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Abstrakt

Kapacitace a akrosomalni reakce jsou duleZitou sou€asti procesu, kterymi spermie musi projit,
aby byly schopny oplodnit vaji¢ko. B&éhem migrace Zenskym reprodukénim traktem spermie
podstupuji fadu regulovanych biochemickych a membranovych zmén oznadovanych jako
kapacitace. Tyto zmé&ny jsou nezbytné pro ziskani vlastnosti dovolujicich spermiim dosahnout
mista oplozeni, vazbu na zona pellucida, podstoupeni akrosomaélni reakce, proniknuti
vajeCnymi obaly a fizi s vajiCkem. Akrosomalni reakce je exocytosa akrosomalniho obsahu,

kteréa nastava po fyziologickych a farmakologickych stimulacich.

Nejhojnéj$im estrogenem u lidi je 17B-estradiol. Tento steroidni hormon ma vliv jak na
kapacitaci, tak na akrosomalni reakci lidskych ejakulovanych spermii. Vazba 178-estradiolu
na membranovy negenomovy receptor vyvolava rychlé odpovédi jako je zvySeni

intracelularni koncentrace vapniku a inhibice progesteronovych vliva.

Za poslednich 50 let v lidské populaci doslo k naristu neplodnosti. Pokles mnoZstvi spermii a
vzrist poSkozeni muZského reprodukéniho traktu je spojovdn mimo jiné s vystavenim

ptirodnim estrogentim.

Protoze lidé a zvifata jsou vystaveni znaénému mnoZzstvi xenobiotik, dalsi studium téchto

latek je nezbytné pro stanoveni rizik, detekce a legislativnim opatfenim.

Cilem této prace je shrnout znamé vlivy estrogend na kapacitaci a akrosomalni reakci savéich

spermii.

Kli¢ova slova: kapacitace, akrosomalni reakce, 17-B estradiol, endokrinni disruptory



Abstract

Both capacitation and acrosome reaction are essential for successful egg fertilization. During
sperm migration through the female genital tract, spermatozoa undergo a series of controlled
biochemical and membranous changes, globally termed capacitation that enables them to
reach and bind to zona pellucida, undergo the acrosome reaction, penetrate the egg vestments
and, finally, fuse with the oocyte. In response to physiological or pharmacological stimuli,
sperm undergo calcium-dependent exocytosis termed the acrosome reaction, which is an

absolute prerequisite for fertilization.

The most potent and dominant estrogen in humans is 17B-estradiol. This steroid estrogen is
able to influence both capacitation and acrosome reaction in human ejaculated spermatozoa.
A nongenomic receptor for estradiol present on sperm plasma membrane mediates the rapid
effects exerted by this hormone on sperm intracellular calcium concentration as well as on the
biological response to progesterone. In particular, 17p-estradiol shows an inhibitory effect on

progesterone mediated calcium influx and acrosome reaction.

In the last 50 years a significant decrease in human fertility has been observed. The decline in
sperm count and increase in disorders of the male reproductive tract may be due to exposure

to environmental estrogens (endocrine disruptors).

Since exposure to multiple xenobiotics is likely to occur in animals and humans, further

investigation is needed to determine risk, detection and legislative steps.

The object of this study is to summarize the influence of estrogens on mammalian sperm

capacitation and acrosome reaction.

Key words: capacitation, acrosom reaction, 17-p estradiol, endocrine disruptors
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1. Uvod

Oplozeni je jedineCny proces, kdy dochazi ke splynuti pohlavnich bunék dvou jedinci téhoz
druhu za vzniku nového organismu. Ne viechny faze tohoto procesu a faktory, které ho

ovlivilyji, jsou zcela znamy.

Spermie vznikaji ve varlatech saméiho organismu procesem zvanym spermatogeneze, kdy

z jedné diploidni spermatogonie vznikaji meiotickym délenim 4 haploidni spermie. Nicméng&
takové spermie jes$t€ nejsou schopné oplozeni. Musi projit fadou regulovanych déji, jako je
epididymalni maturace a kapacitace, b&hem nichz spermie ziskavaji vlastnosti nezbytné pro
uspéiné oplozeni vajicka. Zralé spermie jsou skladovany v cauda epididymis a po ejakulaci
putuji z vaginy skrz délozni hrdlo a délohu smérem k vaji¢ku, se kterym se setkavaji v ampule
vejcovodu. Po dosaZeni vaji¢ka dochazi k primarni vazbé spermie na vaji¢ko prostiednictvim
interakci mezi povrchovymi proteiny spermie a zona pellucida vaji¢ka (Yanagimachi, 1994).
Nasleduje akrosomalni reakce, ktera umoziiuje sekundarni vazbu spermie na vaji¢ko pomoci

intraakrosomaélnich proteinti, a oplozeni.

Nedavno provedené studie prokazaly, Ze vice nez 15% populace ma problémy v oblasti
reprodukce, pfi¢emz muzi jsou pfi¢inou neplodnosti u vice nez 40% problémovych pari
(WHO, 1998). Za né€kolik poslednich desetileti se vyrazné snizila kvalita spermatu. Dfive byl
za normospermika povaZovan muz s 50 miliony spermii/ml a 50% morfologicky normalnimi
spermiemi. Dnes je normospermik definovan 20 miliony spermii/ml a 30% morfologicky
normalnimi spermiemi (P&knicova J., ustni sdé€leni). Pfedpoklada se, Ze tento pokles by mohl

mit souvislost kromé jiného i s estrogennim vystavenim v prostiedi.

Soubor nepfiznivych trendd muZské reprodukce byl pojmenovan jako “testicular dysgenesis
syndrom” (TDS) (Boisen et al., 2001). TDS muiZze byt zptisoben jak genetickymi, tak

neptiznivymi faktory Zivotniho prosttedi, nebo kombinaci obojiho.

V soucasné dobé v mnoha svétovych laboratofich probiha vyzkum riznych polutantt na

organismy savcl (model potkan, mys), nebo na vybrané buiiky (linie bunék i spermie).



2. Kapacitace, akrosomalni reakce
Kapacitace a akrosomalni reakce jsou déje duleZité pro usp&sné oplozeni vajicka.
2.1 Kapacitace

Ejakulované spermie musi byt ur¢itou dobu v sami¢im reprodukénim traktu, kde prodélavaji
fadu biochemickych a biofyzikalnich zmé&n oznaovanych jako kapacitaéni proces. Prvni, kdo
v roce 1951 dolozil potfebu kapacitace pro Uspé$né oplozeni vajicka, byli nezavisle na sobé&
Chang a Austin (1984). Dodnes v8ak nejsou zcela znamy jeji molekularni mechanismy.
Rychlost kapacitace je dana kvalitou spermatu, hormonalnim stavem samice a je druhové
zavisla.

Proces kapacitace je spojovan pifedevS§im se zvySenim tyrosinové fosforylace proteint
spermie, zvySenim intracelularni koncentrace vapniku, sodiku a bikarbonatu a naopak
snizenim intracelularni koncentrace chloridovych a zine¢natych ionti (Baldi, 1996). In vitro
studie na myS$ich spermatickych burikach prokazaly stimula¢ni vliv vapniku a bikarbonatu na
adenyl cyklazu (AC) (Baldi et al., 1996). Aktivovana AC generuje c-AMP, ktery aktivuje
c-AMP dependentni kindazu (PKA). PKA fosforyluje tyrosin kindzu (TK) na serinovych a
threoninovych zbytcich. Fosforylovana TK je aktivni a fosforyluje dalsi proteiny na
tyrosinovych zbytcich (Rajesh, 1996).

Béhem kapacitace rovnéz dochazi ke zménam ve sloZeni a distribuci lipida a fosfolipidt v
plazmatické membrané (Yanagimachi, 1994), zvySuje se syntéza fosfatidylcholinu a
lysofosfolipidi (Baldi et al., 1996). Tyto zmény zpusobuji zvySeni fluidity membrany (diky
snizovani obsahu cholesterolu), ktera se tak stava pfistupnéjsi pro lipid véazajici komponenty
oviduktalni tekutiny. Integrované proteiny pochazejici z nadvarlat jsou ménény, adsorbované
molekuly ze semenné plazmy b&hem ejakulace jsou odstrariovany (Rajesh, 1996). Vysledkem
takovychto zmén je odhaleni receptori na povrchu spermie nezbytnych pro rozpoznéni a
vazbu spermie na zona pellucida (ZP) vajicka.

Vin vivo systému pro spravné nadasovani kapacitace a akrosomalni reakce (AR) jsou
nezbytné sloZky semenné plazmy (adenosin, ,fertilization promoting peptid“ (FPP),
kalcitonin a angiotensin II) (Fraser et al., 2006a) tzv. prvni posli, ktefi se mohou vazat na
specifické receptory na povrchu membrany spermie a spoustét tak rizné signdlni kaskady

regulujici prib&h kapacitace a AR. Adenosin, FPP a kalcitonin zprvu stimuluji produkci



c-AMP, kterda je spojovana se zvySenim kapacitace, a posléze v kapacitovanych
spermatickych butikach produkci c-AMP snizuji, ¢imzZ zabrariuji pfed¢asné AR.

Mechanismus pfemény stimula¢niho vlivu téchto sloZzek v inhibiéni je spojovan se ztratou
dekapacita¢niho faktoru (DF), ktery se vyskytuje pfimo na povrchu spermie nebo v semenné
plazmé€ a je vazan na povrch spermie (Fraser et al., 2006a). Vazba DF na DF-receptor na
povrchu spermie puisobi stimuladng na kalmodulin senzitivni Ca’’-ATPézu, ktera udrZuje
nizkou hladinu intraceluldrniho vépniku, a protoZe zvyseni [Ca®]; je spojovano se zvySenim
kapacitace, vazba DF na DF-receptor kapacitaci inhibuje.

Jinym moZnym vysvétlenim stimula¢niho-inhibi¢niho vlivu FPP a adenosinu je existence
dvou populaci G-proteinii (stimulaéni Gs-protein a inhibiéni Gj-protein) spojenych se
specifickymi receptory pro FPP/adenosin (Fraser et al., 2006a). Gs-protein aktivujici m-AC,
ktera generuje c-AMP, je funk¢éni pouze v nekapacitovanych spermatickych buiikéch, zatimco
Gi-protein je funkéni pouze v kapacitovanych burikach.

Pozitivni vliv kalcitoninu na kapacitaci a branéni pfed€asné AR nemuze byt vysvétlen
stejnym zpusoben jako je tomu v pfipadé FPP a adenosinu, protoZe kalcitonin je spojen pouze
s jednou populaci G-proteintl (Fraser et al., 2006a).

Angiotensin II ma rovnéZ stimulaéni vliv na kapacitaci spojenou se zvy$enim hladiny c-AMP
(Fraser et al., 2006a), ale narozdil od FPP nebrani pifed¢asné AR, protoze v kapacitovanych
spermatickych butikach nesnizuje stimulaci c-AMP produkce.

Proti vlivim vyvolanym slozkami semenné plazmy puasobi fosfodiesteraza (Fraser et al.,
2006a), enzym ktery metabolizuje c-AMP na 5’-AMP. Béhem kapacitace dochézi ke sniZeni
hladiny tohoto enzymu.

Na hladiné c-AMP ve spermatickych buiikdch se podili nejen mAC aktivovana pies G-
proteiny, ale také sAC, ktera je aktivovana bikarbonatem (Baldi et al., 1996), Ca** a Mn**
(Fraser et al., 2006a). B&hem kapacitace se zvySuje koncentrace bikarbonatu, proto je
dulezité, aby se na hladiné c-AMP podilela i mAC, kterd je v kapacitovanych buiikach
neaktivni, nezvysuje tedy hladinu c-AMP a brani pfed¢asné AR.

Protein tyrosinova fosforylace (PTP), je posttranslaéni modifikace proteint specifickd pro
kapacitaci a AR spermii. Béhem kapacitace jsou na tyrosinovych zbytcich fosforylovany
proteiny o molekulové vaze 95 a 51 kDa (Rajesh, 1996) a 75 kDa (Baldi et al., 1996). 95-97
kDa protein je povrchovy receptor spermie pro vazbu na ZP3 protein vajicka (Baldi et al.,
1996). Predpoklada se, Ze PTP hraje dileZitou roli v regulaci draselnych a vépenatych kanald
(Rajesh, 1996). V lidskych spermiich v podminkiach in vitro hraje intracelulani a

extracelularni vapnik odli$nou roli (Leclerc et al., 1998). Zatimco intracelularni vapnik se
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b&hem kapacitace zvysuje a indukuje vzrist c-AMP, coZ vede aZ ke zvySeni PTP, zvySujici se
koncentrace extracelularniho vapniku PTP sniZuje.

Behem kapacitace rovné€Z dochazi ke zménam v metabolismu - zvy$uje se glykolyza a stoupa
spotieba kysliku; a kvalitativnim zménam pohybu-hyperaktivaci motility (Carrera at al.,
1996).

Pro kapacitaci in vitro jsou potfeba kapacitadni media, kterd obsahuji: energeticky substrat
(pyruvat, laktat, glukosa), cholesterolovy akceptor (BSA), Na‘', HCO*, Ca®*, nizkou

koncentraci K" a fyziologickou koncentraci Na* (Visconti et al., 2002).
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Obr.1 Schematické znazornéni hlavnich udalosti nastavajicich za podminek vedoucich ke kapacitaci
mysich spermii in vitro. Béhem kapacitace dochazi ke zvySeni intracelularni koncentrace vapniku a
bikarbonatu, to vede k aktivaci AC, kterd generuje c-AMP a nésledné dochézi k aktivaci PKA, ktera
aktivuje TK. Aktivovana PLA a PLC generuji fosfatidylcholin (PC), lysofosfatidylcholin (lyso-PC) a
fosfatidylinositol (PIP). ZvySuje se fluidita membrany pfedevsim diky odstratiovani cholesterolu, to
muze byt urychleno pfidanim BSA (Baldi et al., 1996)

2.2 Akrosomalni reakce

Akrosom je organela spermie vznikajici béhem procesu spermatogenese z Golgiho aparatu,
ktera je sloZzena ze dvou hlavnich &asti: anterior cap (akrosomalni ¢epicky) v pfedni &asti
jadra a posterior region nazyvany ekvatoridlni segment. Akrosom obsahuje proteiny

(enzymy) nezbytné pro vazbu a penetraci spermie do vaji¢ka.



Obr.2  Znazornéni relativni velikosti a topografického vztahu mezi akrosomalni &epi¢kou a

ekvatoridlnim segmentem spermie u rtiznych druhii savct (Yanagimachi, 1994)

Akrosomalni reakce (AR) byva n€kdy oznafovéna za posledni krok kapacitace. AR u mysi
nastdva po interakci povrchovych molekul spermie s ZP3 proteiny na povrchu vajicka
(Yanagimachi, 1994). V lidskych spermiich AR stimuluji ZP3 proteiny vaji¢ka, progesteron,
sérum albumin a epidermalni riistovy faktor (Yanagimachi 1994). Citlivost spermii k ZP3 a
progesteronu se b&hem kapacitace zvySuje, nejcitlivéj$i jsou spermie k t€émto stimulim
v misté¢ oplozeni vaji€¢ka (Baldi et al., 1996). Po kontaktu spermie-ZP dochazi ke vzniku
mnoha fenestraci mezi vnéj§i akrosomalni membranou a plazmatickou membranou spermie,
vyliti akrosomalniho obsahu a vystaveni proteini vnitfni akrosomalni membrany, které se

vazi na ZP2 proteiny vajicka.

D

Obr.3  Znéazornéni postupu akrosomalni reakce. A-pfed AR; B-b&hem AR nastiva faze vnéjsi
akrosomalni membréany a plazmatické membréany spermie, vznika mnoho fenestraci a dochazi k vyliti

akrosomalniho obsahu. C, D- po dokon&eni AR (Yanagimachi, 1994)
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Po stimulaci spermii ZP3 proteinem a progesteronem dochazi k agregaci receptort a spusténi
signalni kaskaddy vedouci kindukci AR (Baldi et al., 1996). V in vitro studiich bylo
prokéazano, Ze pfidani ZP3 proteinti ke kapacitovanym spermiim ve vapenatém médiu plsobi
rychly vzrist intraceluldrni koncentrace vapniku [Ca**];, po které nasleduje faze plat (Baldi
et al., 1996). Vzrist [Ca’*]; je zpisoben aktivaci pertusin toxin-citlivého G-proteinu, ktery je
spojen s receptorem pro ZP3 peptid. Pohyb Ca’* je také spojovan s pohybem H ven z buiiky
a zvy$enim intraceluldrniho pH. AR nastavé ve fazi vzristu [Ca*]; (Baldi et al., 1996).
Podobné stimulaéni vlastnosti ma i progesteron, ale narozdil od ZP3-stimulované AR k AR
po stimulaci progesteronem dochazi ve fazi plat6 (Baldi et al., 1996).

Pro aktivaci AR je vyzadovéna fosforylace proteinti. Tu zajiSt'uji protein kinazy; PKA a PKC
na serin-threoninovych zbytcich a TK na tyrosinovych zbytcich. Zvysena [Ca’']; vede k
aktivaci PKC, PKA, TK a PLC, PLA2, PLD (Baldi et al., 1996).

Aktivovana PLC §t&pi PIP; na DAG a IP;. DAG spolu s Ca** aktivuje PKC. Spekuluje se o
moZnych intracelularnich zasobach vapniku. V takovém pfipadé by byl Ca®* ziejmg
uvoliiovan po IP3-stimulaci pfislusného receptoru. Aktivace PKA zahrnuje aktivaci m-AC,
ktera generuje c-AMP. ZP-stimulace TK nevyZaduje extracelularni Ca®*. Aktivovana TK
zvySuje tyrosinovou fosforylaci proteinti a zptsobuje autofosforylaci receptoru pro ZP3
peptid. Dal$i signalni drahou zavislou na zvyseni [Ca®']; ve spermatickych burikach je
aktivace PLA2. PLA2 vytvaii lipidové metabolity jako je lysofosfatidylcholin, ktery dale
ptispiva ke zvySeni AR a motility spermie. Lipidové metabolity se mohou u¢astnit procesu
fuze vnéjsi akrosomélni membrany a plazmatické membrany spermie.

K aktivaci PLD dochézi aZ v pokroc€ilém stadiu AR a jeji funkce na AR zatim neni znama.
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Obr.4 Schematické znazornéni hlavnich signalnich drah zahrnutych v procesu AR po stimulaci ZP3
peptidy. Popis dé&ji viz text (Baldi et al., 1996)

Spermie, u kterych doslo k pfed¢asné AR ztraci proteiny na vnéj§i akrosomalni membrané a

proto jsou neschopné vazby na ZP vaji¢ka (Yanagimachi, 1994), coZ vede k neplodnosti.

3. Estrogeny

Estrogeny jsou pohlavni hormony pfevazujici u Zen, proto byvaji oznacovany jako tzv. Zenské
pohlavni hormony. Estrogeny vsak najdeme i v sam¢im organismu.

Estrogeny patfi mezi steroidy a jsou derivovany z cholesterolu. DileZitym meziproduktem pfi
syntéze estrogeni je androstenedion, ktery je v reprodukénim obdobi Zen produkovan
thekalnimi burikami, nasledn€ aromatizovan vaje¢nikovymi granul6znimi butikami na estron
a konvertovan na estradiol. Men$i mnozZstvi estradiolu je produkovano u muzii ve varlatech
Sertoliho buitkami a Leydigovymi buttkami (Hess, 2000). Zde je androstenedion konvertovan
na testosteron, ktery je aromatizovan na estradiol. Aromatazova aktivita byla rovn€Z objevena
v germinalnich burikach a ejakulovanych lidskych spermiich (Rochira et al., 2005). Spermie
tedy ptichazi do kontaktu s estrogenem jak b&hem svého pobytu v Zenském reproduk&nim
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traktu, tak také b&hem svého vyvoje a je pravdépodobné, Ze estrogen ma vliv na funkci
spermii, coZ také potvrdily rizné studie.

Estrogeny diky své steroidni povaze mohou volné prochazet ptes fosfolipidovou membranu a
vazat se na estrogenni receptory (ERs) v cytosolu. ERs byly poprvé objeveny Jensenem v roce
1950 (Mueller, 2004) a patii do rodiny jadernych receptorti. Jsou znamy 2 formy klasickych
(genomovych) ERs, obvykle ozna¢ovanych jako ERa a ERB. Tyto dvé& formy se lisi v C-
koncové ligand vazajici doméné a N-koncové transaktivaéni doméné (Aquilla et al., 2004).
Oba ERs byly imunodetekovany v lidskych spermatickych buiikach; ERa v middle piece
bi¢iku a ERP po celé délce bi¢iku (Aquila et al., 2004).

Obr.5 Imunolokalizace ERa (vlevo) a ERB (vpravo) v lidskych ejakulovanych spermiich (Aquila et
al., 2004)

Genomové ERs jsou kédovany na riznych genech (Aquila et al., 2004). ERa je kddovén na 6.
chromosomu, ERP na 14. chromosomu. Vedle klasickych ERs byl ve spermiich objeven také
membranovy ER (mER) o molekulové vaze 29 kDa (Luconi et al., 1999). Genomové ERs a
mERs maji stejnou ligand-vazajici doménu, ale mERs chybi DNA-vézajici doména (Luconi et
al., 1999).
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Chromosomal localization of genes invoived in sex differentiation
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Obr.6 Lokalizace ERs na chromosomech. ERa (zde ESR1) na 6.chromosomu, ERf (zde ESR2) na
14.chromosomu. (www.endotext.org/.../figures/figure24.jpg)

Vazba estrogenu na genomovy ERs vyvola zménu konformace receptoru, dojde k disociaci
inhibi¢nich Hsp (heat shock protein) a dimerizaci receptori (Luconi et al., 2004; Mueller,
2004). Dimery prochazi do jadra, kde se vazi do specifické sekvence DNA v promotorové
oblasti ozna¢ované jako ERE (,,estrogen response element®). V jadfe tyto komplexy reguluji
genovou transkripci. Vznikd tak mRNA, ktera je v cytoplazmé pfepsana do proteinti. Nové
syntetizované proteiny pak zptisobuji zmény bun&éné funkce.

ProtoZze DNA spermii je vysoce kondenzovana a tedy nepfistupna pro transkripéni faktory je
nepravdépodobné, Ze by odpovédi vyvolané 17B-estradiolem (E2) ve spermatickych burikach
byly zplisobeny zménou genové exprese. Mimo to, spermie postradaji ribosomy a translaéni
aparat (Luconi et al., 2004), tudiZ by nové vznikla mRNA nemohla byt pfepsana do proteint.
Je tedy pravdépodobné&jsi, Ze zmény ve spermatickych buiikdch vyvolané po E2-stimulaci
b&hem kapacitace a AR jsou negenomového ptivodu. Tuto myslenku potvrzuje i skute€nost,
Ze inkubace spermii s protilatkou proti DNA-vazebné doméné neinhibuje E2-vyvolané
odpovédi (Luconi et al., 2004).
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Obr.7 Genomové a negenomové pusobeni E2 a progesteronu. A: Genomova draha skrz klasické

cytosolické jaderné receptory pusobici jako jaderné transkrip&ni faktory; B: negenomova draha
vyvolavajici rychlé odpovédi skrz klasické cytosolické/jaderné receptory (Bl), nebo skrz
multiproteinovy komplex (B2), nebo skrz membranové steroidni receptory (B3). C: Alternativni draha
aktivace (fosforylaci) klasickych ERs bez p¥itomnosti steroidniho ligandu. D: draha aktivace rychlych
odpovédi butiky bez zahrnuti receptorii. E:estrogen; P: progesteron; iER a iPR: klasické
cytosolické/jaderné ER; Gp: G protein (Luconi et al., 2004)

E2 je nejhojné&j$i sami¢i endogenni steroidni hormon. V riiznych tkénich bylo prokazano, Ze
E2 ovlivituje intracelularni koncentraci Ca**, hladinu c-AMP, mitogenem aktivovanou protein
kindzovou aktivitu, fosfolipdzu C (PLC) a A2 (PLA2) a protein kindzu C (PKC) (Luconi et
al., 1999).

17-beta-estradiol - pFirozeny steroidni hormon
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E2, stejn€ jako progesteron, je slozkou folikularni tekutiny, ve které se vyskytuje
v mikromolarni koncentraci (Luconi et al., 2004).

V in vitro studiich spermatickych bunék bylo prokazano, Ze E2 indukuje rychly a trvaly vzrist
intracelularni koncentrace vapniku v zavislosti na davce E2 (Luconi et al., 1999); nutnou
podminkou je pfitomnost extracelularniho Ca®* v mediu. Zavislost na extracelularnim Ca®*
nasvédluje tomu, Ze spermie nemaji intracelularni zasoby vapniku. Vzrist Ca®* v zavislosti
na E2 je bifazovy proces s prvni sloZkou v nmol koncentraci a druhou v mikromolarni
koncentraci. Progesteron rovnéz stimuluje rychly vstup Ca** s bifazovym piisobenim, zprvu
progesteron stimuluje rychly vstup Ca’*, nasleduje faze plat6. Progesteronem stimulovany
vstup Ca’* a AR je sniZena, jsou-li spermie nejprve vystaveny E2 (Luconi et al., 2001). Vzrist
Ca*" a PTP po stimulaci E2, neni nasledovano indukci AR, spiSe, v zavislosti na davce, E2
inhibuje pisobeni progesteronu. Protoze platé faze vzristu Ca®* indukovaného progesteronem
je spojovana s indukci AR (Baldi et al., 1996) a E2 tuto plat6 fazi sniZuje, pfedpoklada se, ze
inhibice progesteronem stimulované AR je zplisobena E2-inhibici platé faze (Luconi et al.,
2001). Je mozné, ze CasteCny stimulaéni vliv E2 je spojen se stejnou signalni drahou jako
progesteronova stimulace a tato interference vede k inhibici AR. Jinym moZnym vysvétlenim
je pfima kompetice E2 a progesteronu o stejny receptor.

Vzrist intracelularni koncentrace Ca®* po E2-stimulaci potvrdila i pozdgjsi studie (He et al.,
2005). E2, stejné jako konjugovany E2-BSA (ktery neni schopny prochazet pfes membranu a
je tedy dikazem zahrnuti mERs v této stimulaci) zvySovaly intracelularni koncentraci Ca®*.
Oproti dfivéjsim studiim v8ak bylo pozorovéano i zvySeni rychlosti AR v kapacitovanych
spermiich. Ke shodnym zavérim dosla i studie na kieclich epididymalnich spermiich
v izolované mysi déloze (Bathla et al., 1999). I zde dochazelo k urychleni kapacitace a AR
v zavislosti na E2. Autofi pfedpokladaji, Ze E2 miZe mit vliv na syntézu proteinti v déloze,
které jsou dilezité pro kapacitaci a AR.

Podle studie, kterou provedl Luconi et al. (1999) se vliv E2 zda byt specificky, protoze 17a-
estradiol nevyvoldva vzrist intracelularni koncentrace vépniku ani neinterferuje
s progesteronovymi vlivy. Pozd&j§i studie v8ak prokazala, ze E2 a 17a-estradiol ve stejné
mife urychluji kapacitaci a AR (Fraser et al., 2006) a zda se tedy, Ze plisobi pies stejnou
signalni drahu.

E2 rovnéz stimuluje protein tyrosinovou fosforylaci (PTP) nékolika proteinti v¢éetné 29 kDa

proteinu, coZ je mER (Luconi et al., 1999). Modulace fosforylovaného stavu estrogenovych
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receptorli samotnymi steroidnimi hormony nebo jinymi slozkami je spojovéano s transaktivaci
klasickych genomovych estrogennich receptorti. TP nastdva v ligand vazajici doméné
genomovych ERs (Luconi et al., 1999).

ProtoZe hladiny estradiolu ve folikularni tekutiné jsou podobné davkam E2 indukujicim
negenomové vlivy, ,.cross talk” mezi membranovymi receptory spermie pro E2 a progesteron

muze byt dileZity pro pfesné nacasovani kapacitace a AR v Zenském reprodukénim traktu.

4. Hormonalni disruptory

Zivé organismy jsou vystaveny pisobeni riznych polutantii, coz jsou latky pfitomné jako
kontaminanty Zivotniho prostfedi. N&které z téchto latek, s kterymi ¢lovék i zvifata pfichazi
denné do styku, jsou ozna¢ovany jako endokrinni disruptory (EDs).

Podle definice publikované ve WHO studii v roce 2002, EDs jsou exogenni latky, nebo smési,
které ovliviiuji funkci endokrinniho systému, ¢imZ pisobi neptiznivé vlivy v zasaZeném
organismu, jeho potomcich nebo populaci (WHO; 2002).

U mnozstvi EDs byla objevena estrogenni aktivita (schopnost vazat se na ERs). Syntetické
latky s estrogenni aktivitou jsou znamy jako xenoestrogeny, rostlinné sloZky s estrogenni
aktivitou se nazyvaji fytoestrogeny a takovéto latky u hub byvaji oznalovany za
mykoestrogeny. Narozdil od endogennich estrogend, tyto latky nemusi byt steroidni povahy.
Protoze jsou ERs c&aste¢né promiskuitni (www.wiley.com/.../endocrine disrupting.htm.),
mohou se na né vazat xenoestrogeny i fytoestrogeny a puisobit jako &asteéni agonisté
ptirozeného endogenniho hormonu E2. Pfirodni estrogeny také mohou kompetovat s E2 o
vazbu na ERs a pisobit jako antagonisté. Vzhledem k tomu, Ze estrogen ma vliv na funkci
spermii, je logické predpokladat, Ze chemické latky, které jsou schopny vazat se na ERs,
mohou ovliviiovat muzskou plodnost. Tyto latky maji ale niZ§i estrogenni aktivitu nez E2.
Velky zajem o moZny negativni vliv pfirodnich estrogenii na plodnost nastal po objeveni
negativnich vlivii syntetického nesteroidniho estrogenu diethylstilbestrolu (DES). V letech
1938-1971 byl podavan t€hotnym Zenam jako prevence proti potratim a komplikacim b&hem
tehotenstvi. U jejich syni pak byl prokdzan zvySeny vyskyt kryptorchismu, hypospadie,
nadord varlat a sniZeni po¢tu spermii (Schrager and Potter, 2004). Dnes je podavéni tohoto
léku zakazano a pouziva se v laboratofich studujicich vliv riznych EDs, jako pozitivni

kontrola.
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Fytoestrogeny a xenoestrogeny

Pro studii vlivii estrogennich disruptorid na muZské pohlavni buiiky byly pouZivany pfedevsim
fytoestrogeny genistein (GEN) a daidzein a xenoestrogeny bisfenol A (BPA) a nonylfenol
(NP).

Xenoestrogeny Fytoestrogeny
bisfenol A genistein
T
5,
diethylstilbestrol

aH, oH
4-nonylfenol O
N daidzein

CH,—(CHy),—CH,

BPA je organickd slozka se dvémi funkénimi fenolovymi skupinami. Je syntetizovan
zacetonu a dvou fenoli. Monomer je pouZivany ve vSudypfitomnych plastech,
polykarbonatech (Krishnan et al., 1993) a epoxidovych pryskyficich (Olea et al., 1996).

NP je organicka slou¢enina patfici do rodiny alkylfenoli. NP je primyslova slozka
nachézejici se v barvach, pesticidech a herbicidech (White et al., 1994). NP ma slabou
estrogenni aktivitu.

Hlavnim zdrojem GEN a daidzeinu jsou sojové boby a tedy i ve$keré sojové produkty; a
lusténiny (Messina, 1999). GEN a daidzein jsou isoflavony strukturné¢ podobné endogennim
estrogenim. Vychozim substritem pro syntézu GEN a daidzeinu je fenylalanin. Oba
fytoestrogeny maji estrogenni i slab& antiestrogenni aktivitu (Faqi et al., 2004). Tyto aktivity
mohou byt pfi¢inou poskozeni plodnosti a poruch reprodukéniho traktu. Podle mnoha studii
v§ak GEN ani daidzein nemé vliv na vdhu a morfologii varlat ani na mnozstvi a morfologii
spermii (Faqi et al., 2004; Fielden et al., 2003).

In vitro provedena studie prokazala 17% zvySeni schopnosti oplozeni spermii u mysi, kterym
byly podavany vyss8i davky GEN (10 mg/kg/den) (Fielden et al., 2003). Vysledky této studie
jsou v rozporu s tvrzenim, Ze vy$§i davky GEN inhibuji funkci TK (Tomes et al., 2004), ktera
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je soucasti signalni kaskady aktivujici AR. A protoZze AR je duleZitou prerekvizitou
uspé&s$ného oplozeni vajicka, mél by inhibi¢ni vliv GEN spise plodnost snizovat. Inhibiéni vliv
vysSich davek GEN na AR v zavislosti na délce vystaveni potvrdili ve své studii Kumi-Diaka
a Townsend (Kumi-Diaka and Townsend, 2003).

Pii podavéani niz8ich davek mél GEN pozitivni vliv na reprodukci diky stimulaci AR
(Kumi-Diaka and Townsend, 2003). Stimulaci kapacitace a AR pfi niZ§ich (nmol/l) davkach
potvrdila i pozd¢&jsi studie na mySich a lidskych spermiich (Fraser et al., 2006b). Navic
objevila, Ze vystaveni spermii rizné velkym davkam GEN v nanomolarnim spektru vyvolava
stejn€ velké stimulaéni odpovédi. Stejnym zplisobem pusobi i dalsi fytoestrogen daidzein
(Fraser et al., 2006b). Mozné vysvétleni stimulace AR v odpovéd’ na GEN je zvyseni hladiny
c-AMP, kterou Fraser a jeho skupina potvrdila. ZvySeni hladiny c-AMP je zfejmé v disledku
pozorovaného zvySeni [Ca’*];, ktera stimuluje mAC. Zvysena hladina c-AMP aktivuje PKA,
dochézi k neregulované fosforylaci proteini a nezadouci AR. Daéle prokazali, ze GEN
stimuluje kapacitacia AR v koncentraci 10 nnmol/l a vyss§i, zatimco NP stimuluje aZ pfi
koncentraci 1 pmol/l a je tedy slabsim agens.

Pravdépodobnym vysvétlenim stimulaénich uéinkt pfi niz§ich davkach GEN a inhibi¢nich pti
davkach vysSich je zahrnuti dvou rtiznych signalnich drah, kdy jedna vede ke stimulaci
produkce c-AMP a druha k inhibici TK. Pfi vys§ich davkach je GEN, ktery ma nizsi afinitu
k ERs neZ E2 (Rosselli et al., 2000) ziejmé& schopny kompetovat o volna vazebna mista na
membrané spermie a plsobit jako antagonista endogenniho hormonu, tedy nevyvolava PTP
spojenou se zvySenim kapacitace.

PtestoZe existuje obecna teorie prib&hu kapacitace a AR u savci, u riiznych druhd se mohou
vyskytovat odli$nosti. Studie provedena na lidskych a mysich spermiich prokézala, Ze lidské i
mysi spermie reaguji podobnym zplisobem na GEN, nicmén¢ lidské spermie jsou ke GEN
citlivéj$i (1nmol/l GEN u lidskych spermii oproti 10 nmol/l GEN u mySich spermii) (Fraser et
al., 2006b). Tato studie rovnéZ prokazala, Ze GEN je G¢inngjsi ve stimulaci kapacitace nez
FPP, sloZka semenné plazmy.

Vliv GEN byl také studovan na zmraZenych by¢ich spermiich (Menzel et al., 2007).
ZmraZeni-roztaveni ma vliv na motilitu a kapacitaci spermie (Menzel et al., 2007). Pocate¢ni
stav. PTP ve zmraZenych spermiich muZe odraZet kapacitani zmény podobné Casné
membranové modifikaci b&hem fyziologické kapacitace. Ziejmé& diky této pocate¢ni PTP
GEN nema vliv na kapacitaci zmraZzenych spermii, nicméné stale brani indukci AR vyvolané

stimulaci ZP3 proteinem a progesteronem.
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Mnoho xenoestrogent je slabych a samostatné nepisobi méfitelné vlivy. V prostfedi jsme
vSak vystaveni vét§Simu mnoZstvi hormonalnich disruptori, proto Rajapakse et al. (2002a)
jeho skupina provedla studii vlivu kombinace 11 xenoestrogent (viechny se vazaly na ERa)
na AR. Pfestoze vSechny slozky byly pod svou hodnotou NOEC (,no observed effect
concentration®), jejich kombinace vedla k tlumeni vlivi E2 (). Tento jev je vysvétlovan
podobnym mechanismem puasobeni jednotlivych slozek, tudiz ve vysledku se mohou chovat
jako sloZka jedna.

Kombinaci xenobiotik studovala i dalsi védecka skupina (Fraser et al., 2006b), ktera potvrdila
vy$s§i stimulaéni vliv kombinace xenobiotik na kapacitaci (GEN+nonylphenol; GEN+8-PN);
v$echny slozky byly v nanomolarni koncentraci.

Molekulérni studie prokazaly, ze GEN kompetuje s E2 o vazebné misto na ERs (Kuiper et al.,
1998), ma vsak niz§i afinitu k ERs neZ E2 (Rosseli et al., 2000). Zatimco E2 se vaze na oba
genomové ERs se stejnou afinitou, GEN ma vyssi afinitu k ERB a méni tak pomér
aktivovanych ERs.

Multigeneraéni studie vlivu GEN a DES na spermie mysi prokazala pfibliZzné stejny negativni
vliv na stav akrosomu v P i F1 generaci (Kyselova et al., 2004), pfesto ale zlistalo pomé&mé
vysoké procento neposkozenych akrosomi (okolo 70-80%). F1 generace vystavena GEN vSak
nevykazovala sniZenou reprodukéni schopnost, naproti tomu DES sniZil pocet mlad’at ve vrhu
a v8ichni potomci byli neplodni. Tato skupina (Kyselova et al., 2003) provedla podobnou
studii i na NP a prokazala, Ze stejné jako v ptipadé GEN a DES poskozuje akrosom v P i F1
generaci, zavislost na davce neprokazali.

BPA ma podobné jako GEN negativni vliv na stav akrosomu (P&knicova et al., 2002). BPA
v niz§ich davkach (2ng) poskozuje integritu akrosomu v P, F1 i F2 generaci. Pfi vy3si davce
(20 ng) se negativni vliv projevil a% v F2 generaci. Uinek BPA je ziejm& zptisoben indukei
AR nebo zménami genové exprese. Niz§i vliv vy§§ich ddvek ma dvoji mozné vysvétleni: BPA
reaguje s ERo jinym zpisobem neZ estradiol, nebo mohou nizké koncentrace hormoni

stimulovat, zatimco vysoké koncentrace maji inhibi¢ni vliv.
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5. Zaveér

17B-estradiol, pfirozeny endogenni hormon, se b&hem kapacitace a AR vaze na mER o
molekulové vaze 29 kDa. Vazba E2-mER vyvolava zvySeni intracelularni koncentrace
vapniku a piasobi proti stimulaénim vlivim progesteronu. Interakce mezi E2 a
progesteronovym pusobenim je ziejmé dulezity d&j pro pfesné nacasovani kapacitace a AR
v sami¢im genitadlnim traktu. Ovlivnéni interakce miiZze vést k disregulaci dé&ji probihajicich
b&hem kapacitace a AR. ProtoZe kapacitace a AR jsou nezbytnou prerekvizitou pro uspésné

oplozeni vaji¢ka, poruchy v regulaci kapacitace a AR vedou k neplodnosti.

Regulace uspé€$né kapacitace muze byt naruSena latkami v Zivotnim prostfedi. Latky
s estrogenni aktivitou, které se v prostfedi vyskytuji pfirozené (fytoestrogeny), nebo jsou do
prostfedi uvoliiovany lidmi (xenoestrogeny), mohou napodobovat endogenni estrogeny, vazat
se na ERs na povrchu membrany a pisobit jako jejich agonisté, nebo mohou interferovat

s receptory jinych signalnich drah a blokovat tak ptisobeni endogennich hormont.

PfestoZe vétsina studii neprokazala negativni vliv fytoestrogenti na muzsky reprodukéni trakt,
ani na mnoZstvi a motilitu spermii a naznaduji tedy, Ze pfirodni estrogeny nemaji vliv na
plodnost samct, studie vlivli pfirodnich estrogenti na kapacitaci a AR ziskaly vysledky, které
jsou vrozporu stimto tvrzenim. Xenoestrogeny a fytoestrogeny mohou urychlovat
kapacita¢ni proces a zkracovat tak Zivotnost spermii. Rovnéz urychluji v in vitro podminkéach
AR. To mlZe mit negativni dopad na plodnost, protoze pifedéasna AR vede ke ztraté
schopnosti spermie vazat se na ZP vaji¢ka. Inhibi¢ni vliv GEN na kapacitaci je pfekonam

kryopreservaci.

Studie provedena na BPA (P&knicova et al., 2002) ukazala, Ze nékdy mohou mit nizsi davky

xenobiotik hors§i dopad na Zivé organismy nez davky vyssi.

Problémy hodnoceni vlivii xenoestrogeni a fytoestrogend spolivaji ve vystaveni Zzivych
organisml velkému mnoZstvi polutantd a &asové prodlevé mezi vystavenim a reakci. Mezi
pozorovatelnymi vlivy a dobou vystaveni miZze byt znaéna Casova prodleva a tedy
v kratkodobych studiich nemusi byt tyto vlivy patrné, proto vétSina studii vlivli polutantii na

savce (v&etné lidi) se nyni testuje v multigenera¢nich studiich.
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Polutanty v zivotnim prostfedi (v€etné estrogenti) mohou mit negativni vliv na sav¢i
organismus a reprodukci, proto jejich studium je dilezité pro stanoveni rizik, detekci

v prostfedi a legislativnim opatfenim.

22



6. Seznam zkratek

[Ca™];
5’-AMP
8-PN

AC

AR

BPA
BSA
Ca’*-ATPéza
c-AMP
DAG
DES

DF

DNA

E2
E2-BSA
EDs

ERE

ERs

ERa

ERpB

F1 generace
F2 generace
FPP

GEN
Gi-protein
G-protein
G;-protein
Hsp

IP3

m-AC
mER

intracelularni koncentrace vapenatych iontt

adenosin monofosfat s fosfatovou skupinou na 5. uhliku
8-prenylnaringenin

adenylat cyklaza

akrosomalni reakce

bisfenol A

hovézi sérovy albumin

membranova pumpa transportujici vapnik za §tépeni adenosintrifosfatu
cyklicky adenosin monofosfat

Diacylglycerol

Diethylstilbestrol

dekapacitaéni faktor

deoxyribonukleova kyselina

17-beta estradiol

17-beta estradiol spojeny s hovézim sérovym albuminem
endokrinni disruptory

"estrogen response element" misto v DNA, na které se specificky vaze ER
estrogenni receptory

estrogenni receptor alfa

estrogenni receptor beta

1. generace potomk?i

2. generace potomkil

»fertilization promoting peptid*

Genistein

inhibi¢ni G-protein

protein vazajici GTP (guanosintrifosfat)

stimula¢ni G-protein

"heat shock protein" protein tepelného Soku
inositol-3-fosfat

membréanova adenylét cyklaza

membranovy estrogenovy receptor
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mRNA

NOEC

NP

P generace
PIP,

PKA

PKC

PLA2

PLC

PLD

PTP

sAC

TDS

TK

TP

WHO

ZP

ZP2 proteiny
ZP3 proteiny

mediatorova ribonukleova kyselina

,»Nno observed effect concentration“ koncentrace pfi niZ neni pozorovan zadny
vliv

Nonylfenol

rodi¢ovska generace

Fosfatidylinositoldifosfat

protein kindza A

protein kindza C

fosfolipaza A2

fosfolipaza C

fosfolipaza D

protein tyrosinova fosforylace

solubilni adenylat cyklaza

,testicular dysgenesis syndrom* soubor nepfiznivych trenda v reprodukci

tyrosin kinaza

tyrosinova fosforylace

,»World Health Organization“ Svétova zdravotnické organizace

zona pellucida

protein 2 na povrchu zona pellucida vajicka

protein 3 na povrchu zona pellucida vajicka
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