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Abstrakt

Oplozeni je jedine¢ny proces, pii kterém dochéazi k fuzi sam¢i a samici pohlavni bunky a
vzniku nového organismu. Dfive nez jsou pohlavni buiiky schopné fizovat, musi projit fadou
regulovanych déjii. Mezi takové déje patii v pfipadé samci pohlavni bunky i kapacitace a
akrosomalni reakce (AR), které spermie podstupuji v sami¢im reprodukénim traktu. Ackoli
je proces kapacitace studovan jiz vice nez pul stoleti, stdle nejsou zcela zndmy jeho
molekularni mechanismy a slozky, které ho ovliviiuji. V posledni dobé piibyva dikazi o
vlivu estrogenil, pivodné povazovanych za samici pohlavi hormony, na muzskou reprodukci.
Spermie pii své cesté za vajickem pfichazi do kontaktu s estrogeny jak v saméim, tak
sami¢im reprodukénim traktu a je tedy mozné, ze estrogeny hraji roli i v procesech zrani
spermie. Tato studie se zabyva vlivem tii endogennich estrogeni (E1 — estron, E2 - 170
estradiol, E3 — estriol) a jednoho syntetického estrogenu (EE2 - 17a etynylestradiol), hojn¢
pouzivaného jako slozka oralni antikoncepce, na sam¢i reprodukci na urovni dvou zracich
déjha spermie — kapacitace a AR. Byl prokazan stimulacni vliv vSech testovanych estrogenti
na kapacitaci i AR indukovanou zona pellucida. Prokapacita¢ni vliv estrogenti zavisel na
estrogenu, jeho koncentraci a ¢ase kapacitace. Rovnéz byly zjistény rozdily ve vnimavosti
k estrogentim mezi jednotlivymi zvifaty. Dale se tato studie zabyva detekci estrogennich
receptori (ERs) ve spermiich a pifipadného vztahu ERs k estrogennim vlivim. Bylo
prokézano, Ze alespon z ¢asti ERs zprostfedkovavaji estrogenni plisobeni na spermie, i kdyz
estrogenni vlivy na spermie jsou pravdépodobné zpisobeny také nereceptorovymi

mechanismy.

Kli¢ova slova: kapacitace, akrosomalni reakce, estrogeny, estrogenni receptory



Abstract

Fertilization is a unique biological event where male and female gametes fuse together to
produce a new organism. Before the gametes are able to fuse, however, they must undergo a
series of controlled changes. For the male gamete, capacitation and acrosome reaction (AR)
must occur, which take place during the sperm migration through the female genital tract.
Unfortunately, while the process of capacitation has been known for over half a century, the
molecular basis and influential factors behind it are not fully understood. Although estrogens
have been considered mainly female reproductive hormones, there is increasing evidence
suggesting that these steroids have an important role also in regulation of male reproductive
functions. Sperm come into the contact with estrogens during their formation in the male and
female genital tract, indicating that the hormone may play an important role in sperm
maturation. In this study, we examined the importance of three endogenous estrogens
(E1 -estron, E2 - 17B estradiol, E3 — ‘estriol) and one synthetic estrogen
(EE2 - 17a ethinylestradiol) on sperm maturation during capacitation and AR. Stimulatory
effect were observed with all tested estrogens on both capacitation and zona pellucida induced
AR. Moreover, we have determinied that the stimulatory effect on capacitation depends on
both estrogen concentration as well as capacitation time, and that these effects can vary
amongst individual animals. This study also dealt with the detection of estrogen receptors
(ERs) in sperm and their link to these estrogenic effects. We determined that while these ERs
partially mediate estrogenic effects on sperm, these effects are likely caused by non-receptor

mechanisms as well.
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Seznam zkratek

5"AMP - adenosin monofosfat s fosfatovou skupinou na 5.uhliku
AC - adenylat cyklaza

ACR.2 - protilatka proti kan¢inu akrosinu

AF1,2 - aktivacni funkce 1,2

AR- akrosomalni reakce

ATP - adenosintrifosfat

BAPA - N-alpha benzoyl-L-arginin P-nitroanilid hydrochlorid
BHB3 — kanc¢i spermadhezin

BSA - hovézi sérovy albumin

cAMP - cyklicky adenosin monofosfat

cDNA - komplementarni DNA

c¢GMP - cyklicky guanosin monofosfat

C-konec — proteinovy konec nesouci COOH skupinu

CTC roztok - chlortetracyklinovy roztok

CYPI11A1 - Cytochrome P450, rodina 11, podrodina A, polypeptid 1
DAG - diacylglycerol

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole, fluorescen¢ni barvicka pro barveni jadra
DNA - deoxyribonukleova kyselina

DTT - dithiotreitol

El - estron

E2 - 17-estradiol

E2-BSA - 17B-estradiol konjugovany s hovézim sérovym albuminem
E3 - estriol

EE2 - 17a-etinylestradiol

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ERK - Extracellular signal-regulated kinases

ERs - estrogenni receptory

ERa - estrogenni receptor alfa

ERB - estrogenni receptor beta

ERKO mys$i — mys$i nesouci inaktivacni mutaci v genu pro estrogenni receptor
aERKO — inaktiva¢ni mutace v genu pro estrogenni receptor alfa

F-aktin - filamentous, aktin ve vlaknité forme



FITC - fluorescein isothiokyanat

FSH - folikul stimulujici hormon

G-aktin - globular, aktin v monomerni formé

GPCR - G protein-coupled receptor

GPR30 - G-protein coupled receptor 30

G-protein - protein vazajici guanosintrifosfat

HDL - high-density lipoprotein

CHAPS - phenylmethylsulfonyl fluorid, serin proteasovy inhibitor
IP3 - inositol-3-fosfat

KW-ANOVA - Kruskal-Wallis one-way analysis of variance
MAPK - mitogen-activated protein kinase

MCF7 bunky - buné¢na linie rakoviny prsu

mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina

N-konec — proteinovy konec nesouci NHj3 skupinu

P - Pearsontiv koeficient

PBS - fosfatovy pufr

PBS-Tw - fosfatovy pufr obsahujici Tween20

PI3K - phosphatidylinositol 3-kinaza

PAK - protein kinaza A

PKC - protein kinaza C

PLA?2 - fosfolipadza A2

PLC - fosfolipaza C

PVDF membrana - membrana z polyvinyliden fluoridu
RNA - ribonukleovd kyselina

SDS - sodium dodecyl sulfat

SDS-PAGE - polyacrylamidova gelova elektroforéza se sodium dodecyl sulfatem
SUS medium - uchovavaci medium

SWAM-Px - Swine anti-mouse peroxidase conjugate
TBS - tris pufrovany fyziologicky roztok

Tx-100 - Triton-X 100

ZP - zona pellucida

ZP3 protein - protein 3 na povrchu zona pellucida vajicka
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1. Cile prace

Oplozeni je jedinecny déj, ktery mize byt na vSech jeho urovnich poSkozen mnoha
faktory (genetickymi, okolniho prostiedi). Po svém vzniku musi samc¢i 1 sami¢i pohlavni
buiiky podstoupit fadu regulovanych déji nez se stanou kompetentni a daji vznik novému
jedinci. Mezi procesy, kterymi prochazi sam¢i pohlavni buiika patii i kapacitace a AR, ke
kterym dochazi v sami¢im reprodukcénim traktu. Piestoze proces kapacitace je znam jiz vice
nez pul stoleti, jeho pfesné mechanismy a faktory, které ho ovliviiuji, stale nejsou zcela

znamy.

Cilem této studie je zhodnotit vliv ¢tyf vybranych estrogent (E1, E2, E3, EE2) na
proces kapacitace a AR na modelu kancich spermii.
Dalsim cilem této prace je detekce ERs ve spermiich, protoze pfipadna detekce ERs

by mohla pomoci objasnit mechanismus pusobeni estrogent na spermie.
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2. Uvod

2.1 Reprodukce

Oplozenti je jedine¢ny proces, pii kterém dochazi ke splynuti sam¢i a sami¢i pohlavni
bunky (gamety) téhoz druhu za vzniku diploidni buiiky zygoty, ktera dale prochazi
jednotlivymi vyvojovymi stadii a vyviji se vnového jedince. Tento proces mize byt
poskozen genetickymi, ale i vnéjSimi faktory. V posledni dobé piibyva neplodnych part,
pfi¢emZ muzsky faktor pfispiva k neplodnosti pfinejmenSim 50% (WHO, 2010). Pochopeni
regulace jednotlivych dé&jt tykajicich se muzské reprodukce a studie pticin neplodnosti jsou
proto nezbytné pro stanoveni 1é¢by, ptipadné pro vyvarovani se Skodlivym vlivim.

Samci pohlavni buiika se nazyva spermie a vznikd procesem spermatogeneze ve
varlatech. Testikuldrni spermie jsou nepohyblivé a nemaji schopnost oplozeni, tu ziskavaji az
beéhem jejich dalsiho zrani jak v sam¢im (epididyméalni maturace), tak v samicim (kapacitace,

hyperaktivace, akrosomalni reakce) reprodukénim traktu (Yanagimachi, 1994).

3. Epididymal
maturation
& Storage

eractiv

<>
| 7. Hyp ‘ation

|

6. Capacitation

YT N2 2. Spermiation

5. Ejaculation ‘ 4. Forward motility ‘

Obr.1  Schematické znazornéni procesi, které spermie podstupuje béhem své cesty za

vajickem. V pravé ¢asti je znazornén samci reprodukéni trakt, v levé pak samici (Luconi et al., 2006).
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2.1.1 Morfologie spermie

Sam¢i pohlavni buitka se nazyva spermie a vznikd procesem spermatogeneze ve
spermatogennich kanalcich varlat. Je to vysoce specializovand buiikka uzplisobend pro
doruceni genetického materidlu do vajicka a aktivaci vajicka. Ve vaji¢ku nasledné dochazi
k fuzi samciho a samiciho prvojadra a vytvoteni zygoty.

Spermie se skladd ze dvou hlavnich ¢asti — hlavicky a biciku. V hlavicce je
uchovavana geneticka informace a proteiny, které jsou nezbytné pro rozpoznani a navazani
spermie na obaly vajicka. Dale obsahuje enzymy, které pomédhaji spermii proniknout
vajeCnymi obaly. Bicik je pohybovy aparat slouzici spermii k dosazeni mista oplozeni a
rovnéz pomaha pii priuniku vajenymi obaly (Yanagimachi, 1994; Gilbert, 2006).

Hlavicka spermie obsahuje jadro, akrosom a pouze malé mnoZzstvi cytoplazmy a
cytoskeletu. VétSina cytoplazmy je odvrzena pii spermatogenezi spolu s dal§imi pro spermii
nepotiebnymi organelami jako jsou ribozomy nebo endoplasmatické retikulum. Tvar a
velikost hlavicky se druhové lisi. Pro hlodavce je typicky srpkovity tvar hlavicky, zatimco
pro ostatni sav¢i druhy je typicky kulaty (¢loveék) nebo ovalny (kanec) tvar hlavicky (obr.2),
(Yanagimachi, 1994; Gilbert, 2006).

N

HAMSTER
t \
- /
GUINEA| |
PIG

Obr.2 Morfologické typy hlavi¢ek savéich spermii (Yanagimachi; 1994).
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2.1.1.1 Jadro

Jadro spermie se od jadra somatickych bun¢k znaéné lisi. Jednak obsahuje pouze
jednu sadu chromozomt a je tedy haploidni, jednak mé vysoce kondenzovany chromatin a
jeho objem je tedy mensi nez u somatickych bunék. K vysoké kondenzaci chromatinu
pfispivaji relativné malé specializované proteiny tzv. protaminy, jejichz mRNA je
syntetizovana ve spermatidich a je tedy produktem haploidniho genomu. Vysoce
kondenzovany komplex DNA a protamini je dale stabilizovan disulfidickymi mitstky

vytvofenymi mezi protaminy (Yanagimachi, 1994).

2.1.1.2 Akrosom

Akrosom je specializovana organela pokryvajici pfedni ¢ast jadra spermie. Velikost a
tvar akrosomu se druhové lisi, ale u vSech savct se sklada z ekvatoridlniho segmentu
tvotici spodni ¢ast akrosomu a hrajici roli pfi fuzi spermie a vajicka a akrosomalni ¢epicky
tvofici pfredni ¢ast akrosomu. Akrosom je formovan v pribéhu spermatogeneze z Golgiho
aparatu a je tvotren vnitini a vnéjsi akrosomalni membranou. Vnitini akrosomalni membrana
prekryva predni ¢ast vnéjsi jaderné membrany a vnéjsi akrosomalni membrana lezi té€sné€ pod
plazmatickou membranou v pfedni ¢asti hlavicky. Tato membranova organela obsahuje
lytické enzymy, jak bézné hydrolazy nachéazejici se v lysozymech, tak enzymy specifické pro
spermatogenni bunky jako je proakrosin nebo hyaluronidaza (glukosidaza), ktera se vSak od
bézné lysozomalni formy lisi. Syntéza akrosomalnich enzymii zacina jiz v pachytennim
stddiu meiozy v pribchu spermatogeneze, kdy akrosomalni vacek jest¢ neni vytvofen.
Proakrosin je neaktivni forma enzymu, ktery je syntetizovan pievazné v kruhovych
spermatidach, a patii do serin-proteazové superrodiny. V prubéhu akrosomalni reakce (AR)

je proakrosin §tépen a vznika jeho aktivni forma — akrosin (Yanagimachi, 1994).

2.1.1.3 Cytoskelet hlavicky

Cytoskelet hlavi¢ky spermie jednak urcuje tvar hlavicky, jednak hraje roli pii pruniku
spermie vajeCnymi obaly. Podle vyskytu lze cytoskelet rozdélit na tii ¢asti. Subakrosomalni
cytoskelet se nachazi mezi jadrem a akrosomem a je velmi ndpadny u spermii hlodavci,
zatimco u spermii s ovalnym a kruhovym tvarem hlavicky je nepatrny. Postakrosomalni

cytoskelet se nachdzi mezi jadrem a plazmatickou membranou posteriorné¢ od akrosomu a
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paraakrosomalni cytoskelet se nachazi mezi akrosomem a plazmatickou membranou

(Yanagimachi, 1994).

2.1.1.4 Bicik

Bic¢ik spermie se sklada ze ctyfech odlisnych ¢asti — kréek spojujici hlavicku a bicik,
mitochondrialni ¢ast (middle piece), hlavni ¢ast (principal piece) a koncovou ¢ast (end
piece). Celkova délka bi¢iku 1 poméry jeho jednotlivych €asti se druhové lisi (Yanagimachi,
1994). Jak jiz bylo feceno, bi¢ik slouzi k pohybu a tedy k dosazeni mista oplozeni. Pohybu
napomaha cytoskelet. Celou délkou biciku probiha axonema, struktura skladajici se ze dvou
centralnich mikrotubulti, které jsou obklopeny deviti dvojicemi mikrotubuli (A + B) (obr.3).
Z mikrotubulu A vybihaji dv€ dyneinovd raminka sméfujici k néasledujici dvojici
mikrotubuld, tato struktura je nezbytnd pro pohyb. Axonema vychdzi z centrioly, kterd lezi
u posteriorniho konce jadra. Témér v celé délce biciku je axonema obalena vnéjSimi hustymi
vlakny (outer dense fibers), ve stfedni ¢asti pak navic jesté mitochondriemi. Mitochondrie
jsou nezbytné pro zajisténi energie v podobé ATP nutné pro pohyb biciku. ATP pochazejici
z mitochondrii je dyneinovymi raminky hydrolyzovdno a uvolnéna energie poté umoziuje
klouzani vnéjSich dvojic mikrotubulli, coz vede k ohybu biciku a tedy pohybu spermie

(Alberts et al., 2002).
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Obr.3 Uspoiadani mikrotubuli v bic¢iku: pficny fez bicikem pod elektronovym mikroskopem (A);

schematické znazornéni (B) (Alberts et al., 2002).
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2.1.1.5 Plazmaticka membrana

Plazmatickd membréana spermii nema jednotné slozeni a je rozdélena do funkcnich
domén. Molekuly zahrnuté v akrosomalni reakci jsou pfitomny v membrané v misté
akrosomdlni cepicky, zatimco membrana ekvatoridlniho segmentu obsahuje molekuly
nezbytné pro fuzi spermie s vajickem. Plazmatickda membrana v oblasti bi¢iku obsahuje pak
molekuly zahrnuté v aktivité¢ bi¢iku. Hlavni slozku plazmatické membrany spermii tvoii
fosfolipidy, nezastupitelnou roli vSak hraji steroly, predevSim cholesterol, ktery urcuje

tekutost membrany (Yanagimachi, 1994).

2.1.2 Spermie v samcim reprodukcénim traktu

Spermie vznikaji ve varlatech procesem spermatogeneze. Z varlat jsou pak odvadény fadou
kanalkii, ve kterych dochézi k jejich zakoncentrovani a v nadvarlatech podstupuji prvni
maturacni proces tzv. epididymalni maturaci. V koncové ¢asti nadvarlat (cauda epididymis)

jsou poté skladovany az do ejakulace, béhem niz se dostavaji do styku se semennou plazmou.

2.1.2.1 Vznik spermii

Pro vznik spermii je nezbytna nizS$i teplota nez je teplota télni, proto pfi
embryondlnim vyvoji dochédzi k sestoupeni varlat do Sourku. Nesestoupld varlata vedou
k vaznému poskozeni spermatogeneze a nasledné k neplodnosti. Spermie nevznikaji v celém
varleti najednou, ale spise ve vinach podél semenotvornych kanalki.

Spermie vznikaji procesem spermatogeneze, na ktery navazuje spermiogeneze
(obr.4). Pti spermatogenezi dochdzi nejprve k mitotickému déleni spermatogonii A, které lezi
pfi basalni membrané semenotvornych kanalkii. Tim je zajisténo jednak zachovani pocetniho
stavu a jednak vznik spermatogonie B, ktera jiz nema kontakt s basalni membranou a dava
vznik primarnimu spermatocytu. Primarni spermatocyty maji stejné jako somatické bunky
dvé sady chromozomi a jsou tedy oznacovany jako diploidni. Priméarni spermatocyt se dale
meioticky d€li, coz vede ke vzniku Ctyt spermatid. Béhem prvniho meiotického déleni
dochézi k redukci poctu chromozomd, vzniklé sekundarni spermatocyty maji tedy jiz jen
jednu sadu chromosomt, nicméné jest¢ stale maji zdvojené chromatidy. Sekundarni

spermatocyty podstupuji druhé meiotické déleni, béhem kterého dochazi k rozestoupeni
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chromatid a vzniklé spermatidy jiz jsou plné haploidni a déale se ned€li. Spermiogeneze je
d¢j, pii kterém dochézi k morfologickym zménam vedoucich ke kone¢né podobé spermie.
Tyto zmény zahrnuji odvrzeni nadbyte¢né cytoplazmy v podobé¢ rezidudlnich télisek, které
jsou fagocytovany Sertoliho bunikami, tvorbu akrosomu z Golgiho aparatu, formovani biciku,
kondenzaci chromatinu, kdy dochazi k ¢astecnému nahrazeni histonli protaminem, a

koncentrovani mitochondrii pti bazi bic¢iku (Yanagimachi, 1994; Gilbert, 2006).
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Obr.4 Spermatogeneze. Popis viz text.

(https://courses.stu.qmul.ac.uk/smd/kb/microanatomy/humé&ev/index.htm)

2.1.2.2 Epididymalni maturace

Testikularni spermie je jiz morfologicky zrald, nicméné stadle neni schopnéd uspésné
oplodnit vajicko. Proto, aby ziskala vlastnosti nezbytné pro uspésné oplozeni musi nejprve
podstoupit fadu regulovanych déji. Prvni takovy zraci d€j spermie podstupuji jesté v sam¢im
organismu. Ze semenotvornych kanalkii putuji spermie skrz tubuli recti, rete testis a ductuli

efferents, ve kterych dochazi ke vstfebavani az 90% tekutiny, do hlavy nadvarlete (caput
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epididymis). Teprve pii prachodu nadvarlaty spermie zacinaji ziskavat schopnost oplozeni.
Tomuto dé&ji se fika epididymalni maturace.

U kanct se ,,plodné* spermie objevuji uZ v hlavé nadvarlete (caput), zatimco u lidi se
objevuji az v téle nadvarlete (corpus). Obecné je vSak pfijimano, Ze vétSina spermii ziska
schopnost oplozeni az po dosazeni proximalni ¢asti ocasu nadvarlete (cauda), kde jsou
spermie skladovany (Yanagimachi, 1994). Testikularni spermie nejsou schopné pohybu bud’
vibec, nebo jen velmi omezené. Schopnost pohybu =ziskdvaji pravé az procesem
epididymalni maturace, pii kterém dochdzi ptfedev§im ke zméndm v plazmatické membrang.
Epididymalni tekutina ma velkou absorb¢ni a sekretujici aktivitu. Béhem prichodu spermii
nadvarlaty jsou mnohé molekuly (proteiny, lipidy, peptidy) na plazmatické membrané
spermii ménény (pf. glykosylovany), maskovéany, nebo odstrafiovany a zéaroven jsou
adsorbovany a vcleiiovany molekuly nové, syntetizované v nadvarlatech. Naptiklad
cholesterol je ve znacné mife sekretovan v epididymis a v€lenovan do plazmatické
membrany spermii, ¢imz pfispiva k jeji stabilizaci (Yanagimachi, 1994). Jin¢ molekuly
epididymalniho plvodu mohou pfispivat k piezivani spermii v prostiedi zenského
reprodukéniho traktu, nebo se mohou ucastnit vazby spermie na zona pellucida, popft.
plasmatickou membranu vajicka. B¢hem epididymalni maturace rovnéz dochazi ke zménam
ve vngjsi akrosomalni membrané, coz mize predstavovat pfipravu membrany na splynuti
s plasmatickou membranou béhem akrosomalni reakce (Yanagimachi, 1994).

V pribéhu epididymalni maturace tedy dochazi k mnoha zménam, které ,,ptipravuji*
spermii na jeji dalSi cestu. Ackoli jsou tyto spermie jiz schopné pohybu a in vitro jsou
schopné oplodnit vajicko, pro uspésné oplozeni in vivo musi jesté dosahnout vaji¢ka, navazat
se na zona pellucida, podstoupit akrosomalni reakci, proniknout vajecnymi obaly a sfuzovat
s vajickem (Baldi et al., 2002). Potfebuji tedy minimalné ptezit néjaky Cas v ,,nehostinném*
prostiedi zenského reprodukéniho traktu. Béhem této periody spermie ziskavaji schopnosti

nezbytné pro uspésné oplozeni vajicka procesem zvanym kapacitace.

2.1.3 Spermie v samic¢im reprodukcénim traktu

Po kopulaci se spermie dostavaji do Zzenského reprodukcniho traktu, kde podstupu;ji
dal$i maturacni déje, jako je kapacitace a akrosomadlni reakce. Tyto maturacni déje jsou
nezbytnou prerekvizitou pro uspé$né oplozeni vajicka a jakakoli jejich disregulace mize vést

k selhani oplozeni.
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2.1.3.1 Kapacitace

Jako kapacitace je oznacovan dé&j, ptfi kterém dochazi k tadé regulovanych
biochemickych a biofyzikdlnich zmén, které nastavaji u spermii v sami¢im reprodukénim
traktu. Prvni, kdo v roce 1951 dolozil potiebu kapacitace pro tspé$né oplozeni vajicka, byli
nezéavisle na sobé Chang a Austin (1951). Dodnes vSak nejsou zcela zndmy jeji molekularni
mechanismy. V prubéhu kapacitace dochazi k odstrafiovani a zméndm stabilizator nebo
ochrannych plasth plazmatické membrany spermii, coz ji Cini citlivéjsi ke specifickému
prostiedi fertilizace (Yanagimachi 1994).

Rychlost kapacitace neni pouze druhové specifickd a uréena kvalitou spermatu, ale je
rovnéz dana hormonalnim stavem samice. Pafi-li se samice pied ovulaci, spermie jsou
skladovany v isthmu vejcovodu, kde dochazi kjejich navazani na epitel a vytvofeni
oviduktalniho rezervoaru spermii (Smith et al., 1987; Yanagimachi and Chang, 1963). Vazba
spermie na epitel vejcovodu pomahd udrZet plazmatickou membranu spermii stabilni, ¢imz je
sice zpomalena kapacitace, zato prodlouzena jejich zivotnost. Pafi-li se vSak samice az po
ovulaci, kapacitace spermii je urychlena a spermie opousti isthmus dfive, aby ,,stihly*
dosahnout vajicka ve spravny cas.

Po kopulaci jsou spermie skladovany v zévislosti na druhu bud’ ve spodni ¢asti
isthmu, kde dochdzi k navdzani spermii na epitel vejcovodu a vytvofeni oviduktalniho
rezervoaru, nebo u jinych druhid vcetné c¢loveéka, jsou spermie nejprve skladovany
v cervikdlnim mukusu a teprve pozdéji dochazi k vytvoreni oviduktdlniho rezervoaru
(Yanagimachi, 1994). Cervikalni mukus chrani spermie pifed ,,nehostinnym* prostfedim
vaginy a fagocytozou vaginalnimi leukocyty, rovnéz brani vstupu semenné plasmy do délohy
a odstrafiuje morfologicky abnormalni spermie (Chretien, 1977). Pozd¢&ji, v dobé ovulace,
jsou spermie z oviduktalniho rezervoaru uvolfiovany a tvofi subpopulaci, ktera oplodni
vajicko. Spodni ¢ast isthmu je bohatd na adrenergni receptory a krevni vyZiva je
zprostfedkovana utero-tubalni arterii, kterd ptfinasi krev bohatou na vajecnikové hormony,
coz naznacuje, ze tato cast vejcovodu muze byt velice citlivd k sebemen$im zméndm
v profilu ovaridlnich hormonti (Hunter et al., 1983). K uvolnéni z isthmu pfispivaji zmény
v plazmatické membrané v hlavicce spermii, ke kterym dochazi v pribéhu kapacitace, a
hyperaktivace motility (Yanagimachi, 1994). Poté spermie putuji skrz lumen vejcovodu do
ampuly vejcovodu, kde se v idealnim piipadé setkavaji s vajickem a dochazi k oplozeni.

V prvnim ptipadé kapacitace spermii probihd ve spodni ¢asti isthmu (Yanagimachi,

1994). Kapacitaci nedokoncuji vSechny spermie najednou, ale spiSe postupné a jsou tedy i
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postupné uvolnovany z epitelu isthmu. U druht, u kterych jsou spermie skladovany béhem
pafeni nejprve ve vagin€, kapacitace muze zacit jiz pfi prachodu spermii cervikalnim
mukusem (Yanagimachi, 1994). Neni vsak jisté, zda se takovéto spermie ucastni oplozeni.
Naptiklad u kieckl, pln€é kapacitované spermie nejsou schopné migrovat z délohy do
vejcovodu a vajicko tedy nemohou oplodnit (Shalgi et al., 1992).

Béhem kapacitace dochazi ke zméndm v intraceluldrnich koncentracich iontd a
zméndm ve slozeni a distribuci lipida a fosfolipidii, v disledku ¢ehoz dochdzi ke zvysSeni
fluidity membrany (Lamirande et al., 1997). Dale dochéazi k odstraiiovani integrovanych
proteintt pochdzejicich z nadvarlat (akrosom stabilizujici protein) a semenné plazmy
(dekapacitacni faktor, caltrin) (Yanagimachi, 1994). Dalsi slozky semenné plazmy jako je
adenosin, ,,fertilization promoting peptid®, kalcitonin a angiotensin II jsou v in vivo systému
nezbytné pro spravné nacasovani kapacitace a akrosomalni reakce (Fraser et al., 2006a). Tyto
latky se vazi na specifické receptory v membrané spermie a spousti signalni kaskady vedouci
k produkci c-AMP. Protoze zvySujici se hladina c-AMP je spojovana s kapacitaci i
akrosomalni reakci a pfedCasna akrosomalni reakce je nezadouci, je tfeba hladinu c-AMP
regulovat. S vyjimkou angiotensinu II pfed¢asné akrosomalni reakci tyto latky zabramuji
naslednym snizenim produkce c-AMP v kapacitovanych spermiich. DalSim reguldtorem
kapacitace je fosfodiesteraza, enzym, ktery $tépi c-AMP na jeho neaktivni metabolit 5’AMP
a jehoz hladina se s postupujici kapacitaci snizuje (Fraser et al, 2006a).

Vedle odstraiiovani nékterych slozek membrany, jiné slozky mohou byt dale
maskovany ¢i naopak odmaskovany a zpfistupnény tak okolnimu prostiedi. Vysledkem
takovychto zmén je odhaleni receptorit na povrchu spermie nezbytnych pro rozpoznani a
vazbu spermie na zona pellucida vajicka (Abou-haila and Tulsiani, 2009).

Ejakulované spermie maji diky navadzani né€kterych slozek ze semenné plazmy
(glykoproteiny, polypeptidy vcetné tzv. dekapacitacniho faktoru) stabilizovanéjsi
plazmatickou membranu a jsou tedy rezistentnéj§i ke kapacitaci v porovnani
s epididymalnimi spermiemi (Yanagimachi, 1994). Kapacitace je rovnéZ spojovdna se
zvySenim fosforylace proteini na tyrosinovych, serinovych a threoninovych zbytcich,
zvySenim metabolismu a hyperaktivaci motility (Baldi et al., 2002).

Stejné jako jiné bunky i spermie musi udrzovat iontovy gradient napfi¢ plazmatickou
membranou, proto u epididymalnich spermii je intracelularni koncentrace draselnych iontt
zpocatku vysoka (120 mM), zatimco intraceluldrni koncentrace sodnych iontl je nizka
(14 mM). V priibéhu kapacitace se vsak toto iontové prostfedi méni, zvySuje se intracelularni

koncentrace sodiku, vapniku a bikarbonatu, v disledku ¢ehoz se zvysuje i intracelularni pH,
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a naopak intracelularni koncentrace draselnych, zine¢natych a chloridovych iontl se snizuje
(Yanagimachi, 1994).

Zvysena koncentrace bikarbonatu a vépniku vede k aktivaci adenylat cyklazy (Baldi
et al.,, 1996). Aktivovana adenylat cyklaza produkuje c-AMP, coz vede k aktivaci c-AMP
dependentni protein kinazy A (PKA), ktera zplsobuje aktivaci skramblazy (Harrison and
Gadella, 2005). Skrambldza je enzym zodpovédny za premistovani fosfolipidi v ramci
vnitiniho a vnéjSiho listu membrany. V disledku poruseni asymetrie vnéj$itho a vnitiniho
listu membrany dochéazi k usnadnéni odstraniovani cholesterolu z plazmatické membrany.
Albumin a HDL (high-density lipoproteins) vyskytujici se v sami¢im reprodukénim traktu
napomahaji odstraniovani cholesterolu z membrany spermii, ktera se tak stava piistupnéjsi
pro lipid vézajici komponenty oviduktalni tekutiny (Abou-haila and Tulsiani, 2009). Tyto
zmény vedou ke zvySeni fluidity membrany jak v oblasti hlavicky, tak v oblasti bi¢iku
(pfedevSsim v principal piece). V plazmatické membran¢ v oblasti akrosomu je
u nekapacitovanych spermii vysokd koncentrace sterold (ptfedevSim cholesterolu). Po
kapacitaci je tato koncentrace znacné sniZena, coZ spolu s produkci flzogennich slozek
pfipravuje spermii na akrosomalni reakci (Yanagimachi, 1994).

Aktivovand PKA rovnéZ fosforyluje tyrosin kindzu na serinovych a threoninovych
zbytcich, ¢imz dochazi k jeji aktivaci. Fosforylovana tyrosin kindza pak fosforyluje dalsi
proteiny na tyrosinovych zbytcich (Baldi et al., 1996). Protein tyrosinova fosforylace je
posttransla¢ni modifikace proteinti typicka pro kapacitaci a AR spermii. Vzhledem k vysoce
kondenzované DNA a tedy nemoznosti ovliviiovat bunécné déje na urovni syntézy novych
proteinti, je postranslacni modifikace velice dulezitou soucasti signalizacnich d&ja ve
spermatické buiice. BEhem kapacitace jsou na tyrosinovych zbytcich fosforylovany proteiny
o molekulové véze 95, 51 a 75 kDa (Baldi et al., 1996). Pfedpoklada se, Ze protein tyrosinova
fosforylace hraje dulezitou roli v regulaci draselnych a vapenatych kanalt. 95-100 kDa
protein lokalizovany v akrosomu je mozny tyrosin kindzovy receptor spermie pro vazbu na
ZP3 protein vajicka, ktery je béhem kapacitace a nasledné akrosomalni reakce fosforylovan

(Baldi et al., 2002).

21



BE R e 55 R -choaluvbemll el

1 ol -
e § gheephueligut st Phrons

i ekt EE:; Bl
fetr
rw};] . i . &=
m ]
% o e # frwaee]
) % G trexue =c- fipmg
T [y Q |:1:P

-:::I |T5-'ma'nephomhu}flalim | B
'.-\.

PLCA |

Nt

Obr.5 Schematické znazornéni hlavnich déji spojovanych s pribéhem kapacitace. Popis viz

text. (Baldi et al., 1996).

Proces kapacitace je mozné navodit v in vitro podminkach. Kapacitatni medium se
druh od druhu mize lisit. Bézné kapacitacni medium obsahuje energeticky substrat (pyruvat,
laktat, glukosa), cholesterolovy akceptor (BSA), Na', HCO’ , Ca2+, nizkou koncentraci K a
fyziologickou koncentraci Na™ (Visconti et al., 2002). B&ézn& pouzivana kapacitaéni media
jsou upravené Tyrodovo a Krebs-Ringerovo medium. Komeréné dostupné je rovnéz Ham

F10 medium doplnéné o krevni serum, které je pouzivano predevsim pro in vitro fertilizaci.

2.1.3.2 Akrosomalni reakce

Vajicka savcil jsou obklopena glykoproteinovym plastém zvanym zona pellucida a po
ovulaci navic jeSt¢ kumuldrnimi bunkami a jejich matrix, jehoz hlavni slozkou je
polymerizovana hyaluronova kyselina. Skrz tuto bariéru musi spermie proniknout dfive nez
muze sfuzovat s plazmatickou membranou vajicka. Je prokazano, Ze pouze spermie, ktera
podstoupila akrosomalni reakci po navazani na ZP vajicka, je schopna proniknout skrz tento
obal a sfuzovat s plazmatickou membréanou vajicka. Déle je znamo, ze spermie neni schopna
podsoupit akrosomalni reakci spontanné ani po indukci ligandem, pokud neprosla procesem
kapacitace (Yanagimachi, 1994).

Pii akrosomalni reakci dochazi k mnohonasobnému splynuti vnéjsi akrosomalni
membrany a nad ni lezici plazmatické membrany, coz umozni vyliti akrosomdlniho obsahu a

tedy uvolnéni hydrolytickych enzyml (Abou-haila and Tulsiani, 2009). Této fuze se
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neucastni vnéjsi akrosomalni membrana v oblasti ekvatoridlniho segmentu, ktera je potiebna

pro fuzi plazmatické membrany spermie a vajicka (Yanagimachi, 1994).
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Obr.6 Akrosomalni reakce: Fuze vngjsi akrosomalni membrany a nad ni lezici plazmatické
membrany (b), které je nasledovano uvolnénim akrosomalniho obsahu (c). Obrazek (a) znazoriuje

intaktni akrosom (http://web.virginia.edu/Heidi/chapter34/chp34.htm).

Fyziologické akrosomalni reakce je vyvoldna po navazani receptorl spermie na protein
zona pellucida vajicka (ZP3), ktery usnadnuje agregaci povrchovych receptorti spermie
(Yanagimachi, 1994). Akrosomdlni reakce muze byt vyvolana také po indukci
progesteronem, ktery je pfitomny v kumularni matrix, nicméné¢ o progesteronu jako
o fyziologickém aktivatoru akrosomalni reakce se spekuluje (Baldi et al., 2002). Vazba na
protein ZP3 vede ke vtoku vapniku skrz napétové fizené vépenaté kandly. ZvySeni
intracelularni koncetrace vapniku pak vede k aktivaci adenylat cyklazy (AC), fosfolipazy C
(PLC) a fosfolipazy A2 (PLA2). Aktivovana AC produkuje c-AMP, ktery nasledné aktivuje
protein kindzu A (PKA). Aktivovana PLC produkuje inositol-3-fosfat (IP3) a diacylglycerol
(DAG), coz je fyziologicky aktivator protein kindzy C (PKC). Jak PKA, tak PKC néasledné
fosforyluji rtizné proteiny nezbytné pro akrosomalni reakci, ¢imZ mohou meénit jejich
aktivitu. Aktivni PLA2 S§tépi fosfatidylcholin na fizogenni latky lysofosfatidylcholin a
arachidonovou kyselinu (Baldi et al., 2002). Soucasné se zvySujici se koncentraci vapniku a
pH dochézi k depolymerizaci F-aktinu (filamentous) na monomerni G-aktin (globular).

F-aktin tvofi u kapacitovanych spermii fyzikalni bariéru mezi vnéjSi akrosomalni a
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plazmatickou membranou. Po jeho depolymerizaci se obé membrany ptiblizi, coz spolu

s produkci fizogennich latek vede k akrosomalni reakci (Abou-haila and Tulsiani, 2009).

Obr.7 Schematické znazornéni déji vedoucich k indukci akrosomalni reakce (Baldi et al.,

1996). Popis viz text.

Vedle fyziologické akrosomalni reakce spermie mohou podstoupit také spontanni
akrosomalni reakci, ktera je vyvolana bez vnéj$iho stimulu. Mnoho spermii umira na cesté za
vajickem v zenském reprodukénim traktu, jiné podstupuji spontanni akrosomalni reakci.
Protoze po akrosomalni reakci spermie ztraci své povrchové receptory pro rozpoznani a
vazbu na ZP vajicka a neni schopnd proniknout vajecnymi obaly, i1 takovéto spermie jsou
v in vivo systému neschopné oplodnit vajicko. Je zfejmé, Ze akrosomalni reakce slouzi pouze
k proniknuti vajecnymi obaly, protoze spermie, které prodélaly akrosomalni reakci
predcasné, jsou schopné oplodnit vajicko zbavené ZP a dat vznik normalnim potomkiim

(Yanagimachi, 1994).
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2.2 Estrogeny

2.2.1 Syntéza estrogenii

Estrogeny jsou hydrofobni slouceniny s osmnéacti uhlikovymi atomy a aromatickym
jaddrem, které patii do skupiny tzv. steroidnich hormont. Steroidni hormony jsou
syntetizovany ze spolecného prekurzoru-cholesterolu. Jeho postranni fetézec je Stépen
enzymem CYP11Al, ktery tak katalyzuje pfeménu 27-uhlikové slouceniny na 21-uhlikovy
pregnenolon. Pregnenolon je poté preménovan bud pres deltaS drahu skrz
dehydroepiandrosteron nebo ptes deltad drahu skrz androstenedion na testosteron. Jak
androstenedion, tak testosteron jsou prekurzory estrogentl, které z nich vznikaji oxidativnim
odstranénim metylové skupiny na uhliku 19 a nasledné aromatizace kruhu A
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5757&loc=ec_rcs). Cirkulujici
estrogeny existuji v dynamické rovnovaze metabolické premény. Ta nastdva piedevsSim
v jatrech, kde pii katabolizmu estradiolu vznika oxidaci estron (tento proces je vratny) a

naslednou hydrataci estriol.

2.2.2 Zastupce estrogenii

Mezi endogenni estrogeny patii 17-f estradiol (E2), estriol (E3) a estron (El).
17-B estradiol je 18ti uhlikovy steroidni hormon s hydroxylovou skupinou na 3-beta a
17-beta pozici. Estriol ma oproti 17-f estradiolu navic hydroxylovou skupinu na 16-alfa
pozici a estron se od 17-f estradiolu li§i ve skupiné navdzané na 17-beta pozici, kde misto
hydroxilové skupiny nese ketonovou skupinu (obr.8). Nejsilnéjsi z téchto estrogeni je
estradiol, asi 10x slabsi je estron a nejslabsi uc¢inky vykazuje estriol. Estradiol je
pfevazujicim estrogenem u Zen od prvni menstruce po menopauzu, poté zane prevazovat
estron.

Mezi primysloveé vyrabéné estrogeny patii synteticky alkylovany 17-a etynylestradiol
(EE2), ktery vzniké alfa-substituci etynylové skupiny na 17. uhliku estradiolu (obr.8). Je-li
podavan ordlné, ma vysokou estrogenni aktivitu a Casto se pouziva jako slozka oralni

antikoncepce.
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Obr.8 Strukturni vzorce estrogenii a jejich spoleéného prekurzoru cholesterolu.

2.2.3 Zdroje a hladiny endogennich estrogenii

Estrogeny byly pivodné povazovany za sami¢i hormony, nicméné nachdzeji se
v men$i mife i v télech samct.

U samic jsou estrogeny produkovany piedev§im v Graafovych folikulech ve
vajeCnicich, v mensi mife pak v klfe nadledvin a tukové tkani a v dobé pregnace také
placentou. Jejich hladina neni konstantni, ale periodicky se méni v pribéhu ovaridlniho
cyklu. Béhem prvni ¢asti cyklu dochazi k progresivnimu zvySeni koncentrace estradiolu,
nejvyssi hladina je dosazena tésné pied ovulaci. Po ovulaci, pokud nedojde k oplozeni
vajicka, dochézi k opétovnému snizeni jeho hladiny.

U muzi jsou estrogeny produkovany tkéani varlat (Hess, 2000) a stejn¢ jako u Zen
v kiife nadledvin a tukové tkéni. Za produkci estrogenii ve varlatech je zodpovédny enzym
aromataza, ktery preménuje androgeny na estrogeny (Carreau et al., 1999). Hlavnim zdrojem
estrogent ve varlatech jsou ziejmé Sertoliho a Leydigovy buiiky, nicméné aromatdza byla
rovné¢z prokazana v zarode¢nych bunkach a spermiich (Rochira et al., 2005) a je tedy mozné,

ze malé mnoZstvi estrogenu jsou schopny produkovat i samotné spermatické buniky.
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Tabulkal Oc¢ekavané hodnoty E2 u Zen a muZi.

Zeny folikularni faze 110 - 330 pmol/l
Zeny ovulaéni peak 480 - 1170 pmol/l
Zeny lutealni faze 260 - 730 pmol/l
Zeny menopauza 40 -150 pmol/l
Muzi muzi 40 -180 pmol/l

http://www.jergym.hiedu.cz/~canovm/alkaloid/prirlatk/h3.html

2.2.4 Pusobeni estrogenii

Pisobeni estrogent je velice rozmanité a zavisi rovnéz na typu tkané. V jedné tkani
mohou pisobit jako agonisté, zatimco u jinych bun€k stejny estrogen plsobi jako
antagonista. Neni tedy dilezitd pouze piitomnost a koncentrace estrogent, ale rovnéz i
bunéény kontext (Hammes and Levin, 2007). Estrogeny hraji roli v mineralizaci kosti,
kardiovaskularnim systému, nervovém systému, imunitnim systému a piedevSim
v reprodukénim systému (Luconi et al., 2002). Cirkulujici estrogeny rovnéZ diky negativni
zpétné vazbé ovliviiuji sekreci hormont hypofyzy (gonadotropini, luteinizaéniho hormonu a
folikul stimulujiciho hormonu), (Luconi et al., 2002).

U Zen jsou estrogeny zodpoveédné za vyvoj zenskych sekundarnich pohlavnich znaka
a v reprodukénim veku hraji dilezitou roli v estralnim cyklu, kde odpovidaji za periodicky
vyvoj délozni sliznice. Z jejich role v estralnim cyklu je také odvozen jejich nazev.

U muzii estrogeny maji vliv na prichod spermii muzskym reprodukénim traktem
(Hess, 2003) a ziejmé hraji roli 1 v dalSich zracich d&jich, které spermie prodélava v zenském
reprodukénim traktu, tedy na kapacitaci a akrosomalni reakci (Fraser et al., 2006b; Adeoya-
Osiguwa et al., 2003). Déale maji estrogeny vliv na vyvoj varlat. Abnormalné vysoka
koncentrace estrogenu muze poskodit vyvoj Leydigovych bunék, coz vede ke snizeni
produkce testosteronu (Sharpe and Skakkebaek, 1993). Ve vyvijejicich se varlatech ma
estrogen nepiimy vliv na ustanoveni poc¢tu Sertoliho bunék (Sharpe and Skakkebaek, 1993).
Ustanoveni poctu Sertoliho bun€k nastava ve fetalni, neonatalni a prepubertalni fazi Zivota a
je pod kontrolou folikul stimulujiciho hormonu (FSH). Protoze estrogen inhibuje sekreci
FSH, vystaveni sam¢iho plodu estrogenu vede ke sniZzeni poctu Sertoliho bunék a protoze

kazda Sertoliho builka mutze podporovat pouze omezeny pocet zarodeCnych bunék
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vyvijejicich se ve spermie, estrogen nepiimo ovliviiuje produkci spermii, nicméné jejich

kvalita zdistava nezménéna.

2.2.4 .1 Vliv estrogenii na spermie

Je zifejmé, Ze spermie jsou vystaveny pusobeni estrogenu jak v pribéhu svého
vzniku, tak pozd¢ji pii pruchodu a skladovani v sami¢im reprodukénim traktu. Neni proto
ptekvapivé, ze vliv estrogenu na tyto vysoce specializované bunky je studovan jiz nékolik
desetileti. Bylo prokédzano, Ze estradiol stimuluje motilitu, zvySuje oxidativni metabolismus a
intracelularni koncentraci ATP (Idaomar et al., 1987). Naopak antiestrogen tamoxifen tyto
vlivy inhibuje s vyjimkou oxidativniho metabolismu. O rok pozd¢ji Calzada a spol. (1988)
prokazal zvySeni membranového potencidlu u spermii inkubovanych v pfitomnosti
estrogenu.

Dalsi studie byly provadény predevsim na lidskych spermiich a bylo prokazano, ze
E2 zvysSuje intracelularni koncentraci vapniku a fosforylaci proteinti na tyrosinovych
zbytcich, nicméné tyto zmény nevedou k indukci akrosomalni reakce (Luconi et al., 1999; He
et al., 2005). Naopak vliv E2 spiSe interferuje s vlivy vyvolanymi u spermii po inkubaci
s progesteronem (Luconi et al.,, 2001). Progesteron u spermii vyvolava dvojfazovy vtok
vapniku a akrosomalni reakci. V prvni fazi stimuluje rychly vtok vapniku a ve druhé fazi
nastava faze platd, kterd je spojovana s indukci akrosomalni reakce (Baldi et al., 1996).
Protoze E2 tuto fazi snizuje, pfedpokladd se, Ze inhibice progesteronem stimulované
akrosomalni reakce je zplisobena pravé inhibici platd faze (Luconi et al., 2001). Podle studie,
kterou provedl Luconi a spol. (1999) se vliv E2 zda byt specificky, protoze 17a-estradiol
nevyvolava vzrist intraceluldrni koncentrace vépniku ani neinterferuje s progesteronovymi
vlivy. Inhibi¢ni vliv E2 na akrosomalni reakci vyvolanou progesteronem potvrdila 1 pozdé;si
studie (Vigil et al., 2008). Moznym vysvétlenim inhibi¢niho vlivu E2 na vlivy vyvolané
progesteronem by mohla byt interference jejich signalnich drah nebo pfima kompetice
pozorovana silnd kompetice ve vazbé na membrdnu spermie mezi E2 a progesteronem
(Cheng et al., 1981b) a navic progesteron nebyl ucinny ve sniZzeni vazby E2 na spermie
(Hernandez-Pérez et al., 1979). Podobny vliv jako E2 maji také dva estrogenni antagonisté
Tamoxifen a ICI 164 384, narozdil od E2 vsak jejich ptisobeni nevede k inhibici akrosomalni

reakce stimulované progesteronem (Luconi et al., 2001).
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Inhibi¢ni vliv E2 na progesteronové pusobeni byl rovnéz prokdzan na trovni vazby
spermie na vajicko u hovéziho dobytka (Lukoseviciute et al., 2007), jind skupina tento
inhibi¢ni vliv u lidi nepotvrdila (Francavilla et al., 2003). E2 rovnéz inhibuje zvySeni
hyperaktivace vyvolané progesteronem. Zde vSak tato inhibice byla zpiisobena inhibici
tyrosinové fosforylace a opét 17a-estradiol nemél vliv na Gcinky progesteronu (Fujinoki,
2010).

Odlisné  vysledky vlivu E2 na spermie publikovaly dals$i skupiny.
U nekapacitovanych mysich spermii byl prokazéan stimulacni vliv E2 jak na kapacitaci, tak
oproti difivéjsim studiim na akrosomalni reakci (Fraser et al., 2006b; Adeoya-Osiguwa et al.,
2003), zatimco na kapacitované spermie E2 vliv nemél (Adeoya-Osiguwa et al., 2003).
Protichtidné vysledky ziskala jind laboratof, kterd u nekapacitovanych lidskych spermii
zadny vliv nepozorovala, naopak u kapacitovanych spermii po stimulaci E2 prokazala
zvySeni akrosomalni reakce a intracelularni koncentrace vapniku (He et al., 2005). Odlisné
vysledky téchto skupin mohou byt odrazem rtiznych savéich modeld, rovnéz vliv by mohl
mit 1 fakt, Ze mysi spermie byly epididymalni, zatimco lidské ejakulované. Tyto skupiny dale
inkubovaly spermie s konjugatem E2-BSA, ktery neni schopny prochdzet plazmatickou
membranou, a pozorovaly stejné vlivy jako u jeho nekonjugovaného protéjSku, coz
naznacuje zahrnuti membranového receptoru ve zprostfedkovani E2 odpovédi.

Stimulacni vliv E2 na kapacitaci a akrosomalni reakci byl prokazan také u kieccich
spermii inkubovanych v izolované déloze v ptitomnosti E2 (Bathla et al., 1999). Zde autofi
ptedpokladaji, ze by E2 mohl ovliviiovat syntézu proteinti délohy, které jsou dilezité pro
kapacitaci a akrosomalni reakci.

Predesl¢ studie prokézaly, ze E2 muze byt nezbytny pro zrani a funkci spermii,
nicmén¢ mechanismus, kterym E2 vyvolava své vlivy stidle neni zcela objasnén, proto se

ruzné skupiny snazi o detekci estrogennich receptort.

2.3 Estrogenni receptory

Estrogenni receptory (ERs) jsou skupinou jadernych receptorti typu I, které jsou
aktivovany hormonem E2. Do soucasnosti byly identifikovany dva jaderné estrogenni
receptory, které jsou kdodovany raznymi geny. Estrogenni receptor alfa (ERa) byl

identifikovan uz vroce 1950 a o témét pulstoleti pozdéji (1996) byl identifikovan také
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estrogenni receptor beta (ERPB), (Mueller, 2004). Diky alternativnimu sestfihu neexistuje

pouze jedna forma ERa a jedna ERp, ale je znamo vice izoforem.

2.3.1 Protein estrogenniho receptoru

Protein ER se skladad z péti domén: na N-konci je to A/B doména, kterd sdili mezi
klasickymi ER (ERa a ERB) pouze 17% homologii. Tato doména obsahuje transaktivacni
doménu AF1 (activation function), kterda vyvolava slabou transaktivaci i v nepfitomnosti
navazaného ligandu. AF-1 doména obsahuje rovnéz fosforyla¢ni mista, ktera jsou cilem fady
kinaz, které tak mohou ovliviiovat aktivitu této domény. Dal$i doménou je vysoce
konzervovana (97% homologie) C-doména, oznacovana jako DNA-vazajici doména, ktera
ma schopnost vazat se na DNA v mist¢ ERE (estrogen response element) promotoru
prislusného genu. D-doména tvoii pantovou oblast, kterd spojuje C- a E-doménu, a obsahuje
signél pro jadernou lokalizaci. E doména je tzv. ligand-vazajici doména, kterd sdili mezi
dvéma ERs 60% homologii, coz vede k podobné vysoké afinit¢ k E2, nicméné je zodpovédna
za odliSnou afinitu k riznym syntetickym a pfirodnim ligandiim, stejné tak k riznym
agonistim a antagonistim ERs. Je rovnéz druhou doménou, ktera nese transaktivaéni misto
AF2. Na rozdil od AF1 vSak vyZaduje pfitomnost navdzaného ligandu a vede
k mnohondsobn¢ vétsi transaktivaci. E doména rovnéz obsahuje vazebnd mista pro
koaktivatory a korepresory, které po navazani reguluji transaktivaéni aktivitu. Posledni
doménou je C-koncova F doména, ktera sdili pouze 18% homologii (Luconi et al., 2002),
(obr.9). Jeji funkce zatim neni zcela znama a v ramci jednotlivych izoforem ERs se miZze lisit

v délce (Ho and Liao, 2003).
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Obr.9 Strukturni domény lidského ERa a ERB. 1D aminokyselinova sekvence je zndzornéna
barevnymi obdélniky; ¢isla nad obdélnikama oznacuji prvni a posledni aminokyselinovy zbytek
kazdé domény. Oblasti receptorti zodpoveédné za specifické funkce jsou naznaceny pod obdélniky.

NTD: N-koncova doména; DBD: DNA—vazajici doména; (Koehler et al., 2005).

2.3.2 Vyskyt estrogennich receptorii

ERs se mohou v bunikdch vyskytovat jak v cytoplazmé, tak v membrané, ptipadné
jsou k membrané ptipojeny pies jiny protein. Predpoklada se, Ze membranové a jaderné ERs
jsou tentyz protein, ktery byl prenesen do membrany neznamym mechanismem. Tuto teorii
podporuji vysledky z imunodetekce membranovych ERs pomoci protildtek proti jadernym
ERs. Dalsi vysledky podporujici tuto teorii byly ziskany ze studii na mysich, které nesly
inaktivacni mutaci v genu pro ER (ERKO mysi). U ERKO mysi nebyly detekovany proteiny
jadernych ani membranovych ERs. Rovnéz doslo ke ztraté detekce proteini membranovych
ERs po transfekci bunék jadernym ERa antisense oligonukleotidem. Naopak po expresi
cDNA pro jaderné ERs v ER null bunikdch byla zaznamenana kodetekce membranovych a
jadernych ERs (Levin, 2005). A konecné sekvenaci bylo prokazano, ze membranové ERs
izolované z rakovinnych bunék jsou identické s klasickym ERa (Hammes and Levin, 2007).

Ackoli oba klasické ERs maji podobné vysokou afinitu k E2, jejich odlisna tkanova

distribuce vede k odlisSnym ucinkiim stejného hormonu v rtiznych tkénich (Luconi et al.,

2002).

31



2.3.3 Estrogenni receptor alpha (ERa)

U lidi se gen pro ERa nachazi na dlouhém raménku 6. chromosomu (lokus 6q25.1),
u mysi na 10. chromosomu (lokus 10 12.0 ¢cM) a u kancti na 1. chromosomu (NCBI). Gen
pro ERa obsahuje 8 exonli a 7 intront. Protein ERa ma velikost 67 kDa a u kanct a lidi
obsahuje 595 aminokyselin, u mysi pak o 4 aminokyseliny vice (NCBI).

67 kDa forma ERa byla nalezena v endotelianich buitkdch (Hammes and Levin,
2007), déloze, MCF7 buiikach, v ramci muzského reprodukéniho traktu pak v Leydigovych
bunikach, Sertoliho bunkach, spermatocytech, spermatidach, spermiich, ductules efferent a
epididymis (Hess, 2003; Carreau et al., 2008). U MCF7 bunék byl ERa lokalizovan
v mitochondrialni matrix (Hammes and Levin, 2007). U potkanti je ERa vysoce exprimovan
v proximalni ¢asti reprodukéniho systému (ductus efferent, rete testis, proximal epididymis),
distaln¢ se jeho exprese snizuje (corpus a cauda epididymis, vas deferens), (Rochira et al.,
2005).

ERa nemé kindzovou ani fosfatazovou aktivitu, neobsahuje hydrofobni ¢ast, ktera by
mohla pfedstavovat transmembranovou doménu a ani neni myristoylovan ¢i palmitoylovan a
nemuze tedy byt kotven do membrany (Ho and Liao, 2002). Nicméné¢ jiné prace nalezly ERa
o velikosti 66 kDa v kaveolarnich a nekaveolarnich membranovych raftech endotelidlnich
bunck, kde jeho stimulace vede k rychlé aktivaci endotelidlni syntdzy oxidu dusnatého a
nasledné produkei oxidu dusnatého (Hammes and Levin, 2007).

Zkracena forma ERa o velikosti 46 kDa byla identifikovana v MCF7 bunkach,
lidskych embryonélnich kmenovych bunkach (Hammes and Levin, 2007), lidskych
zarodecnych bunkach a zralych spermiich (Lambard et al., 2004). Tato varianta odpovida
exon 1 deletované varianté ERa (Carreau et al., 2007).

Dalsi izoformou ERa je 36 kDa forma, kterd byla nalezena v membrané rakovinnych
bun¢k, kde prenaSi estrogenni i antiestrogenni aktivaci MAPK/ERK drahy a stimuluje
bunécny rist. Tato zkracena forma postrada transaktivaéni doménu a na N-konci nese tii
rizna potenciondlni myristoylacni mista (Wang et al., 2006).

Cenné poznatky o roli ERa v muzské reprodukci byly ziskdny ze studii na ,,knock
out” mysich, kde se ukdzalo, ze aERKO mysi jsou neplodné. S vékem se u téchto mysi
snizovala motilita a pocet spermii, rovnéZz byla poskozend morfologie spermii a jejich
schopnost oplozeni. Nicméné po pfenosu zarode¢nych bun¢k z aERKO mysi do varlat ,,wild
type* mysi se schopnost oplozeni obnovila, coZ naznacuje, Ze pozorovana snizena schopnost

oplozeni u spermii je spiSe vysledkem poskozeni reprodukéniho traktu nez samotného
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procesu spermatogeneze (Luconi et al., 2002). Skutecné, bylo prokazano, ze u aERKO mysi
nejprve dochazi k doCasnému zvétSeni varlat v disledku zadrzovani vody, které je
nasledovano jejich atrofii. Zpoc€atku spermatogeneze probiha normalné, nicméné nedochazi
k zakoncentrovavani spermii ve vyvodnych kanalcich, kde v disledku chybéjicich ERs
dochézi k inhibici transportu sodiku a naslednému vstiebavani tekutiny, ktera se tak hromadi
a vede k roztazeni lumen a zpétnému tlaku na varlata, coz ve vysledku vede k jejich atrofii a

poskozeni spermatogeneze (Hess, 2003).

2.3.4 Estrogenni receptor beta (ERp)

U lidi se gen ERP nachazi na 14. chromosomu (lokus 14g23.2), u mys$i na 12.
chromosomu (lokus 12 33.0 ¢cM), a u kancd, stejné¢ jako v piipadé ERa, na 1. chromosomu
(NCBI). Gen ERp obsahuje 8 exonil a 7 intronii a jeho nezkraceny proteinovy produkt ma u
lidi a kancti molekulovou vahu 59 kDa (Rago et al., 2006; Rago et al., 2007). U mysi jsou
znamy minimaln¢ dv¢é varianty tohoto receptoru, vétSi obsahuje 567 aminokyselin a ma
molekulovou vahu 63 kDa, mensi forma o velikosti 48 kDa obsahuje 433 aminokyselin.

ERp byl prokdzan ve slinnych zlazach, vajecnicich, hladké svalovingé, nervovém a
imunitnim systému (Koehler et al., 2005) a s ohledem na sam¢i reprodukéni systém pak
v Leydigovych a Sertoliho bunkach, spermatogoniich, spermatocytech, spermatidach,
spermiich (Carreau et al., 2008), semenotvornych kanalcich, prostaté, nadvarlatech a vas
deferens (Hess, 2003).

Izoformy ERP se 1i8i v poslednim kodujicim exonu (exonu 8), ktery koduje C-konec
receptoru. PIn¢ funkéni ERP je ERB1 o velikosti 59 kDa, ktery obsahuje jako jediny helix 11
a 12 v celé jejich délce. Helix 12 je nezbytny pro navazani koaktivatorii a transaktivaci.
ERP2 mé zkraceny C-konec, coz vede k dizorientaci helixu 12 a zna¢nému zmenseni
vazebného mista pro koaktivatory. ERB4 a ERB5 helix 12 zcela postradaji. Tyto izoformy
nejsou schopné tvotfit homodimery a nemaji tedy vlastni aktivitu, nicméné¢ mohou tvofit
heterodimer s ERB1 a zvySovat tak jeho transaktivaci v pfitomnosti fyziologické koncentrace
E2. Vysoka hladina proteinu ERB3 byla prokazéana ve varlatech (Leung et al., 2006).

Stejné jako u ERa 1 u ERP byla prokdzana membranova lokalizace v endotelidlnich

buiik4dch a mitochondrialni matrix MCF7 bun€k (Hammes and Levin, 2007).
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2.3.5 Estrogenni receptory ve spermiich

Nékolik laboratofi se snazilo o detekci ERs ve spermiich, aby objasnily moznou
drédhu plsobeni estrogenu na spermie, jejich vysledky nejsou jednotné.

Prvni studie, kterd potvrdila vazbu steroidnich hormonli na membranu spermii
pochéazi z roku 1979 (Hernandez-Pérez et al., 1979). O dva roky pozd¢ji byla tato studie
potvrzena a bylo prokazano, Ze steroidni hormony se vazi v mitochondridlni oblasti biciku,
méné pak v oblasti hlavicky a krcku a slabd reaktivita byla zaznamenana také v oblasti
principal- a end- piece bic¢iku (Cheng et al., 1981b). Skupina Chenga se rovnéz snazila
o detekci ERs, nicméné jejich pritomnost v lidskych spermiich neprokéazala (Cheng et al.,
1981a). Nedavna studie prokazala vazbu E2 na kiec¢ci spermie v oblasti akrosomu (Fujinoki,
2010).

Prvni, kdo prokazal ptitomnost ERs ve spermiich byl Durkee a spol. (1998). Pomoci
imunofluorescence prokazali piitomnost ERs v bic¢iku lidskych spermii a na western blotu
detekovali protein o velikosti 65 kDa, coz odpovida velikosti lidského ERa. Rovnéz ve
spermiich prokézali pfitomnost mRNA pro ER.

Detekce ERa ve spermiich se zcela neshoduji. Na lidskych spermiich jedna skupina
prokazala vyskyt pouze zkracené formy proteinu ERa (46 kDa) ve zralych spermiich, ackoli
v nezralych zarode¢nych buitkach detekovali jak zkracenou tak nezkracenou (66 kDa) formu
proteinu ERa (Lambard et al., 2004), jind skupina detekovala v ejakulovanych spermiich obé
izoformy (66 a 45 kDa) ERa (Solakidi et al., 2005). Odlisné vysledky ziskala také dalsi
skupina, ktera detekovala ve zralych a nezralych spermiich opét pouze jednu formu ERa, ale
oproti Lambardovi a spol. (2004) nedetekovali zkracenou, ale plnou formu (67 kDa) proteinu
ERa (Rago et al., 2006). Nezkracend forma proteinu ERa byla nalezena také v kancich
spermiich (Rago et al., 2007).

Riizné skupiny se zcela neshoduji, v mozné lokalizaci ERa ve spermiich. Zatimco
jedni, zaznamenali imunoreaktivitu u lidskych spermii pfedevsim v ekvatorialnim segmentu
horni ¢asti postakrosomalni oblasti hlavicky a v bic¢iku (Solakidi et al., 2005), druzi, pfi
pokusech s lidskymi a kan¢imi spermiemi nalezli imunoreaktivitu v mitochondridlni casti
bic¢iku u zralych spermii a u nezralych spermii v rezidudlni cytoplazmé (Rago et al., 2006;
Rago et al., 2007). Tato lokalizace odpovidd vazebnému mistu pro estrogen, které¢ nalezl
Cheng a spol. (1981b). Pfitomnost ERa v mitochondrialni ¢asti bi¢iku lidskych spermii byla
téz nalezena dal$i skupinou (Aquila et al., 2004).
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Podobna situace je u ERB. Lambard a spol. (2004) se snazili o detekci proteinu ER[}
v lidskych ejakulovanych spermiich, ale vyskyt tohoto proteinu neprokézali. Nicméné byli
schopni amplifikovat jeho mRNA pochdzejici ze spermii a pomoci protiladtky proti ERJ
nalezli 50 a 60 kDa protein v zarode¢nych bunkach. Tento objev podporuji vysledky dalsi
skupiny, ktera detekovala oba proteiny v nezralych spermiich, kde protein o velikosti 50 kDa
byl vice zastoupen oproti 59 kDa proteinu (Rago et al., 2006). 59 kDa protein byl rovnéz
detekovan v lidskych abnormalnich spermiich v rezidudlni cytoplazmé, coz pravdépodobné
znali pozistatek tohoto proteinu znezralych spermii, kde se tato forma vyskytuje.
Imunoreaktivita byla zaznamendna v bi¢iku nezralych a normélnich spermii, pficemz nezralé
spermie vykazovaly imunoreaktivitu rovnéz v rezidudlni cytoplazmé (Rago et al., 2006).
Aquila a spol. (2004) detekoval imunoreaktivitu pii pouziti protilatky proti ERB po celé délce
bic¢iku. Proteiny ERP o stejné velikosti, jako byly nalezeny v nezralych lidskych spermiich
(50 a 59 kDa), byly detekovany také v kancich spermiich, ale na rozdil od lidskych spermii,
imunolokalizace byla zaznamenéna v akrosomalni oblasti (Rago et al., 2007). Dalsi vysledek
je v rozporu s témito objevy. Solakidi a spol. (2005) v lidskych spermiich detekoval protein
o velikosti 64 kDa a zaznamenal detekci proteinu ER} pouze v mitochondrialni ¢asti bi¢iku.

Luconi a spol. (1999) predpokladali, Ze doména pro vazbu ligandu by méla byt
konzervovana mezi genomickymi a negenomickymi receptory. Proto pro detekci
negenomického estrogenniho receptoru v lidskych spermiich pouzili protilatku ptipravenou
proti doméné genomického ER vdazajici estradiol a detekovali protein o velikosti 29 kDa. Pti
pouziti protilatky proti DNA vdazajici doméné 29 kDa protein nedetekovali, coz svédci
0 mozné sestfihové varianté¢ ER postradajici pro spermie nepotiebnou DNA vézajici doménu.
Ptitomnost klasickych ERs neprokézali ani s jednou z protilatek. Zda se tedy, ze E2 by mohl
pusobit na spermie pravé pies vazbu na tento 29 kDa membranovy negenomicky receptor,
protoze pii preinkubaci spermii s protilatkou proti ligand vazajici doméné je potlacen vliv E2
na spermie. Membranovy ER o velikosti 29 kDa byl nalezen také v déloze a jatrech (Luconi

et al., 2002).

2.3.6 Signalizace estrogenniho receptoru
2.3.6.1 Genomicka draha piisobeni ERs

Stejn€ jako jiné steroidni hormony i estrogeny mohou pronikat plazmatickou

membranou, vazat se na intracelularni receptory a ovliviiovat tak transktipci DNA. Tento
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zpusob plsobeni estrogentl se vyznacuje pomalejsim nastupem jejich u¢inku (fadove jde az
o dny) a dlouhodobym trvanim jejich vlivii. Po priniku estrogenni latky plazmatickou
membranou dochézi k navdzani této latky na intracelularni jaderné estrogenni receptory, tim
dochézi ke zmén¢ konformace receptorti a disociaci navazanych ,heat shock® proteint.
Receptory poté tvoii homo- (aa, BB) ¢i hetero- (af)) dimery, které se presouvaji do jadra, kde
nasedaji na DNA v misté ,,estrogen response element” (ERE) promotoru cilového genu a
mohou tak regulovat piepis DNA do RNA a nasledné proteintli, coz vede ke specifickym
bunéénych odpovédim. Tato draha se oznacuje jako genomicka a receptory jako genomické
¢i jaderné. Rovnéz receptory byvaji ozna¢ovany jako klasické, protoze , klasicka™ genomicka

draha ptsobeni estrogenti na buiiky byla objevena jako prvni (Ho and Liao., 2002).

2.3.6.2 Negenomickda draha piisobeni ERs

V posledni dobé ptibyva dikazi, jez naznacuji, Ze estrogeny jsou schopné vyvolavat
rychlé bunécné odpovédi. Tyto odpovédi jsou vyvolany mimojadernou/negenomickou
cestou, kdy signal je pfedavan pomoci druhych poslti (Kelly et al., 2001). V mnoha
bunécnych typech estradiol vyvolava rychlou aktivaci protein kinaz (MAPK, PI3K, PKC) a
fosfatdz, uvolnéni cyklickych nukleotidi (cAMP, cGMP) a vzrlst intraceluldrni koncentrace
vapniku. Tyto signdlni molekuly dale zprostfedkuji postranslacni modifikace proteind,
prevazné fosforylaci, coz vede k rychlé aktivaci enzymti a bunééné odpovédi (Hammes and
Levin, 2007).

Tyto vlivy E2 na buiiku by mohly byt zprostfedkovany vazbou estrogenu na klasické
¢i jiné ERs, které se vyskytuji blizko nebo pfimo v plazmatické membrané (Luconi et al.,
2001). Pro zahrnuti klasickych ERs, ptipadné jejich izoforem ve zprosttedkovani rychlych
E2 vlivli svéd¢i studie s ERa. Tyto studie prokazaly, Ze po stimulaci ERa E2 dochézi pies
produkci druhych poslii k vyvolani rychlé bunééné odpovédi (Ho and Liao, 2002).

Naopak pro zahrnuti jinych nez klasickych ERs, ptipadné jejich izoforem svéd¢i fakt,
ze rychlé vlivy E2 nejsou inhibovany antagonisty klasickych ERs (Kelly and Levin, 2001).
Takovymto neklasickym ER by mohl byt ,,orphan G protein-coupled* receptor (GPR30),
ktery po stimulaci estradiolem zprostfedkovavd aktivaci G-proteinu. GPR30 je 7
transmembranovy receptor, pro ktery v dobé jeho objevu nebyl znam ligand, proto dostal
oznacni ,,orphan®“. Exprese mRNA pro GPR30 byla nalezena v mnoha tkanich, napf.

placent€, prostaté, vajecnicich, plicich a jatrech (Prossnitz et al., 2007). Thomas et al. (2005)
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identifikoval GPR30 jako nizkokapacitni receptor pro E2 schopny vytvaret malé mnozstvi
cAMP. Dalsi studie potvrdily, ze E2 pomoci tohoto receptoru zprostiedkovava v mnoha
tkanich rychlé negenomické plsobeni (Hammes and Levin, 2007; Prossnitz et al., 2007).
Aktivni GPR30 jednak stimuluje adenyldt cyklazu, coz vede k produci c-AMP, jednak
zpusobuje zvySeni intracelularni koncentrace vapniku a aktivaci kindz. Tyto signalni
molekuly hraji dilezitou roli jak v procesu kapacitace, tak v procesu akrosomalni reakce.
Dodnes neexistuji diikazy o pfitomnosti GPR30 ve spermiich.

Zda je E2 skutecné schopny piisobit nejen po priniku plazmatickou membranou a
navazani na intracelularni ERs, ale rovnéz na Grovni membranovych ERs bylo zkoumano za
vyuziti konjugatu estradiolu s BSA a bylo prokazano, ze jak E2 samotny, tak jeho
konjugovany protéjsek vedou k vyvolani rychlych bunéénych odpovéedi (Luconi et al., 2002;
Ho and Liao, 2002). Konjugat E2-BSA neni schopny prochdzet membranou a pozorované
vlivy by tedy mély byt vyvolany membranovymi receptory. Nicméné kojugat E2-BSA se
muze rozpadat, je tedy tieba s nim opatrné zachdzet a rovnéz BSA se muze stat soucasti
kaveoly a zpfistupnit tak vazbu E2 s nemembranovymi ERs, ¢imz by opét bylo dosazeno
fale$né pozitivniho vysledku (Levin, 2005) . Jinym piistupem je detekovat membranové ERs
za pouziti protilatek proti ERs. Budeme-li predpokladat, ze protilatka neni schopna prochéazet
plazmatickou membranou, pokud neni porusena, pak jeji detekce nam znaci funkcni

extracelularni doménu ERs (Levin, 2005).

Ackoli vysledky rtiznych skupin jsou rozporuplné, je jasné, ze estrogen hraje roli
nejen ve spermatogenezi, ale také pti dalSim zrani spermii béhem jejich priichodu Zenskym
reprodukénim traktem. Rovnéz se zdé, Ze spermie nesou urcitou formu ERs a pravé vazbou
na n¢ by mohl E2 zprosttedkovavat své vlivy. Spermie je vSak vysoce specializovand burika,
jeji DNA je vysoce kondenzovanda, postrada translacni aparat a je biogeneticky neaktivni
(Gilbert, 2006). Je tedy nepravdépodobné, aby estrogen pusobil na spermie skrz genomickou
cestu. Navic, prokdzané plsobeni estrogenu na spermie nastava piilis rychle na to, aby mohlo

byt vyvolano aktivaci genové exprese. Pravdépodobnéjsi je tedy verze, kdy estrogen plisobi

ve spermiich ptes produkci druhych posli.
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3. Metody

3.1 Pouzité roztoky

2x koncentrovany SDS vzorkovy pufr — 20% glycerol, 40 ml 10% SDS, 16 ml 1M Tris pH
6.8, 5 mg bromfenolova modft

BAPA roztok - 1 mg No-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilid hydrochlorid/l1 ml
dimethylformamide

CTC roztok - 750 uM CTC, 130 mM NacCl, 5 mM cystein, 20 mM Tris-HCI, pH 7.8
Ekvilibraéni pufr — 50 mM Tris-HCI pH 6.8, 6M urea, 30% glycerol, 2% SDS

Kapacita¢ni medium — 11.31 mM NacCl, 0.3 mM KCI, 1 mM CaCl,, 2 mM Tris, 1.1 mM
glukoza, 0.5 mM pyruvat, v dH,O, pH 7.4

Lyzaéni pufr — 62.5 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 2% SDS, 1% Tx-100, 10% glycerol
Odbarvovaci roztok pro odbarveni geli — 35% etanol, 10% CH3;COOH, v dH,O
Odbarvovaci roztok pro odbarveni PVDF membrany — 50% metanol, 10% CH3;COOH, v
dH,O

PBS roztok — 17.54g NacCl, 5.52g NaH,P04.2H,0 do 21 dH,O

PBS-Tw — 0.05% Tween20 v PBS

Reakéni pufr — 0.2 M Tris-HCI, 0.02 M CaCl,, pH 8

Rehydratacni pufr - 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 1% Triton X-100, 20 mM Tris
Roztok Coomassie blue pro barveni geli — 1.25 g CBB, 35 ml CH3;COOH, 250 ml EtOH,
215 ml vody

Roztok Coomassie blue pro barveni PVDF membrany — 0.1% CBB v 50% metanolu
Roztok Hoechstu 33342 - 200 mg Hoechst 33342 vcitratovém pufru — 09 g
NacCl, 0.44 g citratu sodného ve 100 ml dH,O, pH 7.4

Susici roztok — 5% glycerol, 40% etanol, v dH,O

TBS roztok — 130 mM NaCl, 20 mM Tris, do 500 ml dH,O, pH 7.4

Transferovy pufr — 28.8g glycin, 6g Tris, 400 ml CH3OH, do 21 dH,O

Tris-glycinovy SDS pufr — 60.6g Tris, 288g glycin, 20g SDS, do 21 destilované H,O

Urea extrakéni pufr — 9.5 M urea v 1.5% Tx-100
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3.2 Odstranéni steroidii z media

Pro odstranéni steroidid z kapacitatniho media bylo medium vysyceno pomoci
aktivniho uhli Charcoal, Dextran coated (Sigma). Po 30 minutach inkubace pii teploté 55°C
bylo medium centrifugovano pii 4500g po dobu 20 minut pfi teploté 4°C. Steroidd zbavené

medium bylo sterilné zfiltrovano a do pouziti skladovano pii teploté -20°C.

3.3 Kapacitace kanc¢ich spermii

Kanci ejakulované spermie byly ziskdvany z inseminacni stanice Nova Ves firmy
Proagro Nymburk, kde byly nafedény do uchovavaciho media SUS (Solusem, Eurovet
Animal Health BV). VSechny vzorky byly po odbéru zkontrolovany a hodnocena jejich
motilita. Kontrola motility prob&hla také vzdy pied vlastnim zpracovanim vzorkl
v laboratofi. Vzorky byly centrifugovany po dobu 10 minut pti 200g a teploté¢ 25°C a SUS
medium bylo odstranéno. Bun&cnd peleta byla nasledné¢ 2x promyta v TBS roztoku
vytemperovaném na 37°C (200g, 10 minut). Bunééna suspenze byla nanesena na Percollovy
hustotni gradient (80, 70, 55, 40%) (Percoll, Sigma) a centrifugovana po dobu 1 hodiny pfii
200g. Frakce spermii  z 80% Percollu byla odebrana a nésledné 2x promyta v kapacitacnim
mediu bez bovinniho sérum albuminu (BSA) (10 minut, 200g). Po promyti byla peleta
resuspendovana v kapacitacnim mediu s BSA o koncentraci 1 mg/ml. Vysledna koncentrace
spermii vmediu byla 5 x 10" spermii/ml. Do experimentalnich vzorki byly piidany
jednotlivé estrogeny (E1, E2, E3, EE2) do vysledné koncentrace InM — 100 uM. Z dtivodu
rozpousténi estrogenti v etanolu bylo do kontrolnich vzorkii pfidano stejné mnozstvi etanolu
jako do experimentalnich vzorki. Poté byly spermie kapacitovany pti 37°C a 5% CO,.
Spermie byly odebirany v ¢asech 0, 30, 60, 90, 120, 180 a 240 minut inkubace a dale
zpracovavany. V prubéhu kapacitace byly spermie kazdych 30 minut resuspendovany. Pro
vyvolani akrosomalni reakce byla k vybranym vzorktim v ¢ase 240 minut kapacitace pfidana
solubilizovana ZP (5 pg/ml kapacita¢niho media) a vzorky byly inkubovany po dalSich 30

minut pti 37°C a 5% CO,, Solubilizovana ZP byla ziskina ze Zemé&délské univerzity v Praze.
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3.4 Urceni koncentrace spermii

Pfed natfedénim do kapacitaéniho media byla ¢ast spermii odebrana na stanoveni
koncentrace spermii. Koncentrace spermii byla pocitdna ve 100x fedéné suspenzi pomoci

svételného mikroskopu (Meopta) v Biirkerové hemocytometrické komiirce.

3.5 Test na Zivotnost spermii

V priibéhu kapacitace byla ¢ast spermii odebirdna na test Zivotnosti. 20 pl suspenze
spermii bylo smichano s 20 pl 0,2% glutaraldehydu (Sigma) v PBS. Po 5 minutach inkubace
bylo pfiddno 60 ul PBS a do hodnoceni byla suspenze skladovana pii 4°C. Stanoveni
zivotnosti bylo provedeno do 5 dni. Pfi vlastnim stanoveni Zivotnosti bylo 10 pul bunécné
suspenze smichano s 10 pl roztoku Hoechstu 33342 a inkubovdno 5 minut v temnu pfi
pokojové teploté. Po inkubaci bylo naneseno 10 pl suspenze spermii na podlozni sklo,
prekryto krycim sklem a hodnoceno pomoci fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse
E400 s pouzitim objektivu Nikon Plan 40/0.75. Pozitivni fluorescence v oblasti hlavicky

zna¢i mrtvé bunky. V kazdém vzorku bylo hodnoceno 200 bunék.

3.6 Chlortetracyklinova analyza

Pro hodnoceni stavu spermie byla pouzita chlortetracyklinova analyza, pomoci které
je mozno rozlisit spermie nekapacitované, kapacitované a po akrosomalni reakci.

V jednotlivych €asech odbéru v prubéhu kapacitace byly spermie stoceny (200g, 10
minut), kapacitacni medium bylo odstranéno a spermie byly resuspendovany v PBS. 45 ul
pfipravené suspenze spermii bylo piidano do 45 pl chlortetracyklinového (CTC) roztoku a
resuspendovano v mikrozkumavce obalené alobalem. CTC roztok byl pfipravovan cerstvy a
do pouziti skladovan pii 4°C v kadince obalené alobalem. Po 30 vtefinich inkubace byly
spermie fixovany 8 pl 12,5% paraformaldehydu v 0,5 M Tris-HCI (pH 7,4). Na podlozni
sklo bylo nanaSeno 10 pl suspenze spermii a pro zpomaleni sldbnuti fluorescence byla
pfidéna kapka Vectashieldu (Vector Laboratories, Inc.). Po rozetfeni a ptilozeni kryciho skla
byla skla az do hodnoceni skladovana ve vlhké komofie pti 4°C. Vzorky byly hodnoceny na
fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse E400 vybaveném objektivem Nikon Plan Apo VC
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60/1.4 a fotografovany pomoci CCD kamery VDS1300 (Voskiihler) a softwaru pro analyzu
obrazu NIS Elements AR (Laboratory Imaging Ltd.).

Spermie byly hodnoceny podle jejich specifického barveni hlavicky:

(A) Jasna fluorescence po celé hlavicce a pozitivni mitochondridlni ¢ast bi¢iku (mid-
piece) znaci nekapacitované spermie s neporusenym akrosomem.

(B) Napadna fluorescence v ekvatoridlni ¢asti hlavicky a mitochondridlni ¢asti bi¢iku
(mid-piece), zatimco v postakrosomdlni oblasti fluorescence chybi. Toto fluorescenéni
znaceni je charakteristické pro kapacitované spermie s neporusenym akrosomem.

(C) Slaba fluorescence v celé hlavicce s pretrvavajicim pozitivnim znacenim
v ekvatoridlnim segmentu a mitochondridlni ¢asti bic¢iku (mid-piece) znaci spermie po
akrosomadlni reakci.

Spermie s nespecifickym fluorescencnim signalem nebyly zapocitavany. V kazdém
vzorku bylo hodnoceno 200 bun¢k a minimalni pocet hodnocenych vzorkl byl 5 pro kazdou

skupinu.

Obr.10 Fluorescen¢ni znaceni spermie pomoci chlortetracyklinu. Obrazek znazornuje
reprezentativni vzorky 3 charakteristickych znaceni hlavicky spermie pomoci chlortetracyklinu. (A)

nekapacitovana spermie, (B) kapacitovana spermie, (C) spermie po akrosomalni reakci.
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3.7 Neprima imunofluorescence

3.7.1 Priprava prepardtii

3.7.1.1 Priprava preparatii z kancich spermii pro neprimou imunofluorescenci s ACR.2
protilatkou proti akrosinu

V jednotlivych ¢asech odbéru v pribehu kapacitace byly spermie stoceny (200g, 10
minut), kapacitani medium bylo odstranéno a spermie byly 2x promyty v PBS (200g, 10
minut). Po druhém promyti byly spermie resuspendovany v PBS do finalni koncentrace 1.10°
spermii/ml, 10 pl suspenze bylo naneseno na podlozni sklo, ususeno pii pokojové teploté na

vzduchu a do zpracovani skladovano pii 4°C.

3.7.1.2 Priprava preparati z kancich spermii pro neprimou imunofluorescenci s protilatkou
proti ERs

Spermie byly sto¢eny (200g, 10 minut), SUS medium bylo odstranéno a pelety bunék
byly nésledné 2x promyty v PBS (200g, 10 minut). Po druhém promyti byly spermie
resuspendovany v PBS do finalni koncentrace 1.10° spermii/ml, 10 pl suspenze bylo
naneseno na podlozni sklo, usuSeno pti pokojové teploté na vzduchu a do zpracovani

skladovano pti 4°C.

3.7.1.3 Priprava preparatii z mysich spermii

Mysi byly usmrceny a byly jim odebrany koncové ¢asti nadvarlat (cauda epididymis), které
byly pieneseny do mikrozkumavky s PBS vytemperovaném na 37°C, rozsttihana a nechana
10 - 15 minut pii 37°C, aby bylo dosazeno vyplaveni spermii do PBS. Po inkubaci byly
spermie odsaty, stoceny (200g, 10 minut) a bunéfna peleta byla 2x promyta v PBS
vytemperovaném na 37°C. Po druhém promyti byly spermie resuspendovany v PBS do
finalni koncentrace 1.10° spermii/ml, 10 pl suspenze bylo naneseno na podlozni sklo,

ususeno pii pokojové teploté na vzduchu a do zpracovani skladovano pii 4°C.

3.7.1.4 Priprava preparatii z lidskych spermii

Ejakulované lidské spermie byly ziskavany ze Sexuologického tustavu (VSeobecna

fakultni nemocnice, Praha). Spermie byly stoCeny (200g, 10 minut), semenné plazma
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odstranéna a pelety bun¢k 2x promyty v PBS (200g, 10 minut). Po druhém promyti byly
spermie resuspendovany v PBS do finalni koncentrace 1.10° spermii/ml, 10 pl suspenze bylo
naneseno na podlozni sklo, usuSeno pii pokojové teploté na vzduchu a do zpracovani

skladovano pti 4°C.

3.7.2 Nepiimd imunofluorescence s protilatkou ACR.2 proti kancimu akrosinu

Pro hodnoceni stavu akrosomu bylo pouzito znaceni pomoci mys$i monoklonalni
protilatky ACR.2 proti kan¢imu akrosinu pfipravené v nasi laboratofi (Peknicova et al., 1990;
Peknicova et al., 1994).

Pfed vlastnim imunofluorescencnim znacenim byly spermie permeabilizovany 10
minut v acetonu pii pokojové teploté a nasledné¢ diikkladné promyty v PBS. Nespecificka
vazebna mista byla blokovana pomoci 2% BSA v PBS po dobu 1 hodiny ve vlhké komote.
Po blokaci byly preparaty inkubovany 1 hodinu s protildtkou ACR.2 proti kan¢imu akrosinu
(koncentrace imunoglobulinu byla 20 ug/ml) pii teploté 37°C ve vlhké komote. Po inkubaci
byly spermie dikladné promyty v PBS a inkubovany pii teploté 37°C ve vlhké komote po
dobu 1 hodiny s FITC-zna¢enou sekundarni protilatkou (Goat-Anti-Mouse IgG conjugated
FITC, Sigma) fedénou 1:64 v PBS. Po inkubaci byly preparaty dikladné promyty v PBS a
nasledné v destilované vodé. Pro zpomaleni sldbnuti fluorescence a zaroven oznaceni jaderné
DNA bylo na preparaty aplikovano montovaci medium s DAPI (Vectashield with DAPI,
Vector Lab.).

Preparaty byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse E400
vybaveném objektivem Nikon Plan Apo VC 60/1.4 a fotografovany pomoci CCD kamery
VDSI1300 (Voskiihler) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements AR (Laboratory
Imaging Ltd.).

Spermie byly hodnoceny podle jejich charakteristického znaceni akrosomu.

(A) Slaba fluorescence v oblasti akrosomu znac¢i nekapacitované spermie
s neporusenym akrosomem.

(B) Jasna fluorescence v oblasti akrosomu znaci kapacitované spermie s neporusenym
akrosomem.

(C) Velmi slaba, ptipadné Zadna fluorescence v oblasti hlavicky s pfetrvavajicim
znaCenim v ekvatoridlnim segmentu zna¢i spermie po akrosomalni reakci. Preparaty

inkubované bez primarni protilatky byly pouzity jako negativni kontrola. V kazdém vzorku
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bylo hodnoceno 200 bunék a minimalni pocet hodnocenych vzorkd byl 5 pro kazdou

skupinu.

Obr.11 Charakteristické znaceni akrosomu pomoci ACR.2 protilatky proti akrosinu. Obrazek
znazoriiuje reprezentativni vzorky 3 charakteristickych znaceni hlavicky spermie pomoci
imunocytochemie s ACR.2 protilatkou. (A) nekapacitované spermie s neporuSenym akrosomem, (B)
kapacitovana spermie s neporusenym akrosomem, (C) spermie po akrosomalni reakci. Jadra jsou

barvena pomoci DAPI — modre.

3.7.3 Nepiimd imunofluorescence s protildatkami proti estrogennim receptoritm

Pro detekci estrogennich receptorti a jejich lokalizaci bylo pouZzito znaceni pomoci
monoklonélnich a polyklondlnich komeréné dostupnych protilatek proti estrogennim
receptorim.

Pfed vlastnim imunofluorescenénim znafenim byly spermie permeabilizovany 7
minut v metanolu pfi -20°C nebo 10 minut v acetonu pii pokojové teploté a nasledné
dikladné promyty v PBS. Nespecifickd vazebna mista byla blokovéana inkubaci s 2% BSA
v PBS po dobu 1 hodiny ve vlhké komote. Po blokaci byly preparaty inkubovany
s primarnimi protilatkami proti estrogennim receptorim po dobu 1 hodiny pfi teploté 37°C ve
vlhké komote. Pro testy byly pouzity tyto protilatky:

ERa (Mouse monoclonal to Estrogen Receptor alpha, F10, sc-8002, Santa Cruz
Biotechnology); fedéna v poméru 1:50

ERPB (Rabbit polyclonal to Estrogen Receptor beta, H-150 sc-8974, Santa Cruz

Biotechnology); fedéna v poméru 1:50
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ERB (Mouse monoclonal to Estrogen Receptor beta, 1531, sc-53494, Santa Cruz
Biotechnology); fedéna v poméru 1:50

Po inkubaci byly preparaty dikladné promyty v PBS a inkubovany pfi teploté 37°C
ve vlhké komote po dobu 1 hodiny s FITC-zna¢enymi sekundarnimi protilatkami pro mysi
monoklonalni protilatky (Goat-Anti-Mouse IgG conjugated FITC, Sigma, fedéna v PBS
v poméru 1:64 a pro krali¢i polyklonalni protilatku (Goat-Anti-Rabbit IgG conjugated FITC,
Sigma, fedéna v PBS v pomé&ru 1:164). Po inkubaci byly preparaty dikladné promyty v PBS
a nasledné v destilované vodé. Pro zpomaleni slabnuti fluorescence a zaroven pro oznaceni
jaderné DNA bylo na preparaty aplikovano montovaci medium s DAPI (Vectashield with
DAPI, Vector Lab.).

Preparaty byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse E400
vybaveném objektivem Nikon Plan Apo VC 60/1.4 a fotografovany pomoci CCD kamery
VDSI1300 (Voskiihler) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements AR (Laboratory
Imaging Ltd.).

3.8 Pritokova cytometrie s ACR.2 protilatkou proti akrosinu

V jednotlivych ¢asech odbéru v prubéhu kapacitace byly vzorky spermii stoceny
(200g, 10 minut), kapacitacni medium bylo odstranéno a pelety bun¢k byly resuspendovany
v PBS. Spermie byly fixovany nejprve 60 minut v 96% etanolu pii 4°C a nasledné 30 minut
ve smési etanolu a acetonu v poméru 1:1 pti 4°C. Po fixaci byly spermie 3x promyty v PBS
(200g, 10 minut, 4°C) a inkubovany 1 h pfi 37°C s primarni protilditkou ACR.2 proti kan¢imu
akrosinu (findlni koncentrace imunoglobulinu byla 20 pg/ml). Po inkubaci s primarni
protilatkou byly spermie 3x promyty ve vychlazeném PBS (centrifugace 10 minut, 200g, pti
4°C) a inkubovany 1 hodinu pti 37°C se sekundarni protilatkou (Alexa Fluor 488 Goat-Anti-
Mouse IgG, Invitrogen) fedénou v PBS vpoméru 1:1000. Po inkubaci byly spermie
5x promyty ve vychlazeném PBS (200g, 10 minut, 4°C) a pfeneseny do 96-jamkové desticky.
Vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru BD LSR II instrument (BectonDickinson).
K identifikaci bunék bylo pouzito jaderné barveni Hoechst 33342 (Invitrogen) (10 pg/ml;
excitace 405 nm, emisni filtr 450/50). Méfeni fluorescenéni intensity bylo provadéno
s pouzitim FITC kandlu (excitac¢ni laser 488 nm, emisni filtr 530/30). Analyza dat byla
provedena pomoci softwaru FloJo 7.5.4 (TreeStar Inc.,). Byly hodnoceny rozdily
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v aritmetickém praméru fluorescencni intenzity mezi kontrolnimi a experimentalnimi vzorky.

Minimalni poc¢et hodnocenych vzorkl byl 5 pro kazdou skupinu.

3.9 Nepiima ELISA s ACR.2 protilatkou proti akrosinou

V pribéhu kapacitace byly vzorky spermii v danych casech odebirany,
centrifugovany (200g, 10 minut) a spermii zbavené kapacitatni medium bylo odebirano a
zamrazeno pro naslednou biochemickou analyzu.

Kapacitacni medium bylo lyofilizovano a néasledné rozpusténo ve 100 pl destilované
vody. 100 pl rozpusténého lyofilizatu bylo naneseno na mikrotitracni desticku a inkubovano
24 hodin pfi 4°C pro dosaZzeni navéazani akrosinu na povrch desti¢ky. Po inkubaci byla
desticka 3x promyta v PBS a 3x v PBS-Tw. Desti¢ka byla poté inkubovana 1 hodinu pfi
pokojové teploté s protilatkou ACR.2 proti akrosinu (findlni koncentrace imunoglobulinu
byla 20 ug/ml) a nasledné promyta 3x v PBS a 3x v PBS-Tw. Po poslednim promyti byla
desticka 30 minut inkubovana s 500x fedénou sekundarni protilatkou konjugovanou
s kfenovou peroxidazou (SWAM-Px, Sevapharma) a nasledné opét promyta 3x v PBS a
3x v PBS-Tw. Po promyti byl na desticku aplikovan o-phenylenediamine (Sigma). Po
3 minutach byla reakce zastavena 4N kyselinou sirovou. Absorbance byla méfena na Biotrak
IT Plate Reader (Amersham Biociences) pii 492 nm. Hodnoceny byly rozdily v aritmetickém
priméru absorbance mezi kontrolnimi a experimentalnimi vzorky. Minimalni pocet

hodnocenych vzorkti byl 5 pro kazdou skupinu.

3.10 Méreni aktivity akrosinu

Metoda méfeni aktivity akrosinu pro detekci AR je zaloZzena na méfeni enzymatické
aktivity akrosinu uvolnéného pii AR do kapacitaéniho media.

V prubéhu kapacitace byly vzorky spermii v danych casech odebirany,
centrifugovany (200g, 10 minut) a spermii zbavené kapacitacni medium bylo zamrazeno a do
hodnoceni uchovavano pii -20°C. Rozmrazené kapacitaéni medium bylo lyofilizovano a
nasledné rozpusténo ve 100 pl reakéniho pufru. Rozpustény lyofilizat byl poté nanesen na
mikrotitracni desticku, po 10 minutdch inkubace byl pfidan BAPA roztok a inkubovan
dalSich 20 minut. Po druh¢ inkubaci byla reakce zastavena pfidanim 30% kyseliny mravenci.

Absorbance byla méfena na Biotrak II Plate Reader (Amersham Biociences) pii 405 nm.

46



Hodnoceny byly rozdily v aritmetickém priméru absorbance mezi kontrolnimi a

experimentalnimi vzorky. Minimalni pocet hodnocenych vzorka byl 5 pro kazdou skupinu.

3.11 Pritokova cytometrie s ACR.2 protilitkou proti akrosinu a

protilatkami proti ERs

Pro zjisténi mozné role ERs v plisobeni estrogent na proces kapacitace byly spermie
120 minut kapacitovany v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti 1 uM koncentrace E2. Pomoci
pratokové cytometrie byla analyzovana korelace mezi abundanci receptora (detekce pomoci
protilatek proti ERs) a kapacitacnim progresem (detekce pomoci protilatky proti kancimu
akrosinu) v estrogennim a neestrogennim prostredi.

V case odbéru byly spermie sto¢eny od kapacitacniho media (200g, 10 minut), které
bylo zamrazeno pro dal$i pouZiti. Spermie byly permeabilizovany nejprve 30 minut v etanolu
pii -20°C a nasledné 15 minut ve smési metanolu s acetonem v poméru 1:1 pii 4°C. Po fixaci
byly spermie 2x promyty v PBS (200g, 10 minut, 4°C). Spermie byly poté resuspendovany
v PBS a inkubovany 1 h pfi 37°C s primarni protilatkou ACR.2 (koncentrace imunoglobulinu
byla 20png/ml) a proti estrogennimu receptoru. Pro testy byly pouzity tyto protilatky:

ERa (Rabbit polyclonal to Estrogen Receptor alpha, ab37438, Abcam); fedéna v PBS
v poméru 1:100

ERPB (Rabbit polyclonal to Estrogen Receptor beta, H-150 sc-8974, Santa Cruz
Biotechnology); fedéna v PBS v poméru 1:50

GPR30 (Rabbit polyclonal to GPCR GPR30, ab39742, Abcam); fedéna v PBS
v poméru 1:100

Déle byla pouzita protilatka proti aromataze (ab18995, Abcam); fedéna v PBS
v poméru 1:100

Po inkubaci s primarni protilatkou byly spermie 2x promyty ve vychlazeném PBS
(200g, 10 minut, 4°C) a inkubovany 1 hodinu pii 37°C se sekundarni protilatkou Alexa Fluor
488 (pro ACR.2) a Alexa Fluor 647 (pro ERs); obé fedéné v poméru 1:1000. Po inkubaci
byly spermie 2x promyty ve vychlazeném PBS (200g, 10 minut, 4°C), naneseny na
96-jamkovou desticku a méfeny na prutokovém cytometru BD LSR II instrument
(BectonDickinson). K identifikaci bun¢k bylo pouzito jaderné barveni Hoechst 33342
(Invitrogen) (10 pg/ml; excitace 405 nm, emisni filtr 450/50). Méteni fluorescenc¢ni intensity

bylo provadéno s pouzitim FITC (excita¢ni laser 488 nm, emisni filtr 530/30) a Cy5 kanalu
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(excitaéni laser 633 nm, emisni filtr 660/20). Analyza dat byla provedena pomoci softwaru
FloJo 7.5.4 (TreeStar Inc.,). Hodnocena byla korelace mezi fluorescencni intenzitou
sekundarni protilatky navdzané na primarni protilatku proti akrosinu a ER. Minimdlni pocet

hodnocenych vzorkt byl 3 pro kazdou skupinu.

3.12 Izolace proteini

Vzorky spermii urené pro izolaci proteini byly centrifugovany po dobu 10 minut pii
200g a teploté¢ 25°C. Supernatant (SUS médium c¢i kapacitacni médium) byl odstranén a
peleta bun¢k byla 2x promyta v PBS (200g, 10 minut pfi pokojové teploté). Po druhém
promyti byla bunécnd peleta resuspendovana v PBS a rozd€lena na 5 dili pro nasledné
izolace proteinli pomoci riznych extrakénich €inidel. Jednotlivé vzorky byly centrifugovany
po dobu 10 minut pti 400g a teploté 4°C. Supernatant byl odstranén a k peleté byl pfidan
extrakéni pufr (100 pl pufru/100 x 10° spermii). Dale se protokol lisi v zavislosti na typu
pouzité extrakce.

MCF7 buiiky kultivované na Petriho misce byly 4x proplachnuty v PBS, uvolnény
Skrabkou do PBS a centrifugovany pii 200g po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a
k peleté¢ byl pfidan extrakéni pufr (150 pl pufru/Petriho misku). Dale se protokol lisi
v zavislosti na typu pouzité extrakce.

Mysi byly usmrceny a byly jim odebrany varlata a nadvarlata. Tkané byly nasledné
rozstithany a homogenizovany v extrakénim pufru. Déle se protokol 1i8i v zavislosti na typu
pouzité extrakce. Extrakce proteinti z tkané probihala za stejnych podminek, jako extrakce

proteinil ze spermii s vyjimkou prvniho kroku (resuspendovani pelety).

3.12.1 SDS extrakce

Peleta spermii/MCF7 bun¢k byla resuspendovana v SDS extrakénim pufru. Vzorky
byly denaturovany po dobu 3 minut pfi 99°C, nasledné byly zchlazeny na ledu a staéeny 5
minut pfi 20 000g a 4°C. Odebrany supernatant byl zamrazen a do pouziti skladovan

pii -20°C.
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3.12.2 Urea extrakce

Peleta spermii/MCF7 bun€k byla resuspendovana v Urea extrakénim pufru a
ponechdna 1 hodinu pti pokojové teploté, v pribéhu inkubace byla suspenze nékolikrat
resuspendovana. Poté byly vzorky centrifugovany 5 minut pii 20 000g a pokojové teploté.

Odebrany supernatant byl zamrazen a do pouziti skladovan pii -20°C.

3.12.3 Triton-X 100 extrakce

Peleta spermii byla resuspendovana v 1,5% Tx-100 a ponechana 1 hodinu na ledu.
Béhem inkubace byla suspenze nékolikrat resuspendovana. Poté byly vzorky staeny 5 minut

pii 20 000g a 4°C. Odebrany supernatant byl zamrazen a do pouziti skladovan pii -20°C.

3.12.4 Extrakce v rehydratacnim pufru

Peleta spermii byla resuspendovana v rehydrataénim pufru a ponechdna 1 hodinu pii
pokojové teploté, v pribéhu inkubace byla suspenze nékolikrat resuspendovana. Poté byly
vzorky staeny 5 minut pii 20 000g a 4°C. Odebrany supernatant byl zamrazen a do pouZiti

skladovan pii -20°C.

3.12.5 Extrakce s inhibitory protedz

Peleta spermii/MCF7 bunék byla resuspendovana v lyzac¢nim pufru s inhibitory
proteaz:
1-vlastni inhibitory: 1 mM PMSF, 0,2 mM Na3;VOQOy4, 10 mM benzamidin hydrochlorid
2-komer¢ni smés inhibitorii: Protease inhibitor cocktail tablets, Roche
a ponechédna 15 minut pii pokojové teplote. Poté byly vzorky staceny pii pokojové teploté a

20 000g. Odebrany supernatant byl zamrazen a do pouziti skladovan pti -20°C.

Koncentrace izolovanych proteinil byla méfena na pfistroji Qubit Fluorometer (Invitrogen)

pomoci kitu Quant-iT protain assay. Méteni bylo provadéno dle instrukei vyrobce.
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3.13 Elektroforeticka separace proteinii na polyakrylamidovém gelu

Pro separaci proteinti podle jejich molekulové hmotnosti byla pouzita vertikalni
elektroforéza Mini-Protean 4 (Biorad) a 15% SDS-polyakrylamidovy gel. Pfed nanesenim
vzorkll na gel byly vzorky smichany s 2x koncentrovanym SDS vzorkovym pufrem s 5%
B-merkaptoetanolem a denaturovany 5 minut pii 99°C. Na jamku bylo nanaSeno celkové
mnozstvi 20 pg proteinu. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit Precision Plus
Protein Standards Dual Color (Bio-Rad). Elektroforéza byla provadéna v Tris-glycinovém
SDS pufru pii konstantnim proudu 16 mA/gel pii 4°C.

Po skonceni elektroforetické¢ separace byly gely barveny nebo pouzity k ptenosu

proteinii na PVDF membranu (Western blotting).

3.14 Izoelektricka fokusace a elektroforeticka separace proteini

Pro separaci proteini podle jejich izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti byla
pouzita izoelektricka fokusace a vertikalni elektroforéza.

Vzorky pro 2D proteinovou elektroforézu byly smichany s rehydrataénim pufrem
obsahujicim 1% dithiotreitol (DTT) a 2% IPG Buffer, pH 3-10 (GE Healthcare) a
inkubovany 30 minut ptfi pokojové teploté. Poté byly inkubovany se stripem (Immobiline
DryStrip pH 3-10, délka 7 cm, GE Healtcare) pfes noc pii pokojové teploté, aby bylo
dosazeno nasdknuti vzorku do stripu. Pro zamezeni vypafovani vzorku byly stripy pirekryty
mineralnim olejem (PlusOne DryStrip Cover fluid, GE Healtcare). Na 1 strip bylo nanaseno
76 ng celkového mnozstvi proteind. Druhy den byly stripy umistény do pfistroje na
izoelektrickou fokusaci (Ettan IPGphor 3, GE Healtcare) a prekryty minerdlnim olejem.

Izoelektrickd fokusace probihala za nésledujicich podminek:

1. krok: 150V 50 minut
2. krok: 300V 1 hodina
3. krok: 1000V 30 minut
4. krok: 1000V 20 minut
5. krok: 5000V 1 hodina a vice

Pii izoelektrick¢ fokusaci bylo vzdy dosazeno rozmezi 6000-6500 Vh. Po skonceni
izoelektrické fokusace byly stripy zamrazeny a do dal§iho pouziti skladovany pfi teploté
-20°C. Pred elektroforetickou separaci proteinti byly stripy inkubovany nejprve 15 minut

v ekvilibraénim pufru s 1% dithiotreitolem, poté¢ 15 minut v ekvilibraénim pufru s 2%
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iodoacetamidem. Po inkubaci byly stripy pfeneseny na 15% SDS-polyakrylamidovy gel.
Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit Precision Plus Protein Standards Dual Color
(Bio-Rad). Elektroforéza byla provadéna v Tris-glycinovém SDS pufru pii konstantnim

proudu 16 mA/gel pii 4°C.

3.15 Pi‘enos proteini na PVDF membranu (Western blotting)

Pro pifenos separovanych proteinii z gelu na PVDF membranu (Immobilon P,
Millipore) byly gely nejprve 15 minut ekvilibrovany v transferovém pufru. PVDF membrana
byla smocena ve 100% metanolu a poté rovnéz 15 minut ekvilibrovana v transferovém pufru.
Po ekvilibraci byla sestavena souprava v usporadani: houbicka, 3x chromatograficky papir
(Whatman, Schleicher&Schuell), PVDF membrana, gel, 3x chromatograficky papir a
houbicka. Souprava byla vlozena do transferového zafizeni Biorad Mini-transblot modul
s transferovym pufrem a proteiny byly pfenaSeny pii konstantnim proudu 500 mA po dobu

1 hodiny a 40 minut pii 4°C.

3.16 Imunodetekce estrogennich receptori

K detekci proteint estrogennich receptori pienesenych na PVDF membranu byly
pouzity monoklondlni a polyklondlni komeréné€ dostupné protilatky proti estrogennim
receptorim.

Po pfenosu proteini na membranu byla membrana oplachnuta v PBS-Tw.
Nespecificka vazebnad mista byla blokovdna inkubaci membrany v roztoku PBS-Tw s 2,5%
zelatinou (Gelatin from cold water fish skin, Sigma) pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin za
soucasného tfepani. Po blokaci byly membrany inkubovany za soucasného tfepani pfes noc
pii 4°C s primarni protilatkou proti estrogennimu receptoru:

ERa (Mouse monoclonal to Estrogen Receptor alpha, F10, sc-8002, Santa Cruz
Biotechnology); fedéna v poméru 1:500

ERpB (Rabbit polyclonal to Estrogen Receptor beta, H-150 sc-8974, Santa Cruz
Biotechnology); fedéna v poméru 1:500

ERB (Mouse monoclonal to Estrogen Receptor beta, 1531, sc-53494, Santa Cruz

Biotechnology); fedéna v poméru 1:500
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Jako pozitivni kontrola byla pouzita protilatka proti a-tubulinu (Mouse monoclonal
anti-o.  tubulin, clone DMI1A, Sigma; fedéna vpoméru 1:5000) a proti kancimu
spermadhezinu (Rabbit polyclonal anti-BHB3; pfipravena v nasi laboratofi - Jonakova,
Peknicova, nepublikovano; fedéna v poméru 1:20 000). Po inkubaci byly membrany 6x
promyty v PBS-Tw a nasledné inkubovany 1 hodinu za soucasného tfepani pii pokojové
teploté¢ se sekundarni protilditkou znacenou kienovou peroxidazou (Goat anti-mouse
horseradish peroxidase conjugate, Bio-Rad, fedéna v poméru 1:3000; a Swine anti-rabbit
peroxidase conjugate (Sevapharma), fedéna v poméru 1:5000). Po inkubaci byly membrany
opét 6x promyty vPBS-Tw. Po promyti byly membrany 3 minuty inkubovany
s chemiluminiscenénim substratem SuperSignal (Pierce). Nasledné byl signal vyvolan na
rentgenograficky film (Medix XBU, Foma Bohemia) za pouziti reagencnich chemikalii firmy

Eastman Kodak (Sigma).

3.17 Barveni geliit pomoci Coomassie blue

Po elektroforetické separaci byly gely promyty v destilované vod¢ a barveny 1 hodinu
v barvicim roztoku Coomassie blue pro barveni gelti. Nasledné byly az do odbarveni pozadi
promyvany v odbarvovacim roztoku pro odbarveni gelli a po odbarveni promyvany 30 minut

v suSicim roztoku a ususeny mezi vrstvami celofanu (Cellophane Dry Sheet, GE Healtcare).

3.18 Barveni PVDF membrany pomoci Coomassie blue

Po imunodetekci estrogennich receptorti byly PVDF membrany promyty v destilované
vod¢ a nésledné barveny 1 hodinu v barvicim roztoku Coomassie blue pro barveni membran.
Poté byly aZ do odbarveni pozadi promyvany v odbarvovacim roztoku pro PVDF membrany

a nasledn¢ ususeny na vzduchu.

3.19 Statisticka analyza

Statistickd analyza ziskanych dat byla provedena v programu STATISTICA 7.0
(Statsoft CR). Statistické rozdily v po¢tu spermii se specifickym akrosomalnim stavem mezi

kontrolnimi a experimentalnimi vzorky byly analyzovany pomoci Kruskal-Wallis one-way
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analysis of variance (KW-ANOVA). Statistické rozdily mezi spojitymi hodnotami
(aritmeticky prumér fluorescencni intenzity ve FITC kandlu v pritokové cytometrii,
absorbance v neptimé ELISA s ACR.2 protilatkou a metod¢ na stanoveni aktivity akrosinu)
byly hodnoceny one-way analysis of variance ANOVA. Post hoc analyza byla provedena za
pouziti Newman-Keuls testu. Pro zjisténi korelace mezi jednotlivymi sety dat byl pocitan
Pearsontiv korelacni koeficient (r). Hodnota P mensi nez 0,05 byla povazovana za statisticky

signifikantni; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <0,001.
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4. Vysledky

4.1 Vliv estrogenii na kapacitaci kancich spermii

4.1.1 Vliv 1uM koncentrace E2 na kapacitaci kancich spermii in vitro

Pro zjisténi mozného vlivu E2 na pribéh kapacitace byly spermie inkubovany
v kapacita¢nim mediu s 1 pM koncentraci E2 nebo v ptipad¢ kontrolnich vzorkt s etanolem
o stejném mnozstvi jako v experimentélnich vzorcich (E2 byl rozpoustén v etanolu). 1 uM
koncentrace byla vybrana na zaklad¢ predeslé studie na mySich spermiich, kde tato
koncentrace byla nejniz§i koncentraci, jez signifikantné ovliviiovala kapacitaci (Adeoya-
Osiguwa et al., 2003). Vzorky byly ve vybranych ¢asech kapacitace (0, 30, 60, 120, 180, 240
minut kapacitace a po vyvoldni akrosomélni reakce) analyzovany pomoci pritokové
cytometrie s ACR.2 protilatkou proti akrosinu. Byl prokdzan signifikantné¢ vétsi pocet
kapacitovanych spermii v experimentalnim vzorku oproti kontrolnimu. Prvni signifikantni
rozdil v pribé¢hu kapacitace byl pozorovan v ¢ase 60 minut kapacitace, silny signifikantni
rozdil v case 120 minut kapacitace (viz obr.12). Po indukci akrosomdlni reakce
v experimentalnim vzorku podstoupilo signifikantné vice spermii akrosomalni reakci

v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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Obr.12 Rozdily v pribéhu kapacitace a v indukci akrosomalni reakce mezi kontrolnimi a
experimentalnimi vzorky. Experimentalni vzorky byly ovliviiovany 1 pM koncentraci E2.
Reprezentativni histogramy znazornuji prubeéh kapacitace u kontrolnich (Cern€) a experimentalnich
(zeleng) vzorkti hodnoceny pomoci pritokové cytometrie s ACR.2 protilatkou. V prubéhu kapacitace
dochazi ke vzrlstu fluorescenc¢ni intensity, v histogramu znazornéno objevujicim se pravym peakem.
Po indukci akrosomalni reakce dochazi k poklesu fluorescencni intensity, coz se v histogramu projevi
posunem peaku doleva. Rozdily v aritmetickém priméru fluorescen¢ni intensity ve FITC kanalu mezi
kontrolnimi a experimentalnimi vzorky byly hodnoceny pomoci ANOVA. *P < 0.05, **P < 0.01,
***xp < 0.001. Nejveétsi rozdil mezi kontrolnimi a experimentalnimi vzorky byl pozorovéan v ¢ase 120

minut kapacitace.

4.1.2 Vliv 1uM koncentrace E2 na kapacitaci kancich spermii in vitro — rozdily ve
vzorcich z ruznych kancu

Abychom zjistili mozné rozdily v kapacitaénim procesu a vnimavosti k E2 mezi
jednotlivymi zvitaty, spermie z 8 riznych kanct byly kapacitovany 120 minut v pfitomnosti
1 uM E2 nebo etanolu (kontrola) a vzorky z kazdého zvifete byly analyzovany zvlast. Cas

120 minut kapacitace byl vybran na zaklad¢ predchozich vysledk, kde v tomto Case byly
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pozorovany nejvétsi rozdily mezi kontrolni a experimentéalni skupinou. Pribéh kapacitace byl
hodnocen pomoci CTC analyzy a pomoci fluorescen¢niho znaceni s ACR.2 protilatkou proti
akrosinu. V kazdé skupiné bylo analyzovano minimalné 5 vzorkl a pouze vzorky s vysokou
korelaci mezi obémi metodami (rozdil < 5%) byly pouzity pro néslednou statistickou
analyzu. Rozdily v kapacitaénim procesu byly analyzovany pomoci KW-ANOVA. Byly
zjistény statisticky vyznamné rozdily v kapacitaénim procesu a vnimavosti k E2 mezi vzorky
z jednotlivych zvitat (obr.13). U 4 vzorki byl pozorovan prokapacita¢ni vliv E2 na priibch
kapacitace, zatimco u zbylych 4 vzorkd nebyl pozorovan zadny signifikantni vliv E2 na

prab¢h kapacitace.

Pocet kapacitovanych spermii u riznych jedincu
po 120 minutach kapacitace
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Obr.13 Rozdily v kapacitacnim procesu a citlivosti k estrogenim po 120 minutach kapacitace
mezi jednotlivymi zvifaty (A — H). Kontrolni vzorky: A (K) — H (K); experimentalni vzorky
(kapacitované v ptitomnosti 1 uM koncentrace E2): A (E2) — H (E2). U vzorka ze zvitat A — D je
patrny sigifikantni prokapacitac¢ni vliv E2, zatimco ve vzorcich ze zvitat E — H E2 nema signifikantni
vliv na prub¢h kapacitace. Rozdily v kapacitaénim procesu byly analyzovany pomoci KW-ANOVA,
*P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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4.1.3 Vliv vybranych koncentraci 4 estrogenit na kapacitaci kancich spermii
in vitro

Pro testovani vlivu 4 estrogent (estron (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3),
17a-etynylestradiol (EE2)) na kapacita¢ni proces byl vybran kanec A, u jehoz spermii byl
pozorovan prokapacitacni vliv 1 uM koncentrace E2 a kanec E, u jehoz spermii nebyl
pozorovan zadny signifikantni vliv 1 uM koncentrace E2 na kapacita¢ni proces. Protoze
statisticky nejvice signifikantni rozdily mezi kontrolni a experimentalni skupinou byly
pozorovany v ¢ase 120 minut kapacitace, pro dal$i pokusy byly spermie kapacitovany
v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti 6 vybranych koncentraci (1 nM — 100 uM) 4 vybranych
estrogent pravé po dobu 120 minut. Vzorky byly analyzovany pomoci CTC analyzy a
pomoci imunocytochemie s ACR.2 protilatkou proti akrosinu. V kazdé skupiné bylo
analyzovano minimalné 5 vzorkli a pouze vzorky s vysokou korelaci mezi obémi metodami
(rozdil < 5%) byly pouzity pro naslednou statistickou analyzu. Rozdily v kapacitaénim
procesu byly analyzovany pomoci KW-ANOVA; Post hoc analyza byla provedena pomoci
Newman-Keuls testu. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < (0.001

Tabulka 2. Kanec A (odpovidajici na ovlivnéni E2): Pocet kapacitovanych spermii (%)

v kontrolnich a experimentalnich vzorcich po 120 minutach kapacitace.

Skupina/ Kontrola 1nM 5nM 10 nM 100 nM 1uM 10 uM
koncentrace
E1 55.00 £ 1.56 55.50 + 0.93 55,45+ 1,79 56.25 £ 1.28 57.60 £1.26"* 59.75+1.58"* 61.50 £ 0.93***
E2 55.00 £ 1.56 56.00 £ 1.41 56,74+1,21*  56.80+1.62*  57.73f1.27** 60.20£1.93** 62.00 * 1.41**
E3 55.00 £ 1.56 54.88 + 1.36 55,14 £ 1,75 56.14 £ 1.35 57.00£0.89"  59.78 £1.48"* 61.71%0.76**
EE2 55.00 £ 1.56 55.44 + 1.81 54,99 + 2,25 55.80+1.93 56.82+2.04*  58.30+£2.91*  62.00 £ 1.41**

U spermii kance A bylo prokézano signifikantni ovlivnéni procesu kapacitace 1 uM koncentraci E2
(viz ptedeslé vysledky). Ve studii vlivu vybranych estrogeni na kapacitaci byl prokazan
prokapacitacni vliv vSech ctyfech testovanych estrogend. Nejsiln€jsi prokapacitacni vliv mél E2,
ktery urychloval kapacitaci jiz pifi 5 nM koncentraci v kapacitacnim mediu. U zbylych tfech
testovanych estrogenti se prokapacitani vliv poprvé projevil pfi 100 nM koncentraci estrogenti
v kapacitatnim mediu. U vSech ctyfech estrogenii s jejich vzrustajici koncentraci v kapacitacnim
mediu dochazelo k urychleni prubéhu kapacitace. E1 — estron, E2 — 17B-estradiol, E3 — estriol,

EE2 - 17a-etynylestradiol. *P < (.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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Obr.14 Kanec A: Grafické znazornéni poctu kapacitovanych spermii v kontrolnich a
experimentalnich vzorcich po 120 minutiach kapacitace.

E2 — 17B-estradiol, E3 — estriol, EE2 - 17a-etynylestradiol. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Popis viz tabulka 2. El1 — estron,

Tabulka 3. Kanec E (neodpovidajici na ovlivnéni E2): Pocet kapacitovanych spermii

v kontrolnich a experimentalnich vzorcich po 120 minutach kapacitace.

Skupina/ Kontrola 1nM 10 nM 100 nM 1uM 10 uM 100 uM
koncentrace
E1 5741114 57.5+1.89 57.55+1.78 57.37£2.62 58.11+1.58 60.12+£1.12*  61.25+1.56**
E2 57.4+£1.14 58.00 £ 1.61 58.80 + 1.62 58.11+2.11 58.40+0.89 60.10 £1.22*  61.81 £1.22***
E3 5741114 56.89 + 1.75 56.14 £ 1.35 57.00 £ 1.76 57.78+245 60.22 £1.56**  61.54 +1.67**
EE2 57.4+£1.14 57.84£2.09 57.70+1.93 58.42 +1.36 58.30+1.98 60.10 £2.31*  61.43 £1.37**

U spermii kance E nebyl prokazan signifikantni vliv 1 uM koncentrace E2 na kapacitaci (viz predesié
vysledky). Ve vzorcich z tohoto kance dochazelo kurychleni kapacitacniho procesu pouze pfi
kapacitaci spermii s vysokymi koncentracemi estrogend (10-100 uM). Opét se tento prokapacitacni
vliv se zvySujici se koncentraci zvySoval. E1 — estron, E2 — 17B-estradiol, E3 — estriol,

EE2 - 17a-etynylestradiol *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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Obr.15 Kanec E: Grafické znazornéni poc¢tu Kkapacitovanych spermatickych bunék
v kontrolnich a experimentalnich vzorcich po 120 minutiach kapacitace. Popis viz tabulka 3.
El — estron, E2 — 17B-estradiol, E3 — estriol, EE2 - 17a-etynylestradiol. *P < 0.05, **P < 0.01,
***Pp < 0.001

4.1.4 Viiv 1uM koncentrace E2 na akrosomdlni reakci kancich spermii

indukovanou zona pellucida in vitro

Pro zjisténi vlivu estrogent na AR byly vzorky spermii kapacitovany v pritomnosti
1 uM koncentrace ¢tyfech riznych estrogent (E1, E2, E3 a EE2) nebo v ptipadé kontrolnich
vzorkd se stejnym mnozstvim etanolu jako v experimentalnich vzorcich. Po 240 minutach
kapacitace byla indukovéna akrosomalni reakce pfidanim solubilizované zona pellucida.
Hodnoceni spermii po AR, bylo provedeno pomoci nékolika riznych metod.
Imunocytochemie s ACR.2 protilatkou proti akrosinu je v nasi laboratofi bézné pouzivanou
metodou na detekci spermii, které podstoupily AR. Pro ziskani vysSiho poctu dat byla
pouzita také imunochemicka (ELISA) a enzymatickd metoda (stanoveni aktivity akrosinu

v mediu).
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4.1.4.1 Vliv 1uM koncentrace E2 na akrosomalni reakci kancich spermii indukovanou zona

pellucida in vitro — hodnoceno pomoci imunocytochemie s ACR.2 protilatkou proti akrosinu

Imunocytochemie s ACR.2 protildtkou umoziuje detekovat spermie nekapacitované,
kapacitované a po AR. V kazdé skupiné bylo analyzovano minimaln¢€ 5 vzorkt a v kazdém
vzorku bylo pocitano 200 spermii. Ve vSech experimentalnich vzorcich doslo k nartstu poctu
spermii, které podstoupily akrosomalni reakci po indukci ZP v porovnani s kontrolni
skupinou. Nejvétsi vliv na indukci akrosomélni reakce mél synteticky estrogen EE2.

Statisticka analyza byla provedena pomoci KW-ANOVA.

Vliiv estrogenti na akrosomalni reakci
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Obr.16 Vliv estrogenti na akrosomalni reakci indukovanou zona pellucida. Graf znazornuje vliv
1 uM koncentrace vybranych estrogeni (E1 — estron, E2 — 17B-estradiol, E3 — estriol,
EE2 - 170-etynylestradiol) na akrosomalni reakci. Ve vSech ¢tyfech experimentalnich skupinach
doslo knariistu poctu spermii, které podstoupily AR. Rozdily byly analyzovany pomoci
KW-ANOVA. *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001

4.1.4.2 Vliv 1uM koncentrace E2 na akrosomalni reakci kancich spermii indukovanou zona

pellucida in vitro — hodnoceno pomoci ELISA metody s ACR.2 protilatkou proti akrosinu a

metody na stanoveni aktivity akrosinu

Data ziskand z imunocytochemické studie byla dale ovétena pomoci imunochemické

metody na stanoveni mnozstvi akrosinu v mediu (ELISA s ACR.2 protilatkou) a metody na

60



stanoveni aktivity akrosinu v mediu (acrosine assay). Protoze pii in vitro pokusech je po
podstoupeni AR akrosin uvolnén do kapacitaéniho media, 1ze pomoci téchto metod stanovit
relativni mnoZstvi spermii, které podstoupily AR. Obémi metodami bylo v kazdé skupiné
analyzovéano minimaln¢ 5 vzorku. Statistickéd analyza byla provedena pomoci ANOVA.
Stejné jako v imunocytochemické studii i zde byl prokdzan vliv estrogeni na
akrosomalni reakci. Nejvétsi vliv mél EE2, mens$i ale signifikantni vliv mél také E2.
Signifikantni vliv na AR byl prokazan rovnéZ u E1 pfi detekci pomoci ELISA metody, ne
vSak jiz pfi pouziti metody na stanoveni aktivity akrosinu. V pfipadé E3 nebyl prokézan

zadny signifikantni vliv na AR.

Vliv estrogenu na akrosomalni reakci
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Obr.17 Koncentrace akrosinu v kapacitatnim mediu po indukci akrosomailni reakce. Graf
znazoriiuje porovnani dvou metod na stanoveni mnozstvi akrosinu v kapacitaénim mediu. Pomoci
obou metod bylo u skupin ovliviiovanych E2 a EE2 zjisténo signifikantné vétsi mnozstvi akrosinu v
mediu oproti kontrolnimu mediu. U skupiny ovliviiované E1 byl signifikantni nartst akrosinu v
mediu detekovan pouze metodou ELISA. U skupiny ovliviiované E3 nebyl detekovan Zzadny

signifikantni nartst akrosinu v mediu oproti kontrolnimu mediu.

4.2 Detekce estrogennich receptoru

4.2.1 Imunolokalizace ERs ve spermiich

Pomoci imunofluorescencniho znaceni na kanéich spermiich byla prokazana podobna

lokalizace obou ERs. Oba ERs byly imunodetekovany v hlavi¢ce kancich spermii v oblasti
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akrosomu (obr.18). V ptipad¢ protilatky proti ERB (H150) byl pozitivni signal detekovan
také v oblasti krc¢ku. Fluorescen¢ni signal z oblasti kréku vSak nebyl detekovan pii pouziti

druhé protilatky proti ERB (1531).

ERa (F10)

7 'metanol

ERB (1531)

7 'metanol

ERB (H150)

7 metanol 7'metanol | 7 'metanol

ERB (H150)

10"aceton 10 aceton

Obr.18 Imunofluorescenéni znaceni ERs v kan€ich spermiich. Spermie byly permeabilizovany 7
minut v metanolu pfipadné 10 minut v acetonu, inukobovany s primarni protilatkou proti ERs a
nasledné se sekundarni protilatkou znacenou FITC. Modie jsou znacena jadra pomoci DAPI. Obrazky

¢, f, 1, k predstavuji negativni kontrolu.

Pro porovnani lokalizace ERs mezi riznymi sav¢imi druhy byla imunolokalizace
provedena také na lidskych a mySich spermiich.

U lidskych spermii byla fluorescence detekovana pomoci protilatky proti ERB (H150)
v bi¢iku (obr.19 E). Druha protilatka proti ERB (1531) ani protilatka proti ERa na lidskych

spermiich neznacila.
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U mysich spermii byla fluorescence detekovana opét pouze pomoci protilatky proti
ERp (H150). Tato protilatka znacila dvé odlisné ¢asti spermie v zavislosti na typu pouzitého
permeabiliza¢niho €inidla. Pti permeabilizaci 10 minut v acetonu pii pokojové teploté byla
fluorescence detekovana v oblasti akrosomu, pfi permeabilizace 7 minut v metanolu pii

-20°C byla fluorescence detekovana v bi¢iku (obr 19 A a C).

10 aceton 10 aceton 7 ‘metanol 7 ‘metanol 10’aceton 10 aceton

Obr.19 Imunofluorescencni znaceni ERP v mySich a lidskych spermiich. Spermie byly
permeabilizovany 10 minut v acetonu, pfipadné 7 minut v metanolu, inkubovany s primarni
protilatkou proti A/B doméné ERP a nasledné se sekundarni protilatkou znacenou FITC. Na mysich
spermiich znaci tato protilatka akrosom (a), pfipadné bicik (c), na lidskych spermiich znaci bicik (e).

Modfe jsou znacena jadra pomoci DAPI. Obrazky b, d, f pfedstavuji negativni kontrolu.

4.2.2 Imunodetekce ERs

Pfitomnost proteini ERs ve spermiich byla analyzovdna pomoci imunodetekce
s protilatkami proti ERs. ProtoZze pfi pouziti riznych extrakénich metod lze ziskat jiny
proteinovy profil, na SDS-PAGE byly nandseny rtzné pfipravené extrakty (SDS extrakce,
Urea extrakce, extrakce v 1,5% Tx-100, extrakce s inhibitory proteaz).

Pro imunodetekci proteinu ERa byla pouZita monoklonalni protilatka proti C-koncové
doméné lidkého ERa. V proteinovych extraktech z mySich spermii byly detekovany dva
proteiny o molekulové hmotnosti 43 a 46 kDa, které komigrovaly s pozitivni kontrolou (lyzat
z MCF7 bun¢k). V ptipad¢ lidskych spermii byl detekovan protein o velikosti 46 kDa. Oproti
proteinovym extraktim ze spermii, v extraktech z MCF7 bunék byl detekovan také protein
o velikosti 67 kDa, coz odpovida nezkracené formé proteinu ERa. V piipad¢ kanc¢ich spermii
byl pomoci protilatky proti ERa detekovan protein pouze v urea extraktu. Tento protein

o velikosti 34 kDa nebyl detekovan v zd&dném jiném testovaném extraktu.
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Obr.20 Detekce proteinu ERa. Proteiny byly separovany na 15% gelu za pouziti SDS-PAGE a
nasledné byla provedena imunodetekce s protilatkou proti C-koncové doméné ERa. Cervend $ipka
znazoriuje slabou detekci proteinu v urea extraktu z kané¢ich spermii. Cisla/pismena v popiscich
oznacuji metodu pouzité extrakce proteinti: 1-extrakce s vlastni smési inhibitor protedz, 2-extrakce

s komer¢ni smési inhibitorti proteaz, S-SDS extrakce, U-urea extrakce.

Imunodetekce proteinu ERPB byla provedena pomoci dvou komercnich protilatek
ptipravenych proti odliSnym doménam ERP. Protilatka proti ER (H150) rozpoznava epitop
znacici A/B doménu, druha pouzita protilatka proti ERB (1531) rozpoznava epitop znacici
ligand vazajici doménu. Oproti o¢ekavani ob¢ protilatky znacily odlisné proteiny.

Pomoci protilatky proti A/B doméné byl v rizné pfipravenych extraktech z kancich
spermii detekovan protein o velikosti 37 kDa (obr.21). Pomoci této protilatky byl
v extraktech z mySich spermii a mysSich testes detekovdn mensi protein o piiblizné

molekulové vaze 32 kDa, v extraktu z lidskych spermii zadny protein detekovan nebyl.
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Obr.21 Imunodetekce ERP pomoci protilitky proti A/B doméné ERP. Proteiny byly separovany
na 15% gelu za pouziti SDS-PAGE a nasledné byla provedena imunodetekce s protilatkou proti A/B
doméné ERP. Cisla/pismena v popiscich oznaduji metodu pouZité extrakce proteinii: 1-extrakce
s vlastni smési inhibitord proteaz, 2-extrakce s komeréni smési inhibitorl proteaz, S-SDS extrakce,

U-urea extrakce, Tx-extrakce v Tx-100.

Pomoci protilatky proti ligand vazajici doméné byl v extraktech z mysich a kancich
spermii detekovan protein o velikosti pfiblizn¢ 50 kDa. Tento protein je vice zastoupen
v mySich extraktech oproti kan¢im extraktim. Protein o stejni molekulové vaze byl
detekovan také v extraktech z mySich varlat a nadvarlat. V ptipadé lidskych spermii byla

provedena detekce na SDS extraktech, kde tato protilatka neznacila zadny protein.
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Obr.22 Imunodetekce ERP pomoci protilatky proti ligand vazajici doméné ERp. Proteiny byly
separovany na 15% gelu za pouziti SDS-PAGE a nasledné¢ byla provedena imunodetekce
s protilatkou proti ligand véazajici doméné ERP. Cisla/pismena v popiscich ozna¢uji metodu pouzité
extrakce proteind: 1-extrakce s vlastni smési inhibitorti protedz, 2-extrakce skomeréni smeési

inhibitort proteaz, S-SDS extrakce.

V pfipadé¢ imunodetekce proteinu ERa v extraktech z kancich spermii byl zjistén
pouze slaby signdl. Pfi pouziti imunofluorescen¢niho znaceni vSak protildtka proti ERa
znacila v oblasti akrosomu. Je proto mozné se domnivat, ze nanaSka proteinti na 1D SDS-
PAGE nebyla dostatecna pro detekci zifejmé minoritniho proteinu. Kanci spermie byly proto
extrahovany v rehydratacnim pufru a byla provedena 2D elektroforetickd separace proteint,
kde nanaska proteinii byla piiblizné 4x vétsi. Pfi ndsledné imunodetekci byl opakované
detekovan protein o velikosti pfiblizné 34 kDa, coz odpovida proteinu nalezeném pomoci 1D
elektroforetické separace kancich proteinti extrahovanych v urea extrakénim pufru a nasledné

imunodetekeci.

66



(A)

kDa

pl > 10

3 «

100
75

50

37
34

25

20

Obr.23 Imunodetekce s protilitkou proti ERa po 2D elektroforetické separaci proteint.
Protilatka proti ligand vazajici doméné ERa na imunodetekci opakované v extraktu z kancich spermii
znatila protein o velikosti pfiblizn¢ 34 kDa. (A) chemiluminiscenéni detekce na filmu, (B)

identifikovany protein na PVDF membrané

2D elektroforeticka separace proteini z kancich spermii a néslednd imunodetekce
byla provedena také za pouziti protilatky proti ERB. Pro detekci byla vybrana protilatka proti
A/B doméné¢ (ERP H-150), kterd pii imunolokalizaci znacila oblast akrosomu a na

imunodetekci po 1D elektroforetické separaci znacila protein o velikosti 37 kDa.
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Obr.24 Imunodetekce s protilaitkou proti ERp po 2D elektroforetické separaci proteint.
Protilatka proti A/B doméné ERP na imunodetekci opakované znacila kanci protein o velikosti
priblizn¢ 37 kDa, coz je ve shod¢ simunodetekci po 1D elektroforetické separaci. (A)

chemiluminiscen¢ni detekce na filmu, (B) identifikovany protein na PVDF membran¢
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4.3 Vliv estrogennich receptorii a estrogenniho prostfedi na kapacitaci
in vitro

Pro zhodnoceni mozné souvislosti mezi pfitomnosti ERs ve spermiich a vlivem
estrogend na kapacitaci byly spermie kapacitovany po dobu 120 minut v pfitomnosti ¢i
nepiitomnosti 1 uM koncentrace E2. Pomoci prutokové cytometrie byla analyzovéana
korelace mezi abundanci receptori (detekce pomoci protilatek proti ERs) a kapacitacnim
progresem (detekce pomoci protilatky proti kan¢imu akrosinu) v estrogennim a
neestrogennim prostiedi.

Spermie byly kapacitovany v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti 1 uM koncentrace E2. Po
120 minutach kapacitace byly spermie analyzovany pomoci prutokové cytometrie s ACR.2
protilatkou proti akrosinu (detekujici fyziologicky stav spermie) a protilatkami proti ERa,
ERPB a GPR30 (detekujici pfitomnost ERs), dale jako nespecifickd kontrola byla pouZita
protilatka proti aromatéaze.

Bylo prokazano, ze pritomnost klasickych ERs (ERa, ERP), nebo jejich izoforem
pozitivné koreluje s kapacitacnim progresem v estrogennim prostiedi. Korelace mezi
pfitomosti GPR30 receptoru a kapacitatniho progresu v estrogennim prostiedi nebyla

zjisténa.

Tabulka 4 Korelace mezi pfitomnosti ERs ve spermiich a prokapacita¢nim vlivem E2.

120 min
0 min E2 0 min EtC 120 min E EtOH
ERa 0,17 0,21 0,421* 0,282
ERB 0,18 0,22 0,413* 0,292
Ar 0,09 0,11 0,158 0,167
GPR 0,08 -0,01 0,225 0,109

Hodnoty uvedené v tabulce predstavuji Pearsontiv korela¢ni koeficient, ktery predstavuje korelaci
mezi intenzitou fluorescence fluorescenéné znacené sekundarni protilatky navazané na primarni
protilatku proti akrosinu nebo pfislusného receptoru. Analyza byla provedena pomoci ANOVA.

P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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Obr.25 Korelace mezi pritomnosti ERa ve spermiich a kapacitacnim stavem spermii. Dot plot
znazoriiuje dvé populace bun¢k — nekapacitované (vlevo) a kapacitované (vpravo) spermie. Posun
kapacitované populace spermii smérem nahoru oproti nekapacitované populaci spermii je znakem

vétsiho poctu ERs v kapacitované populaci.
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5. Diskuse

Cilem této studie bylo posoudit vliv estrogenii na funkci sav¢ich spermii na kancim
modelovém organismu. Pro testovani byly vybrany tfi endogenni estrogeny (E1, E2, E3) a
jeden synteticky (EE2) estrogen, ktery je hojné pouzivan jako slozka oralni antikoncepce. Pro
posouzeni vlivu téchto estrogenti bylo navrzeno nékolik experimentalnich postupi.

V prvnim experimentu bylo studovdno, zda nejsilnéjsi piirozené se vyskytujici
estrogen E2 ma vliv na in vitro kapacitaci a AR kanc¢ich spermii a zda ptipadny vliv je
zavisly na Case. Spermie byly kapacitovany s 1 uM koncentraci E2 a analyzovany v ¢asech 0,
30, 60, 120, 180, 240 minut kapacitace a po vyvolani AR. Byl prokdzan signifikantni
prokapacitacni vliv E2 na spermie, kdy prvni signifikantni rozdil mezi experimentalnimi a
kontrolnimi vzorky byl pozorovan po 60 minutich kapacitace, nejvyrazné€jsi pak po 120
minutach kapacitace. Od 120. minuty se s prodluzujici dobou kapacitace rozdily mezi
experimentalni a kontrolni skupinou sniZzovaly. Pozorovand Casova zavislost vlivu E2 na
proces kapacitace je uzitenym poznatkem. Piestoze je kapacitace studovana jiz vice nez pul
stoleti, jeji molekularni mechanismy a slozky, které ji ovliviiuji, stale nejsou zcela znadmy.
Setkavame se proto v literatuie se spornymi vysledky (Gwatkin and Williams, 1970; Bathla
et al., 1999; Adeoya-Osiguwa et al., 2003). Rozdilné vysledky mezi jednotlivymi skupinami
mohou byt zplisobeny pravé odliSnym casem kapacitace. Studie vlivu riznych latek na
kapacitaci by proto mély peclivé vybirat dobu kapacitace sohledem na studovany
molekularni proces (vtok véapenatych iontl, cholesterolovy eflux, polymerizace aktinu,
fosforylace proteinii, zmény v akrosomu).

Dale byl prokazan signifikantni vliv E2 na AR. NasSe vysledky jsou v souladu
s experimenty na mysich (Adeoya-Osiguwa et al., 2003) a kanc¢ich (Mohamed et al., 2011)
spermiich, kde E2 rovnéz zvySoval pocet spermii, které podstoupily AR. Kapacitované
spermie jsou vnimavéjsi ke stimulim AR. VIiv E2 na AR by proto mohl odrazet
prokapacita¢ni vliv E2. Protoze vSak prokapacita¢ni vliv E2 byl nejvyssi v ¢ase 120 minut
kapacitace a s postupujicim Casem se snizoval, zda se byt zjistény nartst spermii po AR
zpusoben spiSe vlivem E2 na samotny proces AR.

Druhy experiment byl zaméfen na detekci moznych rozdili ve vnimavosti spermii
z riznych kancti k E2. Protoze v pfedchozim experimentu byl nejvétsi vliv E2 pozorovan
v Case 120 minut kapacitace, pro dalsi pokusy byly spermie kapacitovany prave po tuto dobu.

Mezi vzorky z jednotlivych kanct byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v kapacitacnim
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procesu a vnimavosti k E2. U ¢ty vzorkd byl zjistén prokapacitacni vliv E2, zatimco
u zbylych ¢ty vzorkii zadny signifikantni vliv E2 prokdzén nebyl. Tyto poznatky opét
mohou pfispét k objasnéni spornych vysledki v literatufe, nebot’ rozdily mezi jedinci mohou
zkreslovat celkové vysledky.

Pro dalsi objasnéni role estrogenli v procesu kapacitace byly ve tfetim typu
experimentu testovany slozky s podobnymi fyziologickymi vlivy. Kanci spermie byly
kapacitovany v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti Sesti riznych koncentraci (0,001 — 100 uM)
¢tyfech vybranych estrogenti (E1, E2, E3, EE2). Protoze analyza vzorkl s vysokou a nizkou
citlivosti k estrogenim by mohla pfispét k objasnéni mechanismu estrogenniho ptisobeni na
spermie, ve tretim typu experimentu byly pouzivany vzorky spermii, u kterych byla
prokédzana vysoka, ptipadné nizka citlivost spermii k E2. U spermii s prokdzanou citlivosti
k E2 byl pozorovan prokapacitacni vliv vSech testovanych estrogenti. Dale bylo prokéazano,
ze tento vliv se zvySuje se zvySujici se koncentraci estrogenti v mediu. Nejsilnéjsi vliv mél
E2, ktery urychloval kapacitaci jiz pfi 5 nM koncentraci v mediu. U zbylych tfi testovanych
estrogenti se prokapacitacni vliv projevil az od 100 nM koncentrace. Pfestoze na rozdil od
ostatnich testovanych estrogenti u E2 bylo prokazano signifikantné vice kapacitovanych
spermii oproti kontrolnimu vzorku jiz pfi 5 nM koncentraci, pfi vyssich koncentracich se
prokapacitani vliv mezi jednotlivymi estrogeny neliSil. U spermii s nezjisténou citlivosti
k E2 byl v tomto tfetim experimentu také prokazan prokapacitacni vliv vSech testovanych
estrogent, ovSem pouze pii jejich vysoké koncentraci v kapacitatnim mediu (10 a 100 pM).
Ziskana data z obou kancl naznacuji, Ze estrogeny maji obecny prokapacitacni vliv, nicméné
u jedinctl se snizenou vnimavosti k estrogentim se tento vliv projevi az pii vystaveni spermii
vysokym koncentracim estrogent.

Prokazany prokapacitacni vliv estrogent je ve shod€ s dalSimi studiemi s E2 na
mySich (Adeoya-Osiguwa et al., 2003) a kancich spermiich (Mohamed et al., 2011). Oproti
naSim vysledkim vSak skupina Mohameda pozorovala se zvySujici se koncentraci E2
v mediu mensi nartst poctu kapacitovanych spermii, coz by mohlo byt zptisobeno negativni
zpétnou vazbou, kterd by v pfipadé vysokych koncentraci byla indukovana dfive.
Protichidné vysledky mohou odrazet odliSny cas kapacitace a nékolik moznych cest
pusobeni E2 na fyziologii spermii. Mohamed a spol. (2011) kapacitovali spermie po dobu
15ti a 30ti minut. Signifikantni rozdil v po¢tu kapacitovanych spermii mezi kontrolnimi a
experimentalnimi vzorky v ¢ase 15 minut kapacitace byl po 30 minutach kapacitace smazan.
Autofi tento jev dale nevysvétluji, mohlo by se ale jednat o rychly vliv E2 na kompetentni

spermie. Jiz diive bylo prokazéano, ze E2 pusobi rychly vtok vapniku (Baldi et al., 2002).
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Tento d¢j je jednou zhlavnich udalosti, k nimz dochéazi v pribéhu kapacitace a je ho
vyuzivéano pro studii fyziologického stavu spermii pomoci CTC analyzy. Je tedy mozné, ze
pouziti této metody vedlo v prici Mohamed a spol. (2011) k detekci vétSiho poctu
kapacitovanych spermii v ¢ase 15 minut kapacitace v diisledku zahrnuti subpopulace spermii,
kterd reagovala na pfitomnost E2 v mediu zvySenim intracelularni koncentrace vapniku. Tato
subpopulace spermii by vSak pravdépodobné byla kapacitovana 1 bez ptfitomnosti E2
v mediu, nicméné doba potiebnd pro dosazeni kapacitovaného stavu by se prodlouzila, coz
by se odrazilo ve snizovani rozdili mezi experimentalni a kontrolni skupinou s prodluzujicim
se ¢asem kapacitace.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, v nasi studii jsme po 120 minutach kapacitace pozorovali
se zvySujici se koncentraci estrogentt v mediu zvySujici se prokapacitacni vliv. Ve vzorcich
s vysokou citlivosti k estrogenim mély estrogeny signifikantni vliv jiz pfi koncentraci
vyzadované pro aktivaci ERs (Blair et al., 2000; Nawata et al., 1981). Skutecnost, Ze vysoké
koncentrace estrogenti, pii kterych jiz jsou ERs saturovany, dale zvySuji pocet
kapacitovanych spermii naznacuje, ze pii vysokych koncentracich estrogent mtize jejich vliv
byt zprostiedkovan jinou nez receptorovou drahou (napf. membranové zmény), (Baldi et al.,
2009). Tato teorie je podporovana i skuteCnosti, kdy u vzorkli s nizkou citlivosti
k estrogentim mély estrogeny signifikantni vliv az pfi mnohonéasobné vyssich koncentracich
vmediu (10 — 100 uM) nez jsou koncentrace potiebné pro aktivaci ERs v somatickych
buiikach. 1 dal§i skupina ziskala vysledky podporujici nereceptorovou drahu piisobeni
estrogent na spermie na studii s hydroxytamoxifenem a estrogennimi latkami vyskytujicimi
se v zivotnim prostfedi, kdy hydroxytamoxifen, klasicky antagonista ERs, neinhiboval
prokapacitacni vliv E2 a studované estrogenni latky navzdory jejich nizké estrogenni aktivité
mély vétsi dopad na kapacitaci neZ E2 (Adeoya-Osiguwa et al., 2003).

Specifické mechanismy (napi. receptorova signalizace), které jsou zodpovédné za
estrogenni pisobeni ptfi nizkych koncentracich nejsou funkéni ve vzorcich bez odpovédi na
1-10 nM E2. Vysoké experimentalni koncentrace estrogenti (10 — 100 uM) jsou daleko od
fyziologické koncentrace estrogend v plazmé (107'° — 10" M pro E2 u potkanii a mysi,
(Nishimura et al., 2008)). Na druhou stranu koncentrace estrogenti ve folikularni tekutiné
jsou vyssi a spermie tedy miize byt vystavena vysokym koncentracim estrogenti béhem
kapacitace v sami¢im reproduk¢nim traktu (Tarlatzis et al., 1993; Ouellette et al., 2005).

V prvnim experimentu byl prokdzan nartist poctu spermii po AR v experimentalni
skuping. Pro dal$i studii vlivu estrogeni na AR a vyvozeni mozného zobecnéni byly proto

spermie ve Ctvrté Casti studie ovliviiovany Ctyfmi estrogeny. Pro analyzu jejich vlivu bylo
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pouzito nékolik metod. Standardné se pro hodnoceni kapacitace a AR pouziva CTC analyza.
V nas$i laboratofi byla pfipravena protilatka proti kanc¢imu akrosinu a pomoci jejiho
specifického znaceni akrosomu lze také hodnotit stav spermii (Peknicova et al., 1990;
Peknicova et al.,, 1994). Ve vSech experimentalnich vzorcich byl prokazan signifikantni
nartst poctu spermii, které po indukci zona pellucida podstoupily AR. Mikroskopické
hodnoceni je do jisté miry subjektivni, proto byla ziskana data doplnéna biochemickymi
metodami. Tyto metody potvrdily ndrtst poctu spermii po AR ve vzorcich, které byly
kapacitovany s E2 a EE2, tedy ve vzorcich snejvétSim vlivem estrogenti detekovanym
mikroskopickou metodou. Naopak ve vzorku ovliviiovaném E3 biochemické metody zadny
signifikantni vliv neprokazaly, coz pravdépodobné svéd¢i o jejich nizsi citlivosti oproti
mikroskopické metod€. Nejvétsi vliv na AR mél synteticky estrogen EE2, na kapacitaci vSak
endogenni estrogen E2, coz pravdépodobné dale svéd¢i pro zahrnuti riznych mechanismu
vyvolavajicich estrogenni pisobeni na kapacitaci a akrosomalni reakci diskutované v prvnim
experimentu.

Pozorovany efekt mé svou fyziologickou interpretaci. Bylo prokazano, ze doba
kapacitace se 1i8i mezidruhové, ale také v zavislosti na hormondlnim stavu samice v dobé
kopulace (Smith et al., 1987; Yanagimachi and Chang, 1963). Po kopulaci jsou spermie
skladovany v oviduktalnim rezervoaru, kde jsou navazany na oviduktdlni epitel, ktery
zpomaluje kapacitaci, zato prodluzuje zivotnost spermii (Yanagimachi, 1994). Kapacitaci
nedokoncuji vSechny spermie najednou, ale spiSe postupné a jsou tedy i postupné
uvoliiovany (Yanagimachi, 1994). V pribéhu ovulaéniho cyklu dochazi k cyklickym
zméndm hladin hormoni, mimo jiné i estrogenu (E2), ktery dosahuje svého vrcholu v dob¢
ovulace. Kolisajici hladiny estrogenii mohou byt pficinou postupného zrani a uvolnovani
spermii z oviduktalniho rezervoaru. Zatimco nizké hladiny estrogenti ovliviiuji subpopulaci
spermii pted ovulaci, vysoké hladiny estrogent zfejmé urychluji kapacitaci v dobé ovulace.
Postupné uvoliiovani kapacitovanych spermii zvysuje pravdépodobnost setkani kompetentni
samci a samici pohlavni buiiky a tedy pravdépodobnost oplozeni. Rozdilna citlivost spermii
k estrogeniim a mozné zahrnuti vice mechanismi pusobeni estrogent (v zavislosti na jejich
koncentraci) na spermie je tedy mozny mechanismus zvysujici pravdépodobnost oplozeni.

V prvni Casti studie jsme prokazali vliv estrogenli na zrani spermii v samiéim
reprodukcénim traktu v zavislosti na latce, koncentraci a dob¢ vystaveni. Mechanismus vlivu
estrogenu na spermie stale neni zndm. V rlznych somatickych buné¢nych systémech E2
reguluje tok vapenatych iontl, vytvaii cyklické nukleotidy a aktivuje rizné kindzy (Kelly and

Levin, 2001). VSechny tyto mechanismy hraji dilezitou roli i v procesech zrani spermii. Byla
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diskutovana moznost zahrnuti né¢kolika mechanisma zprostiedkovéani estrogennich vlivii na
spermie. Obecné je pfijimano, ze E2 zprostfedkovava své plisobeni vazbou na ERs, je tedy
mozné, Ze jednim z moznych mechanisml zprostiedkujicich vliv estrogenii na spermie
zahrnuje 1 aktivaci ERs, at’ uz klasickych, jejich izoforem ¢i transmembranového receptoru
GPR30. V literatuie se setkavame s ne zcela jednotnymi vysledky tykajici se pfitomnosti ERs
v lidskych spermiich. Byly nalezeny literarni udaje pouze jedné skupiny, kterd detekovala
ERs na kan¢im modelu (Rago et al., 2007), proto jsme se detekci snazili zopakovat. Pro
zobecnéni mozné role ERs v savéich spermiich byly detekce ERs provadény na kancich,
mysich a lidskych spermiich.

Pomoci imunofluorescen¢niho znaceni byla u kancich spermii zjiSténa podobna
lokalizace obou ERs (ERa, ERp) a to v akrosomalni oblasti hlavicky. Pfi pouziti protilatky
ERP (H150) bylo znaceni detekovano také v oblasti krcku, tuto ¢ast vSak neznacila druha
protilatka proti ERB (ERB 1531). Protoze pouzité protilatky proti ERP znaci odlisné epitopy,
rozdily ve znaceni mezi dvéma protilatkami proti ERp mohou byt zplisobeny pifitomnosti
ruznych sestfihovych variant. Akrosomalni lokalizace ERs svéd¢i o jejich mozné roli
studii na kancich spermiich (Rago et al., 2007), ktera také lokalizovala ERp v hlavicce
spermii, oproti na$i studii vSak jiz nedetekovala imunofluorescenci v kréku a ERa
lokalizovala v mitochondridlni ¢asti bi¢iku. Pfestoze byly pouzity stejné protilatky proti ERs
a permeabiliza¢ni ¢inidlo, nase vysledky se 1i8i a pro objasnéni rozdilného znaceni je tieba
experiment zopakovat, ptipadné provést dalsi studie.

Proti kan¢im spermiim, u mySich a lidskych spermii nebyla pomoci
imunofluorescen¢niho znaceni prokdzana ptritomnost ERs a byly zjistény rozdily v lokolizaci
ERp. Zatimco u kancich spermii byl imunodetekovan protein v akrosomalni oblasti hlavicky,
u lidskych spermii byl lokalizovéan v bi¢iku a u mysich spermii jak v bi¢iku, tak v akrosomu.
Rozdilnd lokalizace ERs naznacuje rozdilnou funkci ERs ve spermiich riznych savcich
druhti. Jak jiz bylo zminéno, pfitomnost ERs v hlavi¢ce spermii by mohla hrat roli ve
zprostiedkovani vlivu E2 na kapacitaci a akrosomdlni reakci, zatimco ptitomnost ERs
v biciku ma ziejmée vztah k motilité. Mys a kiecek jsou druhové piibuzné organismy, jejich
spermie maji podobny tvar a mohly by sdilet mechanismy regulujici zrani spermii. Prokézana
vazba E2 v akrosomalni oblasti kieccich spermii (Fujinoki et al., 2010) by proto mohla byt
ve shodé¢ simunolokalizaci ERB v akrosomalni oblasti mySich spermii. Lokalizace ER[
v bi¢iku lidskych spermii je ve shodé s dal§imi publikovanymi vysledky (Rago et al., 2006;
Aquila et al., 2004).
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Pomoci imunodetekce s protilatkami proti ERs nebyly u spermii prokdzany proteiny
o velikosti odpovidajici klasickym ERs. Nicméné byly detekovany proteiny mensi a mohlo
by se tedy jednat o sestiihové varianty klasickych ERs.

Pomoci protilatky proti ERa byl u lidskych a mySich spermii detekovan protein
o priblizné velikosti 46 kDa, v mySich spermiich také mensi protein o pfiblizné velikosti
43 kDa. Oba tyto proteiny byly detekovany také v pozitivni kontrole (extrakt z MCF7
bunck), kde byl dale detekovan protein o velikosti nezkracené formy ERa. Detekce 46 kDa
formy ERa byla jiz diive prokdzana ve zralych lidskych spermiich (Lambard et al., 2004;
Solakidi et al., 2005). U kanc¢ich spermii byl jiz dfive nalezen protein ERa o velikosti 67 kDa
(Rago et al., 2007). V nasi studii jsme vSak detekovali pomoci protilatky proti ERa pouze
protein o velikosti piiblizné 34 kDa a to jak pti pouziti 1D, tak 2D elektroforetické separace
proteinti. V ptipad¢ 1D elektroforetické separace proteint byl detekovany signal velmi slaby
a pouze v jednom typu extrakce. Je tedy mozné, ze Rago a spol. (2007) tento protein
nezachytil. Pro¢ jsme vSak nebyly schopni detekovat nezkracenou formu ERa, pfestoze byla
pouzita stejnd protilatka proti ERa, ziistava otazkou. Protein detekovany v kancich spermiich
by mohl odpovidat 36 kDa izoformé ERa, kterd byla nalezena v membrané rakovinnych
bunck, kde prendsi estrogenni i antiestrogenni aktivaci MAPK/ERK drédhy. Tato forma
postrada transaktivacni doménu a na N-konci nese tfi riznd potencionalni mista myristoylace
(Wang et al., 2006).

Imunodetekce proteinu ERP byla provedena pomoci dvou protilatek proti odliSnym
epitopim lidského ERp. Stejn¢ jako v pfipad¢ imunolokalizace i zde byly ziskany odlisné
vysledky za pouziti téchto protilatek. Pomoci protilatky proti ligand vazajici doméné byl ve
spermiich detekovan protein o velikosti 50 kDa pouze u mysi. Tento protein byl detekovan
také v extraktech z mySich varlat a nadvarlat. 50 kDa forma ERP byla jiz dfive prokazana
v zérode¢nych bunkach (Lambard et al., 2004). Detekovany protein by mohl odpovidat
izoform¢ mysiho ERP o velikosti 48 kDa.

Neprokazany vyskyt proteinu ERB v lidskych ejakulovanych spermiich je ve shodé

Pii pouziti protildtky proti A/B doméné lidského ERP byl v kancich spermiich
detekovan protein o pfiblizné velikosti 37 kDa a to jak za pouziti 1D, tak 2D elektroforetické
separace. Mohlo by se jednat o dalsi izoformu ER. Protoze tento protein nebyl detekovan
pomoci druhé protilatky proti ERp, kterd na imunolokalizaci znacila pouze oblast akrosomu,

je mozné Ze tento protein je lokalizovéan v krcku.
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V zavéreCném experimentu, ktery obé cCasti studie spojoval, jsme prokdzali, ze
pritomnost ERs ve spermiich pozitivné koreluje s kapacitatnim progresem v estrogennim
prostfedi. Zda se tedy, ze prokapacitacni vliv estrogenil na spermie je z €asti zprostiedkovan

vazbou estrogentl na ERs.
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6. Zavér

Oplozeni je jedine¢ny déj, ktery mize byt na vSech jeho urovnich poSkozen mnoha
faktory (genetickymi, okolniho prostfedi). Po svém vzniku musi sam¢i 1 sami¢i pohlavni
buiiky podstoupit fadu regulovanych déji nez se stanou kompetentni a daji vznik novému
jedinci. Mezi procesy, kterymi prochazi samci pohlavni buika patfi 1 kapacitace a
akrosomalni reakce (AR), ke kterym dochazi v sami¢im reprodukénim traktu. Pouze
kapacitované spermie jsou schopné vazby na zona pellucida vajicka, podstoupit AR a
oplodnit vajicko. Spermie, které¢ podstoupi AR predCasné, ztraci schopnost vazby na vajicko,
coz ve svém dusledku vede kneplodnosti (Yanagimachi, 1994). Pfesné nacasovani
kapacitace a AR je tedy nezbytné pro vznik nového jedince a jakékoli disregulace muze vést
k selhani oplozeni.

Bylo prokéazéano, Ze vysoké hladiny estrogent v prenatdlnim obdodi jsou u samcich
potomkl jednou z pficin podilejicich se na vzniku ,.testicular dysgenesis syndrom-u®, ktery
se projevuje fadou patologickych stavli jako je kryptorchismus, zvyseny vyskyt rakoviny
varlat a hypospadie (Vidaeff and Sever, 2005). Naopak nizké hladiny ¢i uplnd ztrata
estrogeni v dospélosti vedou ke zhorSeni kvality spermii, ¢i uplnému zastaveni
spermatogeneze (Rochira et al., 2005). Estrogeny, pivodné povazované za vyhradné samici
hormony, hraji tedy dtlezitou roli i v muzské reprodukci.

V této studii byl prokazan vliv tii endogennich estrogenti (E1, E2, E3) a jednoho
syntetického estrogenu na kapacitaci kancich spermii a to jak v zavislosti na latce a jeji
koncentraci, tak na case kapacitace. Déle byl prokdzan vliv téchto latek na akrosomalni
reakci. Pomoci protilatek proti estrogennim receptorim (ERs) byly ve spermiich detekovany
proteiny o mensi velikosti nez jsou klasické ERs a mohlo by se tedy jednat o jejich setiihové
varianty, které byly jiz dfive detekovany (Lambard et al., 2004; Solakidi et al., 2005; Rago et
al., 2007; Wang et al., 2006). V zavérecném experimentu této studie bylo prokdzano, ze
ptitomnost ERs ve spermiich pozitivné koreluje s kapacitatnim progresem v estrogennim
prostiedi a zda se tedy, ze ERs (alespon zCasti) zprostiedkovavaji estrogenni piisobeni na
spermie.

Studované endogenni estrogeny jsou pfirozenymi hormony, které¢ zprostiedkovavaji
svij specificky fyziologicky u¢inek pomoci ERs (Ho and Liao., 2002). Mnoho latek, kterym
jsme v soucasné dob¢ kazdodenné¢ vystaveni ma schopnost vazat se na ERs a ptisobit jako

agonisté ¢i antagonisté piirozenych estrogenil. Vyzkum vlivu estrogenil na spermie a detekce
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ERs ma tedy dvé stranky. Jednak, jde o zjisténi fyziologického vlivu pfirozenych estrogenti
na spermie, tento védecky poznatek ma moznou praktickou aplikaci pti 1é€beé neplodnosti.
Jednak, s ohledem na skute¢nost, kdy estrogenni latky v Zivotnim prostfedi mohou negativné
ovlivilovat ¢innost endogennich hormonti, mohou se pozatky z této studie vyuzit pii studii
mozného negativniho vlivu estrogennich latek na reprodukci na hladiné dvou zracich déju

spermii (kapacitace a AR).
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