR jsou závislé na zvýšené koncentraci 

Ca
2+

 iontů o různé intenzitě. Aktivita PLC vyžaduje nízkou koncentraci Ca
2+

 iontů (2 μM), 

vyšší koncentrace je potřebná pro depolymeraci aktinového cytoskeletu, pro aktivitu aktin 

odstřihujících proteinů. Koncentrace Ca
2+

 v místech fúze membrán může dosahovat hodnoty 

až 100 μM (Sihra et al. 1992), která je shodná s hodnotou koncentrace potřebnou pro 

depolymeraci aktinového cytoskeletu (Spungin & Breitbart, 1996).  

Úlohu v aktinové polymeraci hraje také EGFR, aktivován umožňuje PLD aktivaci a 

aktinovou polymeraci. EGFR na konci kapacitace zvyšuje intracelulární koncentraci Ca
2+

 

vedoucí k depolymeraci aktinu a AR. EGFR může být přímo aktivován ligandem pro 

epidermální růstový faktor (ERF), nepřímo aktivací PKA nebo aktivací GPCRs (Etkovitz et 

al. 2009)  

Aktin je přítomný kromě akrozomální, ekvatoriální a postakrozomální oblasti hlavičky 

spermie, ale také v oblasti bičíku (Clarke et al. 1982; Fouquet & Kann 1992). Zde hraje roli 

v regulaci motility spermie, iniciaci motility zejména během posttestikulární maturace (Lin et 

al. 2002).  Polymerace aktinu v ekvatoriálním a postakrozomálním regionu prasečích spermií 
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během AR je důležitá zejména z důvodu hluboké inkorporace spermie do cytoplasmy vajíčka. 

Není však nezbytná pro fúzi membrán (Delgado-Buenrostro 2005). 

Předpokládá se, že během kapacitace spermie dochází v mitochondriích k translaci 

proteinů původně kódovaných v jádře.  Formování F-aktinu během kapacitace může být 

důležité právě pro translokaci jaderné mRNA do oblasti střední části bičíku (mid-piece), kde 

jsou lokalizované mitochondrie (Gur & Breitbart 2006; Zhao et al. 2009). 

Během procesu kapacitace dochází k aktivaci tyrozinové fosforylace vedoucí 

k polymeraci aktinového cytoskeletu, který zabraňuje fúzi vnější a vnitřní akrozomální 

membrány vedoucí k AR (Brener et al. 2003). Bylo dokázáno, že estrogeny mohou snižovat 

počet spermií procházející AR (Baldi et al. 2000, Vigil et al. 2008). Zvýšenou stimulací 

estrogenních receptorů na povrchu spermie dochází k prokapacitačním procesům zvýšením 

aktivace tyrozinkináz (Ded et al. 2010). Zvýšení TyrP vede pravděpodobně ke kontinuální 

aktivaci PLD, přetrvávající aktinové polymeraci a oddálení AR.  

Přítomnost aktin vázajících proteinů se velice často v literatuře liší a závisí velmi na 

druhu spermií. U spermií křečka a myši nebyly spektrin ani ankyrin  identifikovány 

v subakrozomální oblasti hlavičky spermie, která je bohatá na F-aktin. Spektrin byl detekován 

zejména kolem vazivové pochvy bičíku, zatímco ankyrin byl detekován pouze v oblasti 

krčku. U spermií králíka byl spektrin identifikován v oblasti postakrozomálního regionu, 

ankyrin byl opět detekován v krčku. U potkana, opice a lidských spermií tyto proteiny nebyly 

detekovány (Kann et al. 1993). Výsledky ukazují, že podobně jako rozložení aktinu, není 

lokalizace spektrinu a ankyrinu u jednotlivých druhů shodná. V jiných pokusech byl u 

kančích spermií spektrin identifikován v oblasti krčku a celé oblasti bičíku, α-aktinin byl 

lokalizován v oblasti akrozomální laminy, krčku a celé oblasti bičíku, kde byl lokalizován 

také aktin. Aktin byl detekován také v posteriorním kruhu v postakrozomální oblasti (Yagi 

& Paranko 1995). Vimentin byl u lidských spermií lokalizován v hlavičce spermie a to 

zejména v oblasti ekvatoriálního segmentu. Pomocí elektronového mikroskopu byla zjištěna 

nerovnoměrná distribuce vimentinu. Rozložení těchto struktur odpovídá funkčnímu rozlišení 

částí hlavičky spermie, tomu odpovídající morfologické rozlišení je patrné pouze u hlodavců 

(Markova et al. 2002). V nedávné studii byl filamentární aktin, ale také spektrin, myozin a 

kalmodulin poprvé lokalizovány také v  akrozómu, kde se pravděpodobně účastní řízení 

uvolňování lytických enzymů během procesu AR (Zepeda-Bastida et al. 2011). 

Aktin, myozin, cytokeratiny a spektrin byly také nalezeny v jaderné matrix u spermií 

morčete. Zde byla dokázána jejich role v udržování stability jádra spermie (Ocampo et al. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yagi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7879926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yagi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7879926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paranko%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7879926
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2005). Další důležitou složkou cytoskeletu, nacházející se ve spermii jsou mikrotubuly. Spolu 

s asociovanými proteiny přispívají zejména k motilitě buněk. Během kapacitace se mění 

motilita spermie z pozvolné po hyperaktivní (de Lamirande & Gagnon 1993; Goodson et al. 

2011), pomáhá spermii se rychleji pohybovat a generovat sílu, která je pro oplození nezbytná 

(Jin et al. 2007; Amieux & McKnight 2002). Bylo dokázáno, že u člověka a myši se aktivní 

PLD účastní aktinové polymerace, má vliv na motilitu a hyperaktivaci spermie během 

kapacitace. Zablokováním aktinové polymerace za použití cytochalasinu D nebo aktivity F-

aktin odstřihujících proteinů použitím PBP10 peptidu (peptid 10 vázající polyfosfoinositid) 

byla zablokovaná nejen hyperaktivace ale také celá motilita spermie. To dokazuje nejen vliv 

PLD, ale také vliv aktinové polymerace na hyperaktivitu spermie (Itach et al. 2012).  

Mikrotubuly se nacházejí také v hlavičce spermií, zde se pravděpodobně podílí také na 

udržení jejího tvaru. Tubulin α a β byly detekovány v bičíku lidských spermií,  β tubulin 

v ekvatoriální oblasti hlavičky spermie (Dráber et al. 1991). Katanin p80, evolučně 

konzervativní proteinový komplex řídící odstřihování mikrotubulů, ovlivňuje dynamiku 

mikrotubulů v hlavičce i bičíku spermie. Řídí tvorbu, funkci a disociaci mikrotubulů úzce 

zapojených právě v určení tvaru hlavičky spermie a bičíku. Narušená funkce tohoto komplexu 

u myši vede k neplodnosti samců díky snížené produkci spermií, tvorbě spermií 

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

 

1.3. Estrogeny a estrogenní receptory  

 

Estrogeny regulují u savců velké množství fyziologických procesů, mezi které patří 

také samčí a samičí reprodukční systém (Free & Jaffe 1979). Varlata savců plní dvě hlavní 

funkce: produkci spermií a syntézu steroidních hormonů. Aromatáza je enzym, který 

nereverzibilně transformuje androgeny na estrogeny a je přítomna v buňkách mnoha tkáních. 

Tento enzym je složený ze dvou proteinů: NADPH-cytochrom P450 reduktázy a P450 

aromatázy, která obsahuje hem a vazebné místo steroidu (Simpson et al. 1994). U myší byla 

P450 aromatáza detekovaná také v zárodečných buňkách (Nitta et al. 1993), Leydigových 

buňkách a cytoplazmatické kapce připevněné k bičíku spermií (Kotula-Balak et al. 2004), zde 

však nebyla určena její aktivita. Aktivita P450 aromatázy byla stanovena u potkana a člověka. 

U potkana je P450 aromatáza aktivní v Sertoliho a Leydigových buňkách, u pachytenních 

spermatocytů, spermatid a v cytoplazmatické kapce spermií (Carreau et al. 2003), (obr. 6).  
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Obr. 6. Aromatáza a estrogenní receptory v gonádě dospělého samce potkana (Carreau et al. 2003). 

Pachytenní spermatocyty (PS), kulaté spermatidy (RS), spermie (Spz). Detekce mRNA, proteinu a aktivity 

aromatázy, lokalizace estrogenního receptoru (ER).  

 

Spermie myši jsou schopny syntetizovat estrogeny díky aktivitě P450 aromatázy v  

ductules efferent a caput epididymis a tato syntéza je důležitá pro proces jejich maturace. 

Aktivita P450 aromatázy se výrazně snižuje průchodem spermií skrz epididymis, v cauda 

epididymis je velice nepatrná (Janulis et al. 1996), což by mohlo souhlasit s aktivitou P450 

aromatázy v postupně zanikající cytoplazmatické kapce spermie. 

Ačkoliv estrogeny bývají pokládány převážně za samčí reprodukční hormony, hrají 

důležitou roli také v regulaci reprodukce samců. Koncentrace estrogenů se mezi samcem a 

samicí kvantitativně liší a je druhově specifická. U samců dosahuje v krevní plazmě hodnot 2-

180 pg/ml a opět závisí na druhu (Ganjam et al. 1976; Overpecket et al. 1978). U potkana a 

myši, koncentrace 17β-estradiolu je 2-25 pg/ml, což je méně než v tekutině rete testis (250 

pg/ml), (Free et al. 1979). Rozdíly koncentrací byly detekovány i u samic, kde koncentrace 

estrogenů v ovariální tekutině byla alespoň dvakrát vyšší ve srovnání s jejich koncentrací 

v krevní plazmě. U samic potkana a myši se koncentrace estrogenů mění v závislosti na 

období estru, u 17β-estradiolu dosahuje hodnot v rozmezí 145-2100 pg/ml (Shaikh 1971).  

Estrogeny jsou hojně zastoupeny také ve spermatu, koncentrace je zde také závislá na druhu a 

dosahuje přibližně hodnot 14 – 900 pg/ml (Eiler & Graves 1977; Claus et al. 1985).   

Estrogeny regulují buněčnou funkci pomocí estrogenních receptorů (ER), ERα a ERβ 

(Lubahn et al. 1993), které patří do rodiny ligand-aktivujících transkripčních faktorů (Evans et 
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al. 1987) Tyto transkripční faktory jsou lokalizované v jádře, kde regulují genovou transkripci 

vazbou na DNA regulační sekvence a ovlivňují tak expresi cílových genů (Hall et al. 2001). 

Pozdější výzkumy ukázaly, že toto není jediný mechanizmus působení estrogenů. Estrogenní 

hormony mohou aktivovat odlišné signální dráhy a některé z nich nemusí být přímo závislé na 

estrogenních receptorech (ER). Některé odpovědi na estrogeny mohou iniciovat mnoho 

rychlých negenomových signálních aktivit, které se odehrávají během sekund či minut. 

Modely rychlé odpovědi jsou zprostředkovány klasickými ER vázanými v plazmatické 

membráně, které iniciují signální kaskády asociované s membránovými strukturami jako 

například G proteiny, kaveoliny a receptorovými tyrozinkinázami. Kromě klasických ER se 

estrogeny mohou vázat také na membránou asociované estrogen vázající receptory spojené 

s G proteiny (GPCRs) například GPR30, které také spouští rychlou intracelulární odezvu. Oba 

mechanizmy mohou vést ke změnám genové transkripce (Thomas et al. 2005; Revankar et al. 

2005). GPR30 je však odlišně lokalizován, buď na plazmatické membráně (Thomas et al. 

2005), nebo na membráně endoplazmatického retikula (Revankar et al. 2005). Možnosti 

dimerizace tohoto receptoru a translokace GPR30 k plazmatické membráně se nevylučují 

(Terrillon & Bouvier 2004). Studie ukázaly, že membránový ER a klasický ER pochází 

z jednoho transkriptu, subrodina receptorů steroidních hormonů má podobnou strukturu a 

charakteristiku s vysoce konzervovanou strukturální doménou jak DNA, tak vázajícího 

ligandu (Razandi  et al. 2004). Na plazmatické membráně je lokalizováno více steroidních 

receptorů. Identifikován byl ERα, ERβ, progesteronový receptor A a B a androidní receptor. 

Palmitoylace E domény steroidních receptorů je rozhodující modifikace pro jejich translokaci 

na plazmatickou membránu a funkci. Na rozdíl od translokovaných receptorů, nukleární 

receptory nejsou palmitoylované (Acconcia et al. 2004; Pedram et al. 2007).  

Estrogenní receptory α a β  byly detekovány také v samčím reprodukčním traktu (Hess 

1997). Vzájemný vztah těchto dvou receptorů byl studován pomocí WT myši a ERα knock-

out myši. Otázkou bylo, zda ERβ bude schopný kompenzovat chybějící receptor ERα knock-

out neplodných samců myši. V testes myši je ERβ přítomen v Leydigových buňkách, 

v epitelu odvodných kanálků, prodlužujících spermatidách i epididymis. U WT kontrol, ani u 

ERα knock-out myší nebyl zjištěný kvantitativní rozdíl v přítomnosti tohoto receptoru. U ERα 

knock-out myši byl v testes přítomen protein ERβ i mRNA, ale přítomnost tohoto receptoru 

nekompenzuje absenci ERα v samčím reprodukčním traktu (Rosenfeld et al. 1998). 

Histologické studie varlat ERα knock-out ukázaly rozdíly ve vývoji seminiferního epitelu a 

bylo zjištěno zvýšené množství tekutiny, kumulované v seminiferních kanálcích, rete testis a 
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ductules efferent (Hess et al. 1997). ERα nereguluje koncentraci ERβ, avšak ERβ může 

vytvářet s ERα heterodimery. U ERα knock-out myši ERβ není schopný udržet reprodukční 

funkci (Rosenfeld et al. 1998). 

ERα/ERβ knock-out myši ukázaly chybějící odezvu k 17β-estradiolu i přes dokázanou 

přítomnost GPR30 (Pedram et al. 2006). Studiem těchto knock-out myší či umlčením GPR30 

nedošlo k žádné změně v regulaci signálu (Madak-Erdogan et al. 2008). Výzkumy na myších 

ováriích ukázaly, že ERα knock-out myši vykazovaly abnormální vývoj reprodukčního 

systému, myši byly sterilní, zatím co ERβ knock-out myši byly buď sterilní, nebo subfertilní 

(Dupont et al. 2000). Důvod těchto rozdílů a případné odlišné funkce ER jsou zatím neznámé.  

Role GPCRs je často studována na spermatogoniích (Sirianni et al. 2008; Chimento et al. 

2010; Sheng & Zhu 2011), ale receptor vázaný s G proteiny GPR30, aktivovaný nezávisle na 

ER a účastnící se rychlé negenomové signální dráhy dosud nebyl nalezen na spermiích. 

Epididymální spermie však nejsou transkripčně aktivní, proto zde rychlá negenomová 

signalizace hraje hlavní roli. Estrogeny, zprostředkující rychlou intracelulární signalizaci u 

lidských ejakulovaných spermií ovlivňují kapacitaci a AR aktivací fosforylace různých 

proteinů. Vazbou estogenu k ER je aktivována signální dráha přes G proteiny a  cAMP/PKA 

signalizaci (Razandi et al. 1999; Filardo et al. 2002). Aktivovaný ER iniciuje také tvorbu 

druhých poslů a signalizaci vedoucí přes EGF dráhu (Filardo & Thomas 2005). 

Tff1 (Trefoil factor 1) gen, také známý jako pS2 gen, kóduje expresi TFF1 proteinu, 

který je distribuován v celém zažívacím traktu v normálních i nemocných tkáních. TFF1 je 

považován za jeden z hlavních estrogen regulovaných proteinů a za ukazatele funkce ER. 

Transkripce Tff1 genu je přímo kontrolována estrogeny (Park et al. 2012). Protein hraje 

pravděpodobně úlohu v ochraně sliznic, ve stabilizaci hlenové vrstvy, a ovlivňuje hojení 

epitelů. Zvýšená exprese genu Tff1 u člověka byla detekována v karcinomu žaludku, prsních 

buněk, tlustého střeva, plic i karcinomu prostaty (Dunbier et al. 2010; Abdou et al. 2008; 

Moghanibashi et al. 2012). Tff1 je často používán jako marker v laboratorních, občas i 

klinických studiích. Často bývá studován vztah mezi expresí na estrogen závislých genů na 

bazální hladině estrogenu v ER pozitivních karcinogenních tkáních (Dunbier et al. 2010). 

V přírodním prostředí dochází neustále ke zvyšování množství látek, které mají 

negativní dopad na samčí i samičí reprodukční parametry. Mezi tyto látky patří zejména 

přírodní (17β estradiol, estrone, estriol) a syntetické estrogeny (17α ethynylestradiol), látky 

nesteroidní povahy vykazující estrogenní hormonální aktivitu (ftaláty, p,p´-DDE 

(dichlorodifenyldichloroetylen), vinclozolin, procymidon bisfenol A) ale také látky, které 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thomas%20P%22%5BAuthor%5D
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znečisťují životní prostředí (tetrabrombisfenol, polybromované bisfenoly), (Ded et al. 2010; 

Gray et al. 1999a,b; Zatecka et al. 2013). Tyto látky, nazývané endogenní disruptory, mohou 

narušit fyziologickou funkci estrogenních hormonů a ovlivnit reprodukční vývoj a funkci 

organismů (Colborn et al. 1993). Dalšími látkami ovlivňující reprodukční schopnosti 

organismů jsou rostoucí koncentrace fluoridů, vytvářející v přítomnosti hliníkových iontů 

komplexy, které jako analogy fosfátové skupiny mohou aktivovat G proteiny či některé 

ATPázy, které jsou součástí signálních drah vedoucí například ke zrání spermií (Dvoráková-

Hortová et al. 2008). V poslední době se v literatuře často objevují práce, zabývající se 

pozitivní korelací mezi zvyšováním koncentrace estrogenů v přírodním prostředí a různými 

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

 

1.4. Molekulární mechanizmy interakce spermie-vajíčko 

 

Interakce spermie-vajíčko je komplexní molekulární proces vedoucí k fúzi gamet, 

který je zprostředkován řadou molekulárních interakcí. 

Na cestě k vajíčku mohou být spermie v oviduktu zachyceny a drženy v oviduktálním 

rezervoáru, kde se spermie přechodně váží na povrch epitelu (Suarez 1987). Uskladnění 

spermií v reservoáru udržuje jejich plodnost do ovulace, snižuje také možnost polyspermie, 

proto jen málo spermií v určité době dosáhne k vajíčku. V reservoáru spermie přechodně 

zpomalí metabolizmus, po ovulaci spermie dokončují kapacitaci a dochází k hyperaktivaci 

jejich motility. 

K vajíčku jsou spermie naváděny kombinací chemotaxe a termotaxe (Suarez & Pacey 

2006; Eisenbach 1999). Pro úspěšné oplození musí spermie projít vrstvou kumulárních buněk, 

glykoproteinovým obalem vajíčka a fúzovat s oolemou vajíčka. Molekulární mechanizmy 

interakce spermie s oolemou nejsou zcela známé. Po AR dojde k odkrytí vnitřní akrozomální 

membrány a je modifikováno membránové složení ekvatoriálního a post-akrozomálního 

regionu spermie. Studií vnitřní akrozomální membrány byl identifikován proteinový plášť, 

jehož nejvýznamnější složkou je protein vnitřní akrozomální membrány IAM38 (ekvivalent 

prasečímu Sp38) (Yu et al. 2005), který zprostředkovává sekundární vazbu k ZP (Mori et al. 

1993). Spermie se váže na membránu vajíčka v oblasti mikrovilli svým ekvatoriálním 

segmentem (Yanagimachi 1994). Jedním z proteinů nacházejících se v ekvatoriální oblasti je 

ekvatorin, antigen MN9 (Manandhar & Toshimori 2001), blokováním ekvatorinu protilátkou 
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bylo zabráněno oplození, spermie nebyla schopná fúze s oolemou vajíčka (Toshimori et al. 

1998; Yoshida et al. 2010).  

 

1.4.1. Izumo 

Prokázaným esenciálním proteinem fúze spermie s vajíčkem je protein Izumo, který 

byl poprvé detekován myší monoklonální protilátkou OBF13 (Okabe et al. 1987). Izumo je 

membránový protein s extracelulární imunoglobulinovou doménou s konzervativní N-

glykosylovanou oblastí (Asn 204), patří do imunoglobulinové rodiny proteinů typu I (Inoue et 

al. 2005). Pomocí transgenní myší linie s expresí neglykosylovaného Izumo (N204Q-Izumo) 

proteinu bylo zjištěno, že tato N-glykosylace není esenciální pro správný průběh fúze 

zprostředkované Izumo, její hlavní funkcí je pravděpodobně ochrana Izumo před jeho 

fragmentací způsobené akrozomálními proteázami během maturace spermií v cauda 

epididymis (Inoue et al. 2008). Protein Izumo byl detekován u myši i člověka o molekulové 

hmotnosti 56,4 kDa (myš) a 37,2 kDa (člověk). Izumo nebyl nalezen na povrchu spermií, což 

dokazuje, že savčí spermie po ejakulaci jsou schopné oplození pouze po uskutečnění AR. 

Izumo je možné detekovat na povrchu spermie po AR (Inoue et al. 2005), protože je 

lokalizován na akrozomální membráně, skrytý pod plazmatickou membránou a je proto 

přístupný až po AR, podobně jako protein CD46 (obr. 7A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7. Schematické znázornění lokalizace Izumo1 a tří rozdílných oblastí hlavičky spermie myši (Satouh 

et al. 2012). Izumo1 (červená) je lokalizován na vnitřní (IAM) a vnější (OAM) akrozomální membráně, oblast 

akrozómu je značena zeleně (A). Hlavička spermie znázorněná pomocí rastrovacího elektronového mikroskopu 

(B). Akrozomální čepička (AC), ekvatoriální segment (EQ), postakrozomální region (PA). 

 

Pokusy in vitro ukázaly, že Izumo knock-out myši byly zdraví, ale samci byli 

neplodní. Produkovali však normální spermie, které se byly schopné vázat a projít přes ZP, 
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avšak nebyly schopné fúze s vajíčkem. Na druhou stranu disrupce Izumo nezpůsobuje žádné 

defekty v migraci spermií do oviduktu, a také nedochází ke snížení jejich motility (Inoue et al. 

2005).  

Později byly detekovány proteiny s N-terminální doménou s významnou homologií s 

N-terminální doménou proteinu Izumo. Tato oblast byla nazvána Izumo doména a detekované 

proteiny nazvány Izumo 2, Izumo 3, Izumo 4 a původní Izumo 1 byly poprvé popsány jako 

proteinová rodina (Ellerman et al. 2009). Izumo 1-3 patří mezi transmembránové proteiny 

exprimované v testis, Izumo 4 postrádá transmembránovou doménu, je to protein rozpustný a 

jeho exprese je specifická ne jen v testis, ale i jiných tkáních. Izumo 1 asociuje s jinými ne-

Izumo proteiny a předpokládá se, že je součástí multiproteinového membránového komplexu. 

Ukazuje se možnost, že Izumo 1hraje důležitou roli ve fúzi gamet díky organizaci a stabilizaci 

tohoto molekulárního komplexu na vnitřní akrozomální membráně spermie, jeho absence ruší 

tuto stabilizaci, která je pro fúzi spermie-vajíčko nezbytná (Ellerman et al. 2009). U myši byl 

protein Izumo 1 detekován nejen o molekulové hmotnosti 56 kDa, ale také 60 kDa, která byla 

identifikována jako fosforylovaná forma 56 kDa Izumo 1.  Iumo 3 a 4 byly detekovány ve 

dvou různých formách. Přepokládá se, že tyto dvě formy představují různé varianty sestřihu. 

Detekce exprese Izumo proteinů ukázala, že po AR zůstávají v nezměněné formě zastoupeny 

obě formy Izumo 3 a Izumo 1 (56 kDa), ale u Izumo 4 a Izumo 1 (60 kDa) bylo detekováno 

snížení jejich exprese. Ztráta exprese 60 kDa Izumo 1 je vysvětlována odloučením vnější 

akrozomální membrány během AR.  

Uvolnění cholesterolu z plazmatické membrány spermie může ovlivnit rozlohu i 

pohyb mikrodomén lipidových raftů na povrchu spermie (Shadan et al. 2004; Sleight et al. 

2005; Bou Khail et al. 2006). Mezi proteiny asociované s rafty byl identifikován také Iumo a 

to v akrozomální čepičce spolu s proteiny kalveolin 2 a flotillin 2. Imunofluorescenční 

detekce ukázala, že po AR je naopak Izumo 1 detekován podél celé hlavičky spermie, 

dosahující post a para-akrozomální oblasti (Miranda et al. 2009). 

Po úspěšně proběhlé AR je modifikováno proteinové složení ekvatoriálního segmentu 

a postakrozomálního regionu hlavičky spermie. Předpokládá se, že k dynamické relokalizaci 

proteinů dochází na konci kapacitace a během AR (Sosnik et al. 2009), (obr.8).  Aby mohlo 

dojít k úspěšné fúzi spermie s vajíčkem, protein Izumo musí být relokalizován z oblasti 

akrozomální membrány do oblasti ekvatoriálního segmentu a postakrozomálního regionu 

hlavičky spermie (Inoue et al. 2005; Sosnik et al. 2009), (obr 7B). Změna pozice Izumo byla 
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již dříve pozorována, ale nikdy nebyla dána do souvislosti s relokalizací probíhající během 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8. Schematické znázornění relokalizace Izumo z vnější akrozomální membrány do plazmatické 

membrány hlavičky spermie myši (Satouh et al. 2012). Izumo 1 (červená), oblast akrozómu (zelená). 

 

Jednou z kináz, které se účastní diferenciace zárodečných buněk v testis a ovlivňuje 

také funkci spermie je rodina testis specifických kináz (Tssk), (Bielke et al. 1994; Visconti et 

al. 2001). Členem Tssk rodiny proteinů je Tssk6, která je exprimována  postmeioticky 

v samčích zárodečných buňkách. Spermie Tssk6 knock-out samců u myši vykazovali defekt 

v oplození, nebyly schopné fúze s oolemou vajíčka. Zároveň Izumo, protein nezbytný pro fúzi 

gamet, nebyl schopný změnit svou lokalizaci po AR, zůstával lokalizován v anteriorní oblasti 

hlavičky spermie (Sosnik et al. 2009).  Jak je psáno výše, aktinová polymerace koreluje 

s kapacitací a depolymerace aktinu je nezbytná pro AR. Aktinová polymerace hraje důležitou 

roli také pro uskutečnění relokalizace Izumo během AR. Pokud byla provedena inhibice 

polymerace aktinu, došlo k porušení relokalizace Izumo související s AR, což znamená, že 

relokalizace Izumo je zprostředkovaná pomocí aktinového cytoskeletu a je závislá na aktivitě 

Tssk6 kinázy. Z výsledků vyplývá, že Tssk6 je nezbytná pro udržení strukturální integrity 

spermie a hraje roli v regulaci dynamiky aktinového cytoskeletu. Tssk se účastní přímo i 

nepřímo redistribuce Izumo a tato relokalizaci může být potřebná pro fúzi spermie s vajíčkem. 

Tssk6 a aktinový cytoskelet hrají hlavní úlohu v relokalizaci Izumo do fúzogenní oblasti 

hlavičky spermie (Sosnik et al. 2009). Předpokládá se, že v závislosti na druhu, spermie fúzují 

s vajíčkem oblastí ekvatoriálního segmentu a/nebo postakrozomálního regionu (Yanagimachi 

1994). Relokalizace Izumo proteinu do těchto oblastí hlavičky spermie myši je pro fúzi gamet 
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nezbytná (Inoue et al. 2011). Do oblasti ekvatoriálního segmentu je relokalizováno více 

proteinů, jejich lokalizace ale nedosahuje postakrozomálního segmentu (Rochwerger & 

Cuasnicu 1992) a žádný z těchto proteinů nebyl nalezen jako esenciální pro fúzi gamet. 

 

1.4.2. CD9, CD81 

Interakce a fúze spermie s vajíčkem se účastní více proteinů či proteinových 

komplexů, avšak kromě možného zapojení dvou pro fúzi esenciálních proteinů CD9 na 

vajíčku a Izumo na spermii, tento mechanizmus fúze zůstává stále neznámý (obr. 9). Jedním 

z dalších potenciálních receptorů spermie účastnících se fúze, je CD9 tetraspanin, který 

interaguje s ostatními tetraspaniny a integriny.  Monoklonální protilátka proti CD9 inhibuje 

vazbu spermie k plazmatické membráně vajíčka, a také fúzi. CD9 interaguje s β1 i s α6β1 

integriny na membráně vajíčka. Tato vazba je během fúze podporovaná β fertilinem (ADAM 

2) a α6β1integriny (Chen et al. 1999), (obr. 9). Studie ukázaly, že CD9 knock-out samice 

myši byly zdravé, ale byly sterilní, vajíčka nebyly schopny fúze se spermií. CD9 se tak stal 

zásadním proteinem pro fúzi spermie-vajíčko, a v tomto procesu je pravděpodobně navíc 

asociován s α6β1 integriny (Miyado et al. 2000; Kaji et al. 2000; Le Naour et al. 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9. Pravděpodobný mechanizmus adheze a fúze spermie s vajíčkem (Sutovsky 2009).  
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Během oplození vajíček CD9 knock-out samice, spermie po průchodu ZP zůstávají 

akumulovány v pervitelinním prostoru, k fúzi nedochází (Inoue et al. 2007). Recentní studie 

ukazují, že CD9 je při fúzi gamet transklokován na povrch spermie což vysvětluje Miyado et 

al. 2008 tím, že fúze spermie s vajíčkem je zprostředkována vezikly, obsahující CD9, které 

jsou před oplozením uvolňovány z vajíčka, interagují se spermií v perivitelinním prostoru a 

usnadňují schopnost fúze. Vajíčko CD9 knock-out není schopný fúze, pokud však k tomuto 

vajíčku bylo přidáno vajíčko WT myši, fúze byla možná, a to zřejmě právě díky vezikulům 

obsahující CD9 z WT oocytu (Miyado et al. 2008).  

CD9 je schopný se vázat přímo ke glykoproteinu PSG17 (glykoprotein specifický pro 

těhotenství), členu imunoglobulinové nadrodiny (IgSF) shodně jako IZUMO, proto existuje 

domněnka, že se může vázat i s ostatními členy IgSF spermie (Ellerman et al. 2003). 

Vzhledem k tomu, že Izumo má Ig doménu je možné, že by se mohl přímo vázat na CD9. 

Tato přímá vazba zatím, ale nebyla potvrzena a možný zprostředkovatel této vazby, či jiný 

Izumo vázající receptor na povrchu oolemy je stále předmětem výzkumu. 

Další z rodiny tetraspaninů, který je přítomný na povrchu oocytu je tetraspanin CD81. 

Delece genu CD81 u myší způsobilo 40% redukci plodnosti, způsobené částečnou 

neschopností vajíčka fúzovat se spermií. Myši s dvojitým knock-out CD9 a CD81 vykazovaly 

plnou neplodnost ukazující, že CD9 i CD81 hrají komplementární roli v procesu fúze spermie 

s vajíčkem (Rubinstein et al. 2006).   

  Do molekulárního procesu vedoucí k fúzi gamet nejsou zapojeny pouze tetraspaniny a 

integriny, ale také fertiliny, členové ADAMs (proteinová doména obsahující disintegrin a 

metalloproteinázu) rodiny. Zástupci této rodiny hrají důležitou roli v buněčné adhezi, migraci, 

proteolýze i signalizaci. Předpokládá se, že se fertilin váže s integriny αVβ3 nebo α6β1 na 

povrchu myších vajíček a je nezbytným předpokladem vedoucím k membránové fúzi 

(Almeida et al. 1995). Dalšími proteiny na povrchu spermie, které během oplození interagují 

s oolemou jsou na cystein bohaté sekreční proteiny (CRISPs) (Cohen et al. 2007).   

CRISP1 (sekreční protein 1 bohatý na cystein) knock-out myši jsou fertilní, ale in vitro 

pokusy ukázaly sníženou schopnost průchodu spermií přes ZP a menší procento fúze spermií 

s oolemou vajíčka (Da Ros et al. 2008). 
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2  Cíle práce 

 

 Porovnat distribuci cytoskeletu v hlavičce spermie člověka, potkana, křečka a veverky před 

a po AR.  

 Zjistit, zda na  myších spermiích z cauda epididymis je přítomný specifický estrogenní 

receptor β. 

 Detekovat účinek přírodních estrogenů (estronu, 17ß-estradiolu, estriolu) a syntetického 

estrogenu (17α-ethynylestradiolu) na míru proteinové TyrP v hlavičce spermií myší během 

kapacitace in vitro. 

 Použitím SDS-PAGE elektroforézy a Western blotu  detekovat množství proteinů prošlých 

TyrP v lyzátu vzorků celých spermií, které byly ovlivněny vybranými estrogeny. 

 Detekovat vliv estrogenních hormonů na schopnost spermií projít CaI indukovanou AR. 

 Zjistit in vivo efekt vlivu 17β-estradiolu na schopnost spermií kapacitovat, sledováním 

hodnot proteinové TyrP v hlavičce spermie z cauda epididymis.   

 Vyhodnotit změny v kalciové homeostáze související s kapacitací spermií během expozice 

spermií 17β-estradiolem.  

 Sledovat rozdíly mezi proteinovou TyrP jakož to indikátorem stavu kapacitace a dalšími 

fyziologickými parametry: hodnotou hladiny 17β-estradiolu v séru a expresí Tff1 genu 

v testikulární tkáni myši.  

 Zjistit, zda výsledky in vitro pokusů korelují s výsledkem in vivo účinků estrogenů na 

reprodukční schopnost myši a míru proteinové TyrP u spermií. 

 Zhodnotit, zda relokalizace Izumo probíhá během kapacitace ještě před uskutečněním AR. 

 Detekovat, zda k relokalizaci Izumo dochází během spontánní AR a jak vypadá časové 

rozvržení procesu této relokalizaci v průběhu kapacitace spermií.  

 Zhodnotit, zda existuje souvislost mezi relokalizací Izumo a promiskuitním chováním myší 

vzhledem k míře spontánní AR u příslušných druhů. 

 Zjistit, zda jsou detekovatelné rozdíly mezi skupinou spermií schopných projít pouze 

spontánní AR a skupinou, která je ovlivněna přidáním vnějších induktorů AR, CaI nebo 

progesteronu. 

 Statisticky zhodnotit proces relokalizace Izumo v různých časech kapacitace. 
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3  Diskuse k publikacím 

 

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 

 

Cytoskeletální proteiny ovlivňují funkci hlavičky i bičíku spermie související 

s procesem kapacitace, AR i fúze spermie s oolemou vajíčka. Práce studovala pomocí 

fluorescenční detekce lokalizaci hlavních tří komponent cytoskeletu (aktinu, tubulinu a 

spektrinu) v hlavičce savčích spermií před a po AR. Pro práci byly vybrány spermie lidské a 

spermie tří hlodavců (křečka, potkana a veverky) reprezentující odlišnou morfologii hlavičky 

savčí spermie.  

Morfologie hlaviček savčích spermií se výrazně liší jejich tvarem a základními znaky 

(Eddy & O’Brien 1994). Tvar a velikost hlavičky spermie se může lišit, přesto vždy zůstávají 

shodně přítomné základní funkční části hlavičky spermie, jako je apikální akrozóm, 

ekvatoriální segment i postakrozomální region. Cytoskelet spermie tvoří jak stabilní struktury, 

tak dynamické struktury. Zejména aktinový cytoskelet se podílí na signálních drahách 

závislých na TyrP specifických proteinů, regulující například proces AR (Brener et al. 2003; 

Breitbart et al. 2005; Bernabò et al. 2011) i přípravu spermie k oplození, kde se aktinový 

cytoskelet účastní procesu relokalizace proteinu Izumo, nezbytného proteinu pro fúzi spermie 

s vajíčkem (Sosnik et al. 2009). 

Vybrané druhy spermií byly značeny protilátkami proti G a F-aktinu, spektrinu a α-

tubulinu před a po AR, která byla indukovaná pomocí CaI. Oblast akrozómu byla značená 

PNA lektinem (lektin z podzemnice olejné). Výsledky pokusu prokázaly změny v lokalizaci 

vybraných proteinů cytoskeletu během AR a to zejména v oblasti apikálního akrozómu, 

ekvatoriálním segmentu i v postakrozomálním regionu hlavičky spermie. 

Detekce aktinu, ukazovala před AR velké podobnosti ve značení tohoto proteinu u 

všech vybraných zástupců. Před AR byl u hlaviček spermií všech zástupců G i F-aktin 

detekován v celé oblasti apikálního akrozómu, a to i mezi plazmatickou a vnější akrozomální 

membránou, ale také mezi vnitřní akrozomální membránou a jadernou membránou. Avšak na 

rozdíl od detekce pouze F-aktinu, který byl detekován pomocí faloidinu, byl signál jasně 

omezen na oblast akrozómu. Tento rozdíl lze vysvětlit zásobou G-aktinu lokalizované mezi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dvor%C3%A1kov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moore%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sebkov%C3%A1%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palecek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15985632
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cytoskeleton%20localization%20in%20the%20sperm%20head%20prior%20to%20fertilization
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plazmatickou membránou a akrozomální membránou, která není faloidinem detekovaná. 

Tento G-aktin je v průběhu kapacitace polymerizován. 

Slabý signál byl detekován také  v oblasti ekvatoriálního segmentu a 

postakrozomálního regionu, silnější však u spermie veverky. Po AR došlo u všech zástupců 

k výraznému snížení či zániku signálu v oblasti apikálního akrozómu. Aktin zůstává nebo je 

silněji detekován v ekvatoriální a postakrozomální oblasti, nejsilněji však u spermie člověka a 

veverky, zároveň zůstává lokalizován pod vnitřní akrozomální membránou. Výsledky získané 

z detekce pomocí polyklonální protilátky proti G a F-aktinu a faloidinu se i zde nepatrně 

lišily. Detekce pomocí faloidinu, značící specificky pouze F-aktin ukázala, že distribuce 

aktinu byla u spermií lidských a křečka v oblasti postakrozomálního regionu před AR 

mnohem slabší než po AR. V postakrozomální oblasti nebyl na rozdíl od ostatních druhů 

spermií F-aktin silněji detekován u spermií hlodavců. V oblasti mezi plazmatickou a vnější 

akrozomální membránou je F-aktin velice důležitou bariérou bránící předčasné AR,  jeho 

depolymerace vede k AR. Tyto změny jsou nejlépe vidět díky masivnímu akrozómu u 

spermie veverky. Celkové výsledky ukazují, že aktin neslouží pouze jako cytoskeletální 

protein určující tvar hlavičky spermie, ale hraje také důležitou roli v procesech před 

oplozením. Tyto předchozí domněnky se později skutečně potvrdily, aktin je nezbytný pro 

proces AR a pro relokalizaci proteinů, které se účastní fúze spermie s vajíčkem, do 

fúzogenních oblastí hlavičky spermie.  

Detekce spektrinu ukázala, že tento protein byl u vzorků kontrol i po AR lokalizovaný 

podobně jako aktin, s výjimkou lidských spermií před AR, kde byl detekován shodný signál 

pouze v oblasti ekvatoriálního segmentu a apikální perinukleární théky. U všech zástupců 

s výjimkou spermie veverky, lokalizace spektrinu byla po AR podobná lokalizaci aktinu, 

spektrin byl detekován silně v ekvatoriální oblasti a velmi silně také v postakrozomálním 

regionu hlavičky spermie. U kontrolních vzorků spermie veverky byl na rozdíl od aktinu 

detekován pouze slabý pás v ekvatoriální oblasti, po AR byla lokalizována také 

postakrozomální oblast. Paraakrozomální oblast byla u potkana a křečka výrazně značena 

před i po AR.  Relokalizace spektrinu po AR souvisí pravděpodobně s jeho rolí ve stabilizaci 

ekvatoriálního segmentu, předpokládá se také jeho role během fúze spermie s vajíčkem (Yagi 

& Paranko 1995). Může se účastnit také procesu kapacitace a AR v komplexu s 

kalmodulinem (Virtanen et al. 1984).V průběhu pokusu byla také zjišťována vzájemná 

kolokalizace spektrinu a F-aktinu. Použitím dvojitého imunofluorescenčního barvení byla 

provedena detekce kolokalizace na spermiích všech vybraných druhů. Pokus potvrdil 
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vzájemnou lokalizaci spektrinu a F-aktinu. Detekce na lidských spermiích potvrdila 

kolokalizaci spektrinu a F-aktinu před AR v ekvatoriálním segmentu a v oblasti apikální 

perinukleární théky. V akrozomální oblasti nebyl spektrin detekován, proto zde nebyla ani 

pozitivní kolokalizace. Kolokalizace spektrinu a F-aktinu byla potvrzena také u kontrolních 

spermií potkana, kde byla pozitivní ve všech částech hlavičky spermie. 

I když byla přítomnost tubulinu ve zralých spermiích již popsána (Dvorakova et al. 

2001; Peknicova et al. 2001), vzhledem k rozmanitosti tubulinové rodiny dosud chybí pokrytí 

změn v lokalizaci proteinu po AR související s oplozením. V lokalizaci α-tubulinu byly mezi 

jednotlivými zástupci spermií detekovány zjevné rozdíly oproti ostatním cytoskeletálním 

proteinům, což naznačuje, že tyto rozdíly mohou mít vztah k morfologii i funkci spermií. U 

kontrolních vzorků spermií křečka a veverky byla detekce α-tubulinu nejvíce podobná 

lokalizaci aktinu i spektrinu. U těchto spermií byl před AR α-tubulin nejvíce lokalizován 

v apikální akrozomální oblasti. Po AR zůstala pozitivní pouze postakrozomální oblast.  

Tubulin v kortikální oblasti může vytvářet síť, která byla detekována v kortexu spermatocytů, 

kde pomáhá tvorbě akrozómu z jednotlivých váčků Golgiho komplexu (Moreno & Schatten 

2000). Tyto mikrotubuly zde patrně přetrvávají i ve zralých spermiích. Odlišná lokalizace 

v porovnání s ostatními cytoskeletálními proteiny byla zjištěna u lidských kontrolních spermií 

a spermií potkana, kde nebyla detekována oblast akrozómu. U kontrolních lidských spermií 

vykazovala detekce pozitivní efekt v oblasti ekvatoriálního segmentu i postakrozomálního 

regionu, mnohem silnější než po AR. U spermií potkana a zejména křečka byl α-tubulin po 

AR lokalizován v postakrozomálním regionu, zde byla dobře patrná dorzální a ventrální 

lokalizace tohoto proteinu. Oblast ekvatoriálního segmentu zůstala beze změny u všech 

zástupců, po AR bylo pouze vidět její o trochu silnější detekce.  

Pro pokus byly vybrány skupiny organismů, jejichž hlavičky spermie se morfologicky 

liší. Cílem této práce bylo zjistit, jak se liší lokalizace vybraných cytoskeletálních proteinů 

mezi jednotlivými funkčními strukturami hlavičky spermie a zda se budou ve výsledku 

výrazně lišit zástupci spermií s jejich odlišnou morfologií. Funkce cytoskeletálních složek 

zůstává stále nejasná, nejlépe prozkoumaná je funkce aktinového cytoskeletu. Je známá 

především důležitá funkce F-aktinu během procesu kapacitace, kde působí jako ochranná 

bariéra proti předčasné fúzi vnější akrozomální membrány a plazmatické membrány. Přeměna 

F-aktinu v G-aktin je naopak jedním z nezbytných kroků pro uskutečnění AR (Brener et al. 

2003; Breitbart et al. 2005). Detekci v kortikální paraakrozomální oblasti falciformních 

(háčkovitých) hlaviček spermie potvrdily také tyto pokusy. F-aktin hraje nezbytnou úlohu 
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v relokalizaci proteinu Izumo do oblasti hlavičky spermie, kde probíhá fúze spermie 

s vajíčkem a pro tuto fúzi je zde nezbytný (Sosnik et al. 2009). Detekovaná lokalizace 

aktinového cytoskeletu skutečně ukazuje možnost jeho funkce jak v oblasti akrozomální, tak i 

v ekvatoriální a postakrozomální. Při studiu obsahu akrozómu morčete byly detekovány 

cytoskeletální proteiny F-aktin, spektrin, myozin, kalmodulin, a gelsolin (Zepeda-Bastida et 

al. 2011).  Akrozomální matrix je vysoce organizovaný a řízené uvolňování lytických enzymů 

je organizováno právě pomocí těchto cytoskeletálních struktur.  

Detekce vybraných cytoskeletálních proteinů byla často mezi různými typy hlaviček 

spermií odlišná, avšak jejich lokalizace ukazuje také četné shody, zejména v průběhu AR. 

Tyto výsledky podpořily možnost jejich funkce pro proces oplození, které byly také později 

dokázané (Sosnik et al. 2009). Cytoskeletální proteiny hrají stěžejní roli v procesu AR, ale 

také při přípravě spermie na oplození, a nikoliv pouze v udržování specifické morfologie 

hlavičky. Funkce tubulinu byla dokázané také detekcí β-tubulinu u lidských spermií, jehož 

změny v detekci vykazovaly spermie s patologickým 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 řeší otázku, zda zvýšené koncentrace vybraných estrogenů mají vliv na 

kapacitaci a AR myších spermií, a tedy zda mohou být rizikem a ovlivnit mechanizmy 

vedoucí ke schopnosti spermií oplodnit vajíčko.  
Povrchové vody jsou rezervoárem mnoha chemikálií, které jsou výsledkem produkce 

člověka. Zejména farmaceutické produkty mohou být nebezpečným zdrojem látek, které 

negativně působí na živé organismy. Tyto látky se nacházejí také v pitné vodě v 

koncentracích sice velice malých (ng/l, lokálně i mnohem více), avšak při dlouhodobé 

expozici dochází k rozdílným negativním vlivům na životní prostředí, na organismy i na 

člověka. Tyto látky, které mohou ovlivňovat životní funkce organismů, jsou nazývány 

endogenními disruptory a patří mezi ně přírodní či syntetické estrogeny, které se dostávají do 

povrchových vod a dále do čističek vod, kde se pouze částečně zachycují v čistírenských 

kalech, a proto část zůstává v pitné vodě. Dosud používané technologie čištění odpadních vod 

nejsou dostatečně účinné a nezabraňují další kontaminaci vod (Kusk et al. 2011). Vzhledem 

k tomu, že se kaly často používají zejména v zemědělství, i zde představují další riziko pro 

přírodní prostředí. Estrogeny se zde váží na jílovité částečky půdy i na organickou část půdy a 

mohou být uvolněny opět do povrchových, ale i podzemních zásob vod. Negativní vliv 

rostoucí koncentrace estrogenů v přírodním prostředí je patrný zejména na zvýšení 

reprodukčních abnormalit i při extrémně nízké koncentraci ng/l (Storgaard et al. 2006). Bylo 

prokázáno, že tyto látky mohou působit na reprodukční parametry jak v samčím, tak 

v samičím organismu (Kilian et al. 2007; Mandrup et al. 2012; Quignot  et al. 2012). 

Estrogeny byly dlouho považovány pouze za samičí hormony, hrají však důležitou roli 

také v samčím reprodukčním traktu.  Je dokázáno, že testosteron a androstenedione jsou 

v testis prekurzory pro syntézu 17ß-estradiolu a estronu, která je umožněna díky přítomnosti 

enzymu cytochrom P450 aromatáza. Další změny estrogenů probíhají v játrech, kde dochází 

k přeměně estronu na estriol. Tyto estrogeny jsou tedy produkovány také u samců a podílejí 

se na regulaci jejich reprodukčních parametrů (Broeder et al. 2000). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sebkova%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cerna%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ded%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peknicova%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dvorakova-Hortova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22143972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=The%20slower%20the%20better%3A%20how%20sperm%20capacitation%20and%20acrosome%20reaction%20is%20modified%20in%20the%20presence%20of%20estrogens
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Většina koncentrací estrogenů, které byly použity v práci, odpovídají fyziologickým 

hodnotám koncentrací estrogenů u myši. Nejnižší koncentrace je shodná s koncentrací 

estrogenů v krevní plasmě, druhá odpovídá koncentraci v rete testis a třetí koncentraci se 

shoduje s koncentrací estrogenů v ovariální tekutině. Pro účely pokusu jsme zvolili dále dvě 

vyšší koncentrace, než jsou maximální koncentrace estrogenů, které byly naměřeny u myši. 

Jak již bylo zmíněno v úvodu, estrogeny aktivují estrogenní receptory zejména na 

plazmatické membráně spermie a tím spouštějí celou řadu signálních drah vedoucích ke 

kapacitaci a schopnosti spermie oplodnit vajíčko. ERα i ERβ byly nalezeny u mnoha druhů 

organismů. Přítomnost ERβ byla potvrzena u spermií člověka (Aquila et al. 2004), kance 

(Mutembei et al. 2004), králíka (Kwon et al. 1995) i potkana (Pellettier et al. 2000). Použitím 

imunofluorescenčního značení monoklonální protilátkou byl v této práci poprvé detekován 

ERβ i na myších spermiích (BALB/c). Receptor byl lokalizován v apikální oblasti hlavičky 

spermie v podobě tenkého srpku. Zároveň tato specifická imunofluorescence pokrývá i oblast 

apikálního háčku. Přítomnost ERβ na myších spermiích byla dále potvrzena pomocí 

chemiluminiscenční detekce za použití celého lyzátu spermií z cauda epididymis. ERβ byl 

označen jako protein o molekulové hmotnosti 64 kDa. 

Dalším úkolem této práce bylo detekovat vliv vybraných estrogenů na průběh 

kapacitace a indukované AR myších spermií. Spermie odebrané z cauda epididymis byly 

ponechány kapacitovat v přítomnosti různých koncentrací (0,02; 0,2; 2; 20; 200 ng/ml) 

přírodních estrogenů - estronu, 17ß-estradiolu, estriolu a syntetického estrogenu - 17α-

ethynylestradiolu v kapacitačním médiu po dobu 0, 30, 60, 90 a 120 minut. Odebrané spermie 

byly analyzovány pomocí monoklonální protilátky na přítomnost TyrP v hlavičce spermie. 

TyrP byla detekována jako kompaktní imunofluorescenční signál lokalizovaný v apikální 

oblasti akrozomálního regionu hlavičky spermie. Data počtu spermií procházejících TyrP 

v hlavičce spermie a AR byla statisticky vyhodnocena.  

Z výsledků vyplývá, že všechny výše zmíněné estrogeny zvyšují počet spermií 

pozitivních na TyrP v hlavičce spermie během procesu kapacitace. Toto zvýšení se projevuje 

jak v počátečních časech kapacitace 30 a 60 min, tak i v časech 90 a 120 minut. Rozdíl mezi 

vybranými estrogeny je patrný také odlišným vlivem jejich koncentrací. Vyšší koncentrace, 

zejména 200 a 20 ng/ml estronu, 17ß-estradiolu a17α-ethynylestradiolu výrazně zvyšují míru 

TyrP. Odlišně působí estriol, který vykazuje zvýšení TyrP zejména při nízkých koncentracích 

0,02; 0,2 a 2 ng/ml. 
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Se zvyšující se koncentrací 17ß-estradiolu oproti kontrolním vzorkům vzrůstá 

procento spermií pozitivních na TyrP v hlavičce spermie. Koncentrace 0,2 a 2 ng/ml zvyšuje 

TyrP zejména ve 30 minutách kapacitace, u koncentrací 20 a 200 ng/ml je výrazně zvýšena 

míra TyrP zejména od času 30 minut až po 90 minut kapacitace. Téměř shodný vliv vykazuje 

také působení estronu. Zejména obě nejvyšší koncentrace 20 a 200 ng/ml 17α-

ethynylestradiolu výrazně ovlivnily dráhy vedoucí ke kapacitaci v časech od 30 minut až do 

120 minut kapacitace. Tento estrogen nejdéle ovlivňoval procesy v hlavičce spermie. 

Proces TyrP a kapacitace spermií neprobíhá synchronně (Stewart-Savage  1993), proto také 

počet spermií pozitivních na TyrP během inkubace náhle neroste, ale zůstává poměrně nízký a 

stálý.  

Procento kontrolních spermií pozitivních na TyrP v hlavičce spermie v tomto 

experimentu dosahuje hodnot 8-12%, oproti experimentální skupině spermií, kde TyrP stoupá 

na hodnoty 18%. Tyto výsledky korelují s nedávnými studiemi, které ukazují procenta TyrP v 

hlavičkách spermií během kapacitace a dosahují hodnot 9% (Asquith et al. 2004). Celková 

TyrP populace spermií je menší než 15%. Avšak 90-100% těchto spermií mají schopnost 

vazby k ZP. Pouze tyto spermie (15%) jsou určené k rozpoznání a vazbě ZP (Asquith et al. 

2004). 

Zvýšené hodnoty TyrP po ovlivnění spermií estrogeny, byly detekovány také pomocí 

SDS-PAGE elektroforézy a následným western blotem a chemiluminiscenční detekcí. Pro 

detekci byl použit lyzát celých spermií, které byly předem inkubovány v přítomnosti stejných 

koncentrací estrogenů a po stejnou dobu jako v předchozím pokusu.  Výsledky ukazují časově 

závislé zvýšení TyrP proteinů o molekulové hmotnosti 40 až 120 kDa. TyrP dosahuje 

maximálních hodnot kolem 90-120 minut kapacitace. V tomto čase inkubované spermie 

procházejí kompletním procesem kapacitace a tyto spermie jsou schopné projít AR a oplodnit 

vajíčko. Z výsledků je patrné, že se zvyšující se koncentrací estrogenů dochází ke zvýšení 

počtu proteinů, které jsou fosforylované na tyrozinových postranních zbytcích. Počet těchto 

proteinů je zvýšen také u nižších koncentrací (0,02 a 0,2 ng/ml), zejména u 17ß-estradiolu, 

estronu a estriolu. Hodnoty TyrP zde nezobrazují pouze TyrP v hlavičce spermie, ale také 

TyrP v oblasti bičíku, která koreluje se stavem hyperaktivace spermie, nezbytné pro oplození 

vajíčka. 

Za účelem pozorování účinku vybraných estrogenů na kapacitaci spermií, byla 

studována jejich schopnost projít indukovanou AR pomocí CaI. Vzhledem k získaným 

výsledkům z ovlivnění TyrP bylo očekáváno také zvýšení počtu spermií procházející AR. 
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Výsledky tohoto pokusu však ukázaly, že estrogeny výrazně snížily procento spermií, které 

byly schopné podstoupit AR. Přírodní estrogeny estriol, estron a 17ß-estradiol vykazovaly 

velice podobný efekt ovlivnění AR spermií. Tyto estrogeny výrazně snížily procento spermií 

procházející AR v čase 30 minut kapacitace s navazující inkubací s CaI 5 minut. 

Koncentracemi, způsobující tento efekt se některé tyto estrony lišily. Zejména tři nejvyšší 

koncentrace 200; 20 a 2 ng/ml u 17ß-estradiolu a estronu ovlivňovaly AR, u estriolu tři nižší 

koncentrace 0,02; 0,2 a 2 ng/ml. Tři největší koncentrace17α-ethynylestradiolu snižovaly 

indukovanou AR zejména v časech 30 a 60 min kapacitace po následné indukci AR 60 minut. 

Uvedené výsledky ukazují, že estrogeny zvyšují TyrP spermií, nicméně každý estrogen může 

vyvolat odezvu různé síly s ohledem na jeho koncentraci a také čas kapacitace. Rozdílná 

estrogenní odpověď může být způsobena tím, že estrogeny aktivují různé typy nebo části 

signálních drah nebo mohou vázat a aktivovat různé receptory, které spouští dráhy vedoucí 

k proteinové TyrP spermií během procesu kapacitace. Každý z estrogenů se pravděpodobně 

chová odlišně, jejich účinek není shodný. 

Signální dráhy vedou od TyrP  k aktivaci aktinové polymerace, která zabraňuje 

předčasné fúzi plazmatické membrány s vnější akrozomální membránou, vedoucí k AR. 

Pokud působením estrogenů dojde ke zvýšení TyrP, dochází pravděpodobně k silnější 

stimulaci aktinové polymerace, výsledkem je neschopnost aktinových filament depolymerace 

a dochází k blokování AR (Brener et al. 2003). Pokud jsou nadměrným množstvím estrogenů 

estrogenní receptory hyperstimulovány, je zvýšena aktivita tyrozinkináz, TyrP zůstává 

spuštěna. Tím dochází k dlouhodobé aktivaci PLD a polymeraci aktinu (Breitbart et al. 2005). 

Během AR, aktivita PLC zvyšuje koncentraci intracelulárních Ca
2+

, vedoucí k depolymeraci 

aktinu.  Pokud však PLD zůstane aktivována přetrvávající stimulací estrogenních receptorů a 

tyrozinkináz, aktivita PKC může být zpožděna a depolymerace aktinu zpomalena. Jako 

podstatné se proto jeví načasování všech na sobě závislých dějů vedoucích ke kapacitaci a 

AR, ovlivnění po sobě jdoucích událostí může vést ke snížení, či ztrátě schopnosti oplození. 

Porovnáním výsledků je zřejmé, že každý z vybraných estrogenů ovlivňuje hlavní znaky 

kapacitace, kterými jsou TyrP a navazující proces AR. Zvyšující se koncentrace estrogenů 

v životním prostředí může měnit mechanizmy, které vedou ke schopnosti spermie oplodnit 

vajíčko, a tím představují možné riziko pro reprodukci organizmů. 

Na druhé straně, je nicméně možné posuzovat výsledky těchto pokusů ne pouze z 

hlediska jejich vlivu na životní prostředí, ale také ze strany hormonálních dějů v organismu 

samotném. Spermie se cestou přes reprodukční trakt samice setkává s různou koncentrací 
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estrogenů, podobné těm, které byly vybrány v tomto in vitro experimentu, a to v závislosti na 

fázi cyklu. Koncentrace estrogenů je nízká během pre-ovulačních fází, kdy 17β-estradiol je 

spojený s dlouhověkostí spermie (Mbizvo et al. 1990). Situace se ale mění v době ovulace, 

kdy koncentrace estrogenů stoupá s uvolňováním folikulární tekutiny (Shaikh 1971). V 

korelaci s výsledkem pokusu, kapacitace a AR jsou modulovány vyššími koncentracemi 

estrogenů a ty mohou sloužit jako specifická selekční bariéra spermií, kde inhibiční vliv 

estrogenů na indukovanou AR může mít fyziologický význam (Vigil et  al. 2008). Výsledky 

experimentu ukazují, že fyziologické koncentrace estrogenů stimulují proces kapacitace, ale 

na druhou stranu inhibují indukovanou AR. Toto zjištění je možné vysvětlit hypotézou, že 

estrogeny mohou představovat další mechanizmus pro samičí specifický výběr nejlepších 

spermií pro oplození. Všechna data ukazují průměr hodnot z pěti nezávislých pokusů. 
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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, že in vitro studie ukázaly výrazný prokapacitační efekt vybraných 

estrogenů (Sebkova et al. 2012), pro potvrzení tohoto efektu byly provedeny pokusy in vivo.   

Vliv nižších i vyšších koncentrací estrogenů na reprodukční schopnost některých organismů 

byl prokázán mnoha in vitro pokusy (Adeoya-Osiguwa et al. 2003; Ded et al. 2010; Sebkova 

et al. 2012). Estrogeny mají vliv na signální dráhy spermie, vedoucí k procesu kapacitace a 

následně k procesům, které vedou k fúzi vnější plazmatické membrány s vnější akrozomální 

membránou při AR, rovněž umožňují kontakt spermie s kumulárními buňkami či ZP a fúzi 

s oolemou vajíčka. 

Studie ukazují, že vystavení organizmů xenoestrogeny (bisphenol-A, diethylstilbestrol, 

vinclozolin) či fytoestrogeny (genistein, resveratrol), které jsou kumulované v přírodním 

prostředí, může vést k ovlivnění schopnosti spermií oplození (Akingbemi 2005; Peknicova et 

al. 2002; Kyselova et al. 2003, 2004; Elzeinova et al. 2008; Gong & Han 2006;  Nakamura et 

al. 2010).  Negativní účinky mohou mít látky, které používá člověk k ochraně rostlin, jako 

například pesticidy i herbicidy (Pina-Guzman et al. 2009; Victor-Costa et al. 2010), které 

podobně jako estrogeny mohou ovlivňovat morfologii a funkci testis, tím ovlivňovat 

spermatogenezi a oplození.  Tyto látky působí přes estrogenní receptory a ovlivňují 

negenomově aktivované signální dráhy. 

Tato práce se zabývá in vivo efektem 17β-estradiolu na průběh kapacitace, zejména 

sledováním vlivu tohoto estrogenu na stimulaci TyrP. Byl sledován také vliv tohoto estrogenu 

na změny v Tff1 genové expresi, který je znakem aktivity ERα. 

V celém pokusu bylo použito 24 inbredních myší, v každé experimentální skupině 

byly analyzovány spermie získané z 16 cauda epididymis (celkem 8 jedinců).  Jedna skupina 

samců byla vystavena vybrané koncentraci 20 ng/ml 17β-estradiolu v období během puberty 

od 4. do 7. týdne věku (Pubertální skupina). Druhá skupina samců byla vystavena 

kontinuálnímu ovlivnění 17β-estradiolem (shodné koncentrace 20 ng/ml) v čase od narození 

do 12. týdne věku (Kontinuální skupina). Zároveň byla připravena kontrolní skupina samců, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23319664
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kteří nebyli vystaveni vlivu estrogenu. Této skupině bylo podáváno krmivo a voda bez 

přítomnosti estrogenů. Pro následné analýzy byly použity tkáně a spermie samců ve věku 12. 

týdnů, kdy všechna experimentální zvířata byla usmrcena. 

Spermie, používané pro detekci TyrP byly odebírány v průběhu kapacitace v časech 0; 

30; 60; 90 a 120 minut. Počet spermií pozitivních na TyrP byl vyšší oproti kontrolní skupině u 

obou experimentálních skupin. Největší rozdíl v míře TyrP oproti kontrolní skupině samců 

vykazovala Kontinuální skupina, u které byl naměřen statisticky největší rozdíl v hodnotách 

v porovnání s dalšími skupinami. Pubertální skupina vykazovala také vyšší míru TyrP oproti 

kontrolní skupině, nižší však oproti skupině Kontinuální. Nevyšších hodnot TyrP vykazovaly 

skupiny v čase 90 minut kapacitace. Rozdíl mezi experimentálními skupinami byl patrný již 

v minimálním čase inkubace spermií, v dalších časech inkubace se tento rozdíl nepatrně 

zvyšoval, trend nárůstu TyrP zůstává. Hodnoty TyrP byly detekovány pomocí SDS-PAGE 

elektroforézy a western blotu a chemiluminiscenční detekce. Výsledky ukazují rozdíly 

v proteinové detekci TyrP mezi kontrolní skupinou a experimentálními skupinami. Největší 

rozdíly vykazovala opět skupina Kontinuální s největším množstvím proteinů pozitivních na 

TyrP, a to zejména ve skupině proteinů molekulové hmotnosti od 45 kDa do 68 kDa. 

Kontrolní skupina vykazovala nejnižší množství detekovaných proteinů na TyrP. Detekce 

dosahovala nejvyšších hodnot v čase 90 a 120 minut, kdy kapacitace těchto spermií dosáhla 

maxima a byla ukončena.  

V průběhu kapacitace jsou aktivovány signální dráhy, které zahrnují, mezi jinými, 

zvýšení intracelulární koncentrace Ca
2+

. Ke stanovení míry TyrP, byl proto proveden další 

pokus, ve kterém spermie myši byly použity pro chlortetracyklinové (CTC) stanovení 

množství Ca
2+

  související s kapacitací během které dochází ke změnám hodnot intracelulární 

koncentrace těchto iontů. Z výsledků byl patrný podobný prokapacitační efekt stanovení CTC 

jako u detekce míry TyrP. Počet CTC značených spermií byl největší u Kontinuální skupiny, 

a to ne jen v porovnání s kontrolní skupinou, ale také s Pubertální skupinou. Počet spermií 

Pubertální skupiny vykazoval rozdíly také oproti kontrolní skupině, i když na rozdíl od 

Kontinuální skupiny nebyl tak vysoký.  

Dalším stanovením, které indikuje změny stavu kapacitace a také vliv estrogenu na 

probíhající kapacitaci, byla detekce na estrogenu závislé expresi Tff1genu. Zároveň byla 

stanovena míra koncentrace 17β-estradiolu v myším séru. Výsledky ukazují, že míra TyrP, 

hodnoty koncentrace 17β-estradiolu v séru i míra exprese Tff1genu vzájemně korelují. Rozdíl 

koncentrací estrogenu mezi kontrolní skupinou a Pubertální skupinou nebyl výrazně odlišný, 
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hodnoty Pubertální skupiny byly sice vyšší, avšak tento rozdíl nebyl statisticky významný. 

Statisticky rozdílné byly hodnoty koncentrací Kontinuální skupiny oproti ostatním skupinám. 

Míra exprese Tff1 genu vykazovala mezi skupinami rozdíly a korelovala také s množstvím 

spermií pozitivních na TyrP. Na druhou stranu nebyl zjištěn rozdíl v TyrP v hlavičkách 

spermií v testis a epididymis.  

Pro studie stavu kapacitace je často vybírán přírodní estrogen 17β-estradiol, jehož 

účinky byly zjišťovány také v této práci. Stimulační prokapacitační účinek tohoto estrogenu 

byl detekován in vitro také v nedávných studiích (Ded et al. 2010; Sebkova et al. 2012).  

Výsledky in vitro experimentů však nemusí vždy dokazovat naprosto shodný účinek in vivo. 

Z tohoto důvodu byl připraven tento experiment, ve kterém některé postupy jsou provedeny 

stejně (detekce TyrP), jako v in vitro pokusech.  Důležitý je také fakt, že kromě 

experimentálně použité koncentrace estrogenu v tomto pokusu jsou spermie vystaveny také 

shodným koncentracím estrogenu v rete testis i v reprodukčním traktu samice a může v tomto 

případě docházet k dalším ovlivněním a molekulárním změnám. Tato souvislost je patrná 

z výše zmíněných experimentů, kdy molekulární změny související s mírou TyrP a CTC 

korelují s hodnotami 17β-estradiolu v séru, podobná korelace hodnot byla detekovaná u Tff1 

exprese. Hodnoty TyrP jsou v maximálních časech inkubace nižší, než v předchozím čase, 

což ukazuje, že molekulární změny v průběhu kapacitace nejsou trvalé a pokud jsou spermie 

dále vystaveny pouze nižším hodnotám estrogenů, mohou se blížit hodnotám kontrolním. Přes 

to, že se hodnoty TyrP mezi kontrolní skupinou a Pubertální skupinou významně liší, hodnota 

17β-estradiolu v séru mezi těmito skupinami zůstává stejná.  Tento rozdíl je možné vysvětlit 

tím, že u Pubertální skupiny je hodnota estrogenu shodná, ale může přetrvávat její vyšší 

koncentrace v reprodukčním traktu a silněji tak ovlivnit proces kapacitace. Tuto teorii 

potvrzují hodnoty exprese genu Tff1 Pubertální skupiny. 

Jak ukazují výsledky této i nedávné práce (Sebkova et al. 2012), u spermií z cauda 

epididymis estrogeny ovlivňují procesy kapacitace vedoucí k TyrP. Hodnoty TyrP nebyly 

však v testis zvýšené, což ukazuje, že největším změnám podléhá právě příprava spermie 

k oplození a také možné další ovlivnění spermií v reprodukčním traktu včetně jejich 

zachycení v reservoáru.  Změny ve varlatech týkající se ovlivnění spermatogeneze však nelze 

vyloučit a může k nim docházet podobně, jako v nedávné studii Miyaso et al. 2012. Změny 

během kapacitace spermie vedoucí k hyperaktivaci tyrozinkináz vedou však ke snížení 

schopnosti projít indukovanou AR (Sebkova et al. 2012), mají proto vliv na další osud 

spermie a mohou vést až ke ztrátě schopnosti k oplození. Na druhé straně, detekce CTC 
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ukazuje, že tok Ca
2+

 do buňky není porušený, a že spermie je schopna projít AR. Pokud by 

efekt zvýšené TyrP nebyl trvalý, ale přechodný, spermie by byla schopna oplození. Otázkou 

zůstává, zda zvýšená koncentrace těchto iontů není předčasná a zda proto špatné načasování 

procesů vedoucích k přípravě na oplození nemá na schopnost tohoto oplození negativní vliv. 

Proces zrání spermií i kapacitace není u celé populace spermií synchronní, a proto estrogenní 

hormony mohou pravděpodobně  nerovnoměrně ovlivňovat schopnost přípravy spermie 

k oplození.  

Estrogeny a látky s estrogenní aktivitou ovlivňují více či méně reprodukční parametry 

spermií. Je však potřeba se na tuto problematiku také podívat komplexně. V životním 

prostředí se zvyšuje výskyt látek, které mají negativní vliv na organismy i na jejich 

reprodukční schopnost.  I kdyby každá tato látka měla nízký negativní dopad, jejich vysoký 

počet představuje pro organizmy značnou zátěž a současně riziko snížení jejich plodnosti. 

Jednou z těchto látek je 17β-estradiol, který představuje negativní vliv na reprodukční 

schopnost spermie, a to zejména prokapacitačním účinkem, předčasným zvýšením TyrP a 

intracelulární koncentrace vápenatých iontů. 
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Progress of sperm Izumo 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 transmembránový protein, který je lokalizován na akrozomální 

membráně hlavičky spermie (Inoue et al. 2005). Během procesu AR je z této membrány 

relokalizován pomocí aktinového cytoskeletu do celé oblasti hlavičky spermie (Sosnik et al. 

2009). Tato relokalizace je nezbytná pro proces oplození (Inoue et al. 2011).  

Cílem této práce bylo zjistit, zda k relokalizaci Izumo dochází během fyziologické 

spontánní AR i myší, či zda k této relokalizaci dochází pouze během indukované AR, u které 

byla dosud detekovaná. Práce ukazuje, jak vypadá časová závislost této relokalizace 

v průběhu kapacitace spermií a její vztah k promiskuitnímu chování myší. 

V tomto pokusu byly použity spermie myšice malooké (Apodemus microps), která se 

vyznačuje fakultativně promiskuitním chováním (40%), (Bryja & Stopka 2005) a myšice 

křovinné (Apodemus sylvaticus) s vysoce promiskuitním chováním (100%), (Bryja et al. 

2008). Oba tyto druhy se vyznačují vysokou mírou spontánní AR v porovnání s laboratorním 

kmenem myši BALB/c (Johnson et al. 2007), který byl použit jako kontrola. Časový průběh 

změny lokalizace Izumo byl sledován v jednotlivých časech inkubace spermií v kapacitačním 

médiu (0; 5; 10; 20; 40; 60; 80 a 90 minut). Pro sledování stavu akrozómu, bylo použito jeho 

značení PNA lektinem. V průběhu pokusu byly hodnoceny spermie, které procházely 

jednotlivými stádii lokalizace Izumo. 

Výsledky pokusů ukazují, že k relokalizaci proteinu Izumo dochází během spontánní 

AR srovnatelně s AR indukovanou. Před AR zůstává Izumo zakotven v akrozomální 

membráně. V průběhu a po uskutečnění AR je Izumo postupně relokalizován z oblasti 

akrozomální membrány přes celou oblast ekvatoriálního segmentu (WES) do oblasti post-

akrozomálního regionu a v této finální fázi relokaloizace se Izumo dostává do celé oblasti 

hlavičky spermie (WSH).  

Pokud byly spermie ponechány volně inkubovat v kapacitačním médiu, první známky 

počátku Izumo relokalizace do oblasti apikálního ekvatoriálního segmentu (AES) byly u 

spermií myší rodu Apodemus detekovány až o 20-30 minut dříve než u BALB/c. V tomto čase 

bylo občas PNA ještě detekováno, i když často se známkami slabšího rozdisociovaného 

barvení, značící průběh AR.  Do oblasti WES se Izumo dostalo shodně u BALB/c i A. 
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microps, pouze u A. sylvaticus byla relokalizace rychlejší. Finální průběh Izumo relokalizace, 

jeho přesun až do postakrozomálního segmentu a tedy do celé oblasti hlavičky spermie byl u 

A. sylvaticus detekován dříve než u ostatních druhů. Z výsledků je patrné, že u spermií 

promiskuitních myší rodu Apodemus dochází k mnohem rychlejšímu nástupu procesu 

relokalizace Izumo než u kontrolního kmene BALB/c. Konečný proces relokalizace však 

nevykazuje velké časové rozdíly. 

Průchodem přes samičí reprodukční trakt jsou spermie vystaveny působením látek 

(estrogenů, progesteronu, Ca
2+

), které ovlivňují jejich kapacitační procesy.  K dalším změnám 

dochází během průchodu spermií přes kumulární buňky vajíčka, kde jsou spermie vystaveny 

působením progesteronu, který kumulární buňky vylučují (Therien & Manjunath  2003) a 

který zde iniciuje jejich AR (Jin et al. 2011). Během provádění experimentů se může stát, že 

dojde k oddělení procesů, které nejsou v přirozeném fyziologickém prostředí odděleny, jako 

jsou spontánní a indukovaná AR. Oba tyto děje mohou ve spermii probíhat současně, ale také 

odděleně.   

Z tohoto důvodu byly v průběhu pokusu spermie postupně vystavovány také 

induktorům AR, CaI a progesteronu. Také v tomto pokusu byly hodnoceny ty spermie, které 

nejdříve procházely relokalizací Izumo do stanovených oblastí hlavičky spermie. Pokusy 

ukázaly, že spermie BALB/c, A. microps i A. sylvaticus, které byly ovlivněny CaI v průběhu 

in vitro inkubace, vykazovaly shodný průběh relokalizace Izumo do všech částí hlavičky 

spermie jako ty spermie, které procházely spontánní AR bez jejich dalšího ovlivnění, 

s výjimkou spermií A. microps, do WSH se Izumo dostalo o dříve než u spontánní AR. 

Změny nastaly až během inkubace spermií v přítomnosti progesteronu. U spermií všech druhů 

myší bylo Izumo relokalizováno do všech oblastí hlavičky spermie výrazně rychleji, než 

během spontánní AR. Časy relokalizace se lišily s mírou promiskuity, spermie A. sylvaticus 

vykazovaly nejrychlejší postup relokalizace. 

Progesteron tak výrazně urychlil relokalizaci Izumo proteinu do oblastí hlavičky 

spermie, ve kterých dochází k fúzi spermie s vajíčkem (Inoue et al. 2005).  Přítomnost CaI 

nemá téměř žádný výrazný vliv na relokalizaci proteinu Izumo, zatímco progesteron 

podporuje relokalizaci Izumo u všech zástupců, nejsilněji u A. sylvaticus. Data počtu spermií 

procházejících jednotlivými fázemi Izumo relokalizace byla statisticky hodnocena. 

V průběhu pokusu byla v každém čase inkubace sledována heterogenita celé populace 

spermií. Pro statistické hodnocení bylo u spermií BALB/c myši detekováno 6 různých vzorů 

PNA a Izumo barvení, které bylo během inkubace pozorováno. Kromě výše popsaných stadií 
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relokalizace Izumo, bylo statisticky hodnoceno také zastoupení spermií, u kterých bylo 

pozorováno společné barvení Izumo a PNA v oblasti akrozómu, pouze detekce PNA, spermie 

po AR bez Izumo relokalizace, Izumo s relokalizací do oblasti AES s dosud detekovaným 

PNA, či spermie neobarvené. V každém čase inkubace spermií tvořily spermie s PNA/Izumo 

detekcí v oblasti akrozómu a spermie, u kterých docházelo k relokalizaci Izumo, většinu ze 

všech zastoupených vzorů. Ze všech spermií, které prošly AR, spermie procházející 

relokalizací Izumo tvořily majoritní skupinu. 

Z výsledků postupu relokalizace Izumo vyplývá, že u spermií vysoce promiskuitních 

druhů myší dochází k relokalizaci do oblasti ekvatoriálního segmentu (oblast fúze spermie 

s oolemou vajíčka) po velmi krátké době inkubace. Otázkou zůstává, zda tyto spermie po 

spontánní AR, prošly před touto relokalizací také kompletním a tedy i rychlejším procesem 

kapacitace, anebo pouze částečným procesem kapacitace, který je dostatečný pro uskutečnění 

relokalizace Izumo a vede ke schopnosti k oplození. Vysokou míru spontánní AR vykazují 

zástupci rodu Apodemus, kde dosahuje hodnot více než 50% (Moore et al. 2002; Johnson et 

al. 2007; Clift et al. 2009). Není však známé, zda tyto spermie, i když se vyskytují ve 

vysokém procentu u těchto myší, procházejí procesem kapacitace a jsou schopny oplození. U 

spermií myší rodu Apodemus nedochází k translaci CD46, díky tomu vykazují nízkou 

akrozomální stabilitu, a na druhé straně vysokou míru plodnosti. Míra spontánní AR stoupá 

s mírou promiskuity (Johnson et al. 2007), a jak vyplývá z výsledků pokusů, také rychlost 

Izumo relokalizace stoupá s mírou promiskuity. Procesy molekulárních změn, ke kterým 

dochází před oplozením tak začínají u promiskuitních druhů mnohem dříve. Spermie těchto 

zástupců procházejí relokalizací o 20 až 30 minut dříve než u BALB/c. To by mohlo 

představovat určitou selektivní výhodu pro spermie samců během vnitrodruhové kompetice 

spermií. Čas, který je potřebný pro kompletní proces relokalizace je rychlejší pouze u vysoce 

promiskuitního druhu A. sylvaticus, ve srovnání s fakultativně promiskuitním druhem A. 

microps a kontrolním kmenem BALB/c. Velké rozdíly vykazuje Izumo relokalizace 

v počátečních časech, avšak časové rozdíly kompletního procesu relokalizace nejsou mezi 

druhy tak výrazné a závisí pravděpodobně na mnoha faktorech, kdy není vyloučena také 

možnost postupného dokončení kapacitace. 

Tyto pokusy dokázaly, že u spermií procházející spontánní AR dochází k relokalizaci 

Izumo do oblastí fúze spermie s vajíčkem. Počátek relokalizace byl detekován v některých 

případech ještě s přítomností značeného PNA, avšak počátek AR nelze u tohoto značení 

akrozómu přesně detekovat. Spermie s EGFP (posílený zelený fluorescenční protein) 
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značeným akrozinem ukazuje ztrátu signálu ihned po iniciaci AR, zatímco značený akrozóm 

PNA lektinem nevykazuje v tomto čase ještě žádné změny (Jin et al. 2011). 

Aby byla spermie schopná oplodnit vajíčko, musí dojít také k molekulárním změnám 

v bičíku spermie, vedoucí k progresivní motilitě tzv. hyperaktivaci (Urner et al. 2001), která 

je nezbytná pro průchod spermie kumulárními buňkami, ZP a fúzi s oolemou vajíčka.  

Znakem hyperaktivace je zvýšená míra TyrP v bičíku spermie. Z tohoto důvodu bylo u výše 

zmíněných spermií také sledováno fluorescenční značení bičíku TyrP, pro detekci spontánní 

AR byl akrozóm opět značen pomocí PNA lektinu. Znakem kapacitace a hyperaktivace 

spermie byl stanoven signál TyrP v oblasti střední části (mid-piece) bičíku spermie (Urner et 

al. 2001). Během inkubace spermií bylo detekováno určité procento morfologicky 

neporušených spermií, které vykazovaly pozitivní signál TyrP bičíku spermie a zároveň 

proběhlou AR. Tato data pozitivně korelují s počtem spermií, které u těchto druhů myší 

procházejí spontánní AR. Tyto výsledky odráží skutečnost, že spermie, které procházejí 

spontánní AR, vykazují rovněž hyperaktivaci, znak typický pro dokončení kapacitace spermií. 

Z tohoto důvodu spermie, procházející rychlejším procesem relokalizace Izumo, procházejí 

pravděpodobně také rychlejším procesem kapacitace. Spermie po spontánní AR s relokalizací 

proteinu Izumo do oblastí fúze spermie s oolemou vajíčka, se zdají mít stejný fertilizační 

potenciál, jako spermie, které procházejí kumulárními buňkami či ZP indukovanou AR.   

Mechanizmus spontánní AR není zcela objasněn. Otázkou zůstává, zda tyto spermie 

mají schopnost projít přes ZP a oplodnit vajíčko. Nedávno bylo prokázáno, že spermie myši, 

které projdou ZP indukovanou AR, jsou schopné projít opět přes ZP a oplodnit vajíčko (Inoue 

et al. 2011). Skupina Jin et al. 2011 ukázala, že spermie prochází ZP velice krátkou dobu na 

to, aby zde mohla probíhat ZP indukovaná AR, a že spermie myši iniciuje AR již během 

průchodu přes vrstvu kumulárních buněk. Jak se uvádí v práci (Jin et al. 2011) AR u myších 

spemií může být iniciována ZP, ale je to spíše výjimka než pravidlo. Pokud spermie po AR je 

schopna projít ZP, potom spermie po spontánní AR, u které proběhne relokalizace Izumo do 

fúzních oblastí hlavičky spermie, má časovou výhodu v procesu oplození oproti ostatním 

spermiím. U zástupců rodu Apodemus vysoká míra spontánní AR tak může představovat 

velkou konkurenční výhodu. 
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4  Závěr 

 

• Lokalizace aktinového cytoskeletu nevykazovala výrazné rozdíly mezi spermiemi lidskými, 

potkana, křečka a veverky, a před AR byl detekován nejsilnější signál v oblasti akrozómu  

• Po AR došlo ke snížení množství aktinu v oblasti akrozómu, naopak ke  zvýšení signálu 

došlo v oblasti ekvatoriálního segmentu 

• Spektrin byl u spermií potkana, křečka a veverky detekován před AR nejsilněji v oblasti 

akrozómu, lidské spermie zde vykazovaly negativní signál. 

• Po AR ani u jednoho zástupce spermií nebyl spektrin v oblasti akrozómu lokalizován, 

nacházel se pouze v ekvatoriální a postakrozomální oblasti 

• Detekce α-tubulinu ukázala největší rozdíly mezi spermiemi jednotlivých zástupců před i 

po AR  

• Akrozomální oblast byla pozitivní na α-tubulin před AR pouze u křečka a veverky, po AR 

byl α-tubulin lokalizován zejména do oblasti postakrozomálního segmentu  

• Cytoskelet v hlavičce spermie plní převážně funkci během AR a procesu oplození a 

nepodílí se pouze výhradně na udržování specifického tvaru hlavičky spermie 

 

 

• Estrogeny stimulují prokapacitační efekt myších spermií in vitro  

• Počet spermií, jejichž proteiny mají pozitivní TyrP v hlavičce spermie, stejně jako celková 

TyrP, byly v porovnání s kontrolou vyšší 

• Estrogeny výrazně stimulují proces kapacitace v závislosti na jejich koncentraci  

• Estrogeny snižují počet spermií procházející akrozomální reakcí, která byla indukovaná CaI 

• Rychlejší proces kapacitace s ohledem na vyšší TyrP detekované v hlavičkách spermií, 

vede k snížení počtu spermií, které procházejí CaI indukovanou AR  

• Rostoucí koncentrace estrogenů v přírodním prostředí může ovlivňovat či měnit 

mechanizmy přispívající ke schopnosti spermie oplodnit vajíčko 

• U myších spermií získaných z cauda epididymis byl detekován estrogenní receptor β 

• Estrogeny mohou plnit úlohu specifické selekční bariéry uvnitř organizmu, kde inhibiční 

efekt estrogenů na indukovanou AR může mít fyziologický význam 

• Estrogeny mohou představovat jeden z mnoha mechanizmů samice, který slouží k výběru 

nejlepší spermie pro vlastní oplození 
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• In vivo vystavení spermií 17β-estradiolu vede k předčasnému rychlejšímu procesu 

kapacitace myších spermií získaných z cauda epididymis, s dalším možným negativním 

dopadem na způsobilost spermie k oplození v samčím reprodukčním traktu  

• 17β-estradiol vede ke zvýšení TyrP proteinů v hlavičce myších spermií a také k 

předčasnému přílivu vápenatých iontů do cytoplazmy spermie 

• Naměřené hodnoty 17β-estradiolu v krevním séru myši korelují s mírou TyrP a také 

s mírou exprese genu Tff1 in vivo 

• Naměřené hodnoty míry TyrP, CTC i exprese genu Tff1 ukázaly, že nevětší rozdíly 

vykazovala skupina myší vystavená působení 17β-estradiolu kontinuálně od narození do 

doby pohlavní zralosti  

• Výsledky pokusů in vivo ovlivnění TyrP spermií 17β-estradiolem korelují s podobnými 

pokusy provedenými in vitro  

• In vivo vystavení myších spermií 17β-estradiolu může vést ke snížené schopnosti těchto 

spermií k oplození 

 

 

• V průběhu procesu kapacitace spermií dochází k postupné relokalizaci proteinu Izumo 

z akrozomální membrány přes ekvatoriální segment směrem k postakrozomálnímu regionu 

hlavičky spermie 

• K procesu relokalizace Izumo proteinu dochází u spermií procházejících spontánní AR 

• První známky Izumo relokalizace do oblasti apikálního ekvatoriálního segmentu byly u A. 

microps a A. sylvaticus rychlejší než u kontrolního kmene BALB/c 

• Celkový čas potřebný pro kompletní proces relokalizace IZUMO byl kratší pouze u vysoce 

promiskuitního druhu A. sylvaticus 

• Rozdíl mezi druhy myších spermií v kompletním procesu relokalizace Izumo není příliš 

odlišný, může však záviset na čase, který je potřebný spíše pro dokončení procesu 

kapacitace než AR 

• U volně žijících druhů rodu Apodemus čas relokalizace Izumo pozitivně koreluje s mírou 

jejich promiskuity a negativně se stabilitou jejich akrozómu 

• Nebyl pozorován výrazný rozdíl mezi relokalizací Izumo během spontánní AR a CaI 

indukované AR 

• Relokalizace Izumo u myších spermií byla urychlena během indukce AR progesteronem 
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• Spermie, které prochází spontánní AR, mají stejný fertilizační potenciál jako spermie po 

indukované AR 

• Spontánní AR může představovat unikátní mechanizmus urychlení procesu oplození ve 

vysoce promiskuitním prostředí 

 

5  Souhrnná diskuse 

 

K úspěšně proběhlé AR spermie vede mnoho kroků. AR předchází složitý průběh 

procesu kapacitace, zahrnující aktivaci signálních drah zajišťující aktivaci a deaktivaci 

proteinů pomocí fosforylace. Tyto kaskády zahrnují odstranění cholesterolu z plazmatické 

membrány spermie, zvýšení membránové permeability a fluidity, změny intracelulární 

koncentrace iontů, hyperpolarizaci plazmatické membrány, zvýšenou aktivitu proteinkináz a v 

neposlední řadě zvýšení tyrozinové fosforylace. Během cesty spermie reprodukčním traktem 

samice je spermie ovlivněna extracelulárními faktory, jako je například albumin, vápenaté 

ionty i steroidní hormony, ovlivňující signální procesy vedoucí ke kapacitaci a remodelující 

povrch spermie nezbytný pro proces oplození (Jones  1989; Jimenez-Gonzalez et al. 2006).  

Významnou roli během kapacitace a pro uskutečnění AR hraje aktinový cytoskelet. 

Role cytoskeletu v hlavičce spermie není dosud zcela známá. Nejprostudovanější je role 

aktinu, který se nachází zejména v apikální oblasti akrozómu, v oblasti ekvatoriálního 

segmentu i postakrozomálního regionu. Míra polymerace aktinu koreluje s kapacitací spermie 

různých druhů savců. Před a po AR dochází k procesům remodelace aktinového cytoskeletu. 

V průběhu procesu kapacitace, před aktivací AR, dochází k polymeraci aktinového 

cytoskeletu v apikální oblasti akrozómu, která je regulovaná signálními drahami vedoucí 

k aktivaci tyrozinkináz a dále k aktivitě PLD. Zde byl také při studiu cytoskeletu aktin 

nejsilněji detekován. Pro uskutečnění AR musí dojít v oblasti mezi plazmatickou membránou 

a vnější akrozomální membránou k depolymeraci aktinu (Breitbart et al. 2005; Sosnik et al. 

2010). V tomto čase iniciace, v průběhu a dále po AR je aktinový cytoskelet nezbytný pro 

relokalizaci zejména fúzního proteinu Izumo do ekvatoriální a postakrozomální oblasti 

hlavičky spermie. Fluorescenční detekce aktinu skutečně dokázala, že po AR je aktin silněji 

lokalizován v těchto oblastech hlavičky spermie. Tyto výsledky korelují s nedávnými 

studiemi relokalizace Izumo, které dokazují její závislost na aktinovém cytoskeletu (Sosnik et 

al. 2009). Relokalizace Izumo je zároveň závislá na správném průběhu signálních drah 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jones%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2697831
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vedoucích k TyrP a tím pravděpodobně i k aktivní Tssk kináze, která hraje roli v regulaci 

aktinového cytoskeletu a na něm závislé změně lokalizace proteinu Izumo (Sosnik et al. 

2009).  Cesta k vedoucí aktivaci Tssk však není dosud definovaná. 

Změna lokalizace fúzogenního proteinu Izumo před a po AR byla již popsána 

v několika nedávných publikacích (Inoue et al, 2005; Marcello and Evans 2010; Sosnik et al. 

2010; Miranda et al. 2009; Ellerman et al. 2009), dosud však nebyl znám podrobný postup 

této relokalizace v průběhu celého procesu kapacitace spermie. Protože však není možné 

označovat stav spermie pouze dvěma oddělenými stavy před a po AR, cílem našeho výzkumu 

bylo detekovat časové rozvržení změny v lokalizaci proteinu Izumo, a také to, zda k této 

relokalizaci dochází u těch spermií, které procházejí spontánní AR. Z výsledků studia spermií 

procházející spontánní AR vyplývá, že se nejedná o děj náhlý, aktivovaný těsně před AR, ale 

že dochází k časově postupné relokalizaci Izumo v průběhu celého procesu kapacitace 

spermie a následné AR z oblasti akrozomální membrány do místa fúze spermie s vajíčkem. 

Ve finálním procesu relokalizace je Izumo detekováno v celé oblasti hlavičky spermie. 

Vzhledem k tomu, že je změna lokalizace Izumo do těchto oblastí nezbytná pro fúzi spermie 

s oolemou vajíčka (Inoue et al. 2011) možnost, že by u spermie procházející spontánní AR 

docházelo ke stejné relokalizaci Izumo do těchto oblastí hlavičky spermie by znamenala, že i 

tyto spermie by měly být schopny oplození.   

Spermie procházejí spontánní AR v době průběhu kapacitace, kdy spermie uvolňuje 

obsah akrozómu a otevírá se vnitřní akrozomální membrána a to dříve, než spermie dosáhne k 

oocytu. Otázkou zůstává, zda tyto spermie prošly kompletním procesem kapacitace či nikoli. 

Tyto spermie byly vždy považovány za neschopné projít ZP a tedy i oplodnit oocyt. 

Pozornost výzkumu se v nedávné době věnovala zejména procesu AR, vazby spermie k ZP a 

schopnost spermie fúzovat s oolemou vajíčka. Nedávné pokusy ukázaly, že u myších spermií, 

které projdou reprodukčním traktem samice, není AR iniciována vazbou k ZP, ale že tato 

iniciace probíhá již mnohem dříve a to při průchodu kumulárními buňkami (Jin et al. 2011; 

Inoue et al. 2011). Na povrchu těchto spermií byl detekován zbytek akrosinu, který 

pravděpodobně může být dostatečný pro následný průchod přes ZP. Vše podporuje fakt, že 

tyto spermie nejsou na ZP vázány před penetrací dlouhou dobu (Jin et al. 2011). Pokud 

spermie prošlé AR ještě před vazbou na ZP mohou oplodnit oocyt, mohou i spermie po 

spontánní AR být schopny oplození. Jedna z podmínek však je relokalizace Izumo do fúzních 

oblastí hlavičky spermie. Ukázalo se, že u spermií rodu Apodemus procházející vysokou 

mírou spontánní AR dochází k urychlení procesu relokalizace Izumo zejména v počátečních 
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fázích relokalizace a tato je ještě urychlena progesteronem, který je produkován kumulárními 

buňkami. Otázkou zůstává, zda spermie, která projde rychlejším procesem relokalizace Izumo 

do fúzních oblastí, je připravena na oplození. Tyto spermie buď procházejí rychlejším 

procesem kapacitace nebo nezbytné děje důležité pro proces oplození jsou dokončovány po 

AR, v průběhu pokračující relokalizace Izumo. Je možné, že spermie mohou kapacitační 

procesy iniciovat dříve v reprodukčním traktu samice a uvolněním akrozómu před dosažením 

oocytu může být spuštěna relokalizace již plně kapacitované spermie. Součástí procesu 

kapacitace je také příprava spermie na AR, zahrnující celou řadu signálních dějů, které jsou 

aktivovány před i v průběhu AR. Je možné, že spermie po spontánní AR nemusí procházet 

přípravou na AR, proces kapacitace může tak být zkrácený. Z tohoto důvodu zrychlení 

procesu relokalizace Izumo může znamenat, že tyto spermie jsou plně připravené pro proces 

oplození. Typickým znakem dokazujícím, že spermie prošla kapacitací je aktivace 

tyrozinkináz vedoucí k TyrP jejíž nárůst byl skutečně detekován u spermií, které prošly 

spontánní AR. 

Estrogeny nejsou produkovány pouze u samic, ale také u samců, kde mohou zde 

ovlivňovat reprodukční parametry zejména jejich vazbou na ER (Aquila et al. 2004). ERβ byl 

poprvé detekován na povrchu myších spermií a předpokládá se jeho role při aktivaci rychlých 

negenomových signálních drah vedoucích k přípravě spermie na oplození. Důležitým 

indikátorem průběhu těchto signálních drah je TyrP (Visconti et al. 2002). Během in vitro i in 

vivo ovlivnění spermií estrogeny, byla detekována zvýšená míra TyrP, která u in vitro pokusů 

vede ke snížení počtu spermií, které procházely AR. Studium estrogenů ukázalo, že 17β-

estradiol, estrone, estriol i 17α-ethynylestradiol stimulují kapacitační procesy spermií z cauda 

epididymis v závislosti na jejich koncentraci. Odlišnou sílu jejich účinku je možné vysvětlit 

aktivací různých receptorů a různých signálních drah vedoucích k reprodukční schopnosti 

spermie. Podobné prokapacitační účinky 17β-estradiolu byly prokázány ve studiích in vitro. 

Prokapacitační efekt vykazovaly hodnoty ne jen TyrP, ale také dalších znaků procesu 

kapacitace, koncentrace vápenatých iontů, hladiny estrogenu v séru i exprese na estrogenu 

závislém genu Tff1. In vitro vliv estrogenů na děje vedoucí k AR dokonce snížilo 

v počátečních časech inkubace počet spermií procházející AR pod hodnotu počtu spermií 

prošlých spontánní AR. Pokud signální dráhy vedoucí k TyrP ovlivňují remodelaci 

aktinového cytoskeletu a tím také průběh AR, může docházet také k ovlivnění relokalizace 

Izumo a tím schopnost spermie k oplození.  Pokud by k relokalizaci Izumo docházelo ještě 

před iniciací AR, bylo by toto ovlivnění možné. I když v práci byla v některých případech při 
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počátku relokalizace Izumo ještě detekována oblast akrozómu pomocí PNA, k iniciaci 

relokalizace dochází až během spuštění AR (Satouh et al. 2012). Zvýšením TyrP je časově 

posouván pouze průběh AR a tedy pravděpodobně i počátek relokalizace Izumo.  

Z výsledků je patrné, že přesné načasování dějů vedoucích ke kapacitaci a AR je pro 

úspěšnost oplození velice důležitý. Z velké populace spermií pouze malé procento projde 

reprodukčním traktem až k vajíčku, pouze jedna spermie vajíčko úspěšně oplodní. Předčasná 

kapacitace, špatné načasování AR a na ní závislé relokalizace fúzogenního proteinu Izumo 

vlivem působení endogenních disruptorů v přírodním prostředí tato procenta výrazně snižují.  

Působením látek s estrogenní aktivitou v závislosti na jejich koncentraci dochází k ovlivnění 

těchto dějů vedoucí ke snížení plodnosti organizmů. AR, která není indukovaná ZP nebo 

kumulárními buňkami, se nazývá spontánní. Je však nutné oddělovat jednotlivé typy AR? Je 

pravděpodobné, že u myši je proces spontánní AR fyziologický děj, aktivovaný dosud 

neznámým induktorem jak extracelulárním tak intracelulárním. Je známo, že ne všechny 

spermie procházejí kapacitací ve shodnou dobu. Lze tedy spekulovat, že spontánní AR může 

být spuštěna u spermií, které dříve dokončily proces kapacitace a mohou tedy i dříve uvolnit 

obsah akrozómu. Detailní odpovědi přinese až další výzkum, avšak lze předpokládat, že 

spermie po spontánní AR jsou schopny oplození, a tyto spermie mohou představovat populaci 

spermií schopnou rychlejšího oplození v případě silné vnitrodruhové kompetice. 

Tato disertační práce se věnuje aktuálním procesům vedoucí k oplození a sleduje 

mechanizmy možných molekulárních změn v souvislosti se zhoršujícím se životním 

prostředím. Proces kapacitace spermií v reprodukčním traktu samice je děj zásadní pro 

oplození a jak dokládá i tato práce, signální dráhy vedoucí k úspěšné přípravě spermie na 

oplození mohou být změnou přírodních podmínek snadno ovlivněny a vedou ke snížení 

reprodukční schopnosti organizmů. Molekulární mechanizmy související s procesem 

kapacitace, AR a oplození jsou podrobně mapovány, avšak jak dokládá nedávná práce Inoue 

et al. 2011 zabývající se průběhem AR u myší, je stále mnoho nezodpovězených otázek a 

nové výsledky mohou překvapit. Klíčovým krokem vedoucí k oplození je také interakce 

spermie s vajíčkem, která umožňuje fúzi dvou gamet a vytvoření zygoty. Mechanizmus vazby 

a fúze spermie s vajíčkem není však dosud ještě plně objasněn. Pokrok v této oblasti 

reprodukční biologie pomáhá a je každým krokem blíže k rozpoznání a léčbě vzrůstající 

neplodnosti, diagnostice a uvědomění si nebezpečí znečišťování životního prostředí pro 

reprodukci nejen člověka. 
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