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1.  WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Szacuje sie, ze niezamierzona bezdzietno$¢, zaliczana przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) do choréb spotecznych, obejmuje okoto
10-18% par starajacych sie o potomstwo. Przyjmuje sie, ze w 40-60% przypadkdw za przyczyne
niepowodzen w rozrodzie odpowiedzialny jest czynnik meski [8, 42].

Postuluje sie, iz wsrod wielu czynnikdw wptywajacych niekorzystnie na wartosc
biologiczng nasienia waznym elementem jest ekspozycja meziczyzny na ksenoestrogeny
— estrogeny obcego pochodzenia (z greckiego xeno — obcy). Ksenoestrogeny zaliczane sg do
grupy tzw. ,zaktécaczy szlakéw endokrynnych” (ang. endocrine disruptors). Sg to zwigzki
chemiczne, ktére ze wzgledu na swojg strukture moga wchodzié w interakcje z ukfadem
hormonalnym, wykorzystujac szlaki transdukcji sygnatu endogennych hormondéw [12, 107,
220, 246].

Rola estrogendw w meskim uktadzie rozrodczym jest przedmiotem intensywnych badan.
Wykazano, ze estrogeny sg kluczowe dla prawidtowego rozwoju meskiego uktfadu rozrodczego
i przebiegu procesu spermatogenezy. Ich istotng role potwierdza obecno$é i heterogenna
lokalizacja receptoréw estrogenowych w licznych tkankach meskiego organizmu [41, 59, 149,
220].

W Swietle aktualnego stanu wiedzy przyjmuje sie, ze komodérkami docelowymi dla
dziatania estrogendéw sg rowniez plemniki ludzkie. Molekularne mechanizmy dziatania

hormondw steroidowych na plemniki nie sg jednak do korica scharakteryzowane.

Ze wzgledu na specyficzng strukture gamet meskich (DNA skoncentrowane do postaci
parakrystalicznej, brak procesu transkrypcji) zaktada sie, ze steroidy dziatajg na plemniki
wyltacznie na drodze niegenomowej poprzez receptory btonowe. Sugeruje sig, ze podobnie jak
to ma miejsce w komdrkach somatycznych, estrogeny mogg rowniez wptywaé na funkcje
obecnych w plemnikach mitochondriéw. Nie mozna wykluczy¢, ze ksenoestrogeny
srodowiskowe, wykorzystujagc podobne szlaki transdukcji sygnatu, mogg wptyngé na biologie

gamet meskich.



1.2. Estrogeny i receptory estrogenowe

Estrogeny — struktura i funkcja

Endogenne estrogeny (17B-estradiol, estron i estriol) to hormony steroidowe, ktére
biogenetycznie i strukturalnie wywodza sie z cholesterolu. Powstajg przez aromatyzacje
androgenéw — androstenodionu (estron) i testosteronu (estradiol). Wieloetapowa
transformacja cholesterolu do estrogendéw skutkuje redukcjg liczby atoméw wegla
w czasteczce (z 27 na 18). Proces ten zachodzi dzieki dziataniu enzymoéw utleniajgcych
z grupy cytochromu P450. Zlokalizowane s3 one gtdwnie w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Dziatanie aromatazy, petnigcej funkcje demetylazy usuwajgcej zwornikowa
grupe metylowa (C19), to ostatni etap biogenetycznej transformacji estrogenéw. Poszczegdlne
estrogeny roznig sie miedzy sobg ustawieniem grup hydroksylowych. Ich czasteczki sg silnie
hydrofobowe i lipofilne. Pozwala im to na naturalne przenikanie przez bariere krew — mdzg.
Struktura lipofilna pozwala dodatkowo na przenikanie przez btone komdrkowa bezposrednio
do cytozolu. Estrogeny uwalniane sg z miejsc syntezy w stanie niezwigzanym i tylko w takiej
formie wykazujg aktywnos$¢é biologiczng, we krwi natomiast pozostajg zwigzane z biatkami
surowicy. Estron wigze sie w 90% z albuminami, a estradiol z globuling wigzgcg hormony

steroidowe (SHBG; ang. sex hormone binding globulin) [91, 240].

Estrogenem o najwiekszej aktywnosci biologicznej jest 17B-estradiol. Najwazniejszym
jego zrodtem sg komorki ziarniste jajnika. Niewielkie ilosci estradiolu powstajg réwniez
w tkankach docelowych na drodze konwers;ji z estronu lub aromatyzacji dihydroandrosteronu
i testosteronu. Estron, w stosunku do 17B-estradiolu, wykazuje okoto 5 do 10 razy mniejszg
aktywnos$¢ biologiczng. Podstawowym jego Zrédtem jest obwodowa konwersja
z androstendionu. Estriol jest najstabszym z estrogendw powstajgcym gtdwnie jako produkt

metabolizacji estradiolu i estronu [110].

Estrogeny zaliczane s3 do hormondw plejotropowych. Kluczowa rolg estrogendéw jest
warunkowanie ksztattowania sie drugo- i trzeciorzedowych cech ptciowych u kobiet. Funkcja ta
zwigzana jest z ich wptywem na rozwdj: macicy, jajowoddw, pochwy, sutka i zewnetrznych
narzgdéw pfciowych. Estrogeny pobudzajg proces proliferacji komérek podscieliska btony
$luzowej macicy oraz wzrost jej masy miesniowej. Stymulujg réwniez wzrost i dojrzewanie

komérek nabtonkowych pochwy i jajowoddéw. Dodatkowo, bedac aktywatorami syntezy



prostaglandyn, wptywajg na perystaltyke i czynnos¢ skurczowa macicy i jajowoddéw [57, 214,

236].

Estrogeny wykazujg wielokierunkowe dziatanie réwniez w organizmie meskim. Reguluja
rozwdj uktadu ptciowego meskiego, a takze funkcje dojrzatych jader oraz innych narzadéw
ptciowych. Sg réwniez odpowiedzialne za warunkowanie meskich zachowan ptciowych [59].

Estrogeny wykazujg korzystny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy. Za posrednictwem
tlenku azotu (NO), endotelin i prostaglandyn rozszerzaja naczynia krwionosne (np. naczynia
wiencowe). Ksztattujg one profil lipidowy krwi; obnizajg stezenie cholesterolu catkowitego,
zwiekszajg stezenie lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL, ang. high density lipoprotein)
i zmniejszajg stezenie lipoprotein o niskiej gestosci (LDL, ang. low density lipoprotein).
Niedobdr estrogendw powoduje wzrost stezenia wolnych kwaséw ttuszczowych we krwi [55,

89, 188].

Ponadto stwierdzono, ze estrogeny, wptywajac na przepuszczalnosé bton komérkowych,
zwiekszajg nawodnienie tkanek, poprawiajac elastycznosé¢ skory i funkcjonowanie bton
Sluzowych. Odgrywaja takze duig role w procesie rozmieszczenia tkanki ttuszczowej
w organizmie kobiety [163]. Estrogeny zwiekszajg takze poziom biosyntezy biatek w watrobie,
w tym substratu dla reniny i fibrynogenu. Powodujg obnizenie stezenia glukozy we krwi

poprzez wptyw na komorki beta trzustki i zwiekszenie watrobowego klirensu insuliny [10].

Estrogeny wptywajg rdwniez w istotny sposdb na uktad miesniowo-szkieletowy. Poprzez
dziatanie antagonistyczne w stosunku do parathormonu, estrogeny zapobiegaja nadmiernej
resorpcji kosci. Wskazuje sie, ze wptywajagc w bezposredni sposdéb na kompleksy biatek
miofibrylarnych, s3 w stanie modulowac¢ site skurczéw miesniowych [172]. Postuluje sieg,
ze estrogeny mogg aktywowac i pobudzac proliferacje komdrek satelitarnych, stymulujgc
proces naprawy uszkodzonych witdkien miesniowych. Wystepujace w okresie menopauzy
obnizenie poziomu estrogendw skutkuje miedzy innymi osteoporozg, spadkiem sity i masy

miesniowej oraz wydtuzonym okresem regeneracji wtdkien mie$niowych [74].

Efekt plejotropowy estrogendw przejawia sie réwniez w ich wielokierunkowym
oddziatywaniu na uktad nerwowy — od wptywu na fenotypowe réznicowanie neuroblastow,
modulowanie neurotransmisji (gtéwnie cholinergicznej) po neurogeneze, synaptogeneze,
regeneracje elementéw uktadu nerwowego oraz szeroko rozumiang neuroprotekcje. Estrogeny
sg niezwykle istotne w zwiekszaniu czynnosci hipokampa, struktury mdzgu bioracej udziat

w zapamietywaniu. Dowiedziono, ze opdzniajg pojawianie sie zaburzen funkcji poznawczych



w chorobie Alzheimera. Estrogeny regulujg takze stany emocjonalne oraz funkcje kognitywne

i uczenie sie (pamie¢ deklaratywna) [91, 154, 186, 193].

Znana jest réwniez rola estrogendw w procesie kancerogenezy. Hormony te pobudzajg
rozwdj i wzrost nowotwordéw poprzez zwiekszenie proliferacji komdérek, indukcje biatek
receptorowych i nasilenie syntezy DNA. Estrogeny zaburzajg tez funkcje uktadu
immunologicznego oraz zmieniajg metabolizm substancji kancerogennych [17, 48, 69, 100,

135, 218].

Struktura i rodzaje receptordéw estrogenowych

Estrogeny dziatajg na komérki docelowe poprzez receptory estrogenowe (ESR), nalezgce
do rodziny receptoréw jadrowych. Receptory te petnig role czynnikéw transkrypcyjnych
wptywajacych na ekspresje okreslonych gendw. Pod wptywem ESR rosnie ekspresja gendéw
kodujgcych biatka stymulujgce proces proliferacji, sprzyjajgce przezyciu oraz wzrostowi
nowotwordw [49]. Zaliczamy do nich miedzy innymi geny kodujace: receptor dla
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1, ang. insulin-like growth factor-1) [157], cykline
D1 [37], antyapoptotyczne biatko Bcl-2 [33], czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF,
ang. vascular endothelial growth factor) [70] czy transformujacy czynnik wzrostu o (TGF-¢,
ang. transforming growth factor-a) [54]. Aktywne formy ESR mogg rowniez wptyngc
na hamowanie ekspresji gendw. Proces taki obserwujemy szczegdlnie w stosunku do gendw,
ktore kodujg biatka hamujgce proces transkrypcji oraz biatek o wilasciwosciach

antyproliferacyjnych czy antyangiogennych [202, 254].

Istniejg dwa typy receptorow estrogenowych: receptor estrogenowy typu 1. (ESR1) oraz
receptor estrogenowy typu 2. (ESR2)". Oba receptory sg aktywne biologicznie i wykazuja rézna
specyficzno$é tkankowa, inny wzdr aktywacji gendéw oraz odmienne powinowactwo
do ligandéw egzo- i endogennych. Receptor typu 1. kodowany jest przez gen zbudowany
z o$miu eksondw, natomiast typu 2. z dziewieciu. Gen receptora typu 1. (ESR1), zlokalizowany
zostat w czesci q24-927 chromosomu 6. i zbudowany jest z 488,3 tysiecy par zasad. Receptor
estrogenowy typu 2. kodowany jest przez gen ESR2 zmapowany w prazku gq23.2 chromosomu

14. Gen ten zbudowany jest z 61,2 tysiecy par zasad [63, 73, 95, 110, 154, 182].

! Wedtug najnowszych wytycznych dotyczacych ujednolicenia nazw gendéw i kodowanych przez nie
biatek zaleca sie dla opisu réznych typdw receptora estrogenowego nazwy: receptor estrogenowy
typu 1. (wczesniej okreslany jako receptor estrogenowy typu a) oraz receptor estrogenowy typu 2.
(wczesniej okreslany jako receptor estrogenowy typu B).



ESR1 i ESR2, podobnie jak inne receptory jadrowe, sktadajg sie z szesciu domen,
oznaczanych literami od A do F (ryc. 1.). Domena A/B, znajdujgca sie na aminowym korcu
biatka, zawiera motyw AF-1 odpowiedzialny za aktywacje transkrypcji (ang. transcriptional
activation function 1). Motyw AF-1 jest niezalezny od przytaczenia liganda, ale specyficzny dla
tkanki i promotora. Wskazuje sie, ze aktywnos$¢ motywu AF-1 receptora estrogenowego typu 1.
jest bardzo niska i nie odgrywa istotnego znaczenia w funkcjonowaniu biatka. Domena A/B

stanowi réwniez miejsce wigzania koaktywatoréw (SRC, ang. steroid receptor coactivator).

Domena C obu typow receptoréw jest najbardziej konserwatywna. Odpowiada
za dimeryzacje receptora oraz przyfaczanie kompleksu ligand-receptor do swoistej sekwencji
DNA (domena DBD, ang. DNA binding domain). Domena DBD posiada dwa motywy tzw.
palcow cynkowych, ktére sa wynikiem koordynacyjnego wiazania jondw cynkowych (Zn®*)
z czterema resztami cysteiny tancucha polipeptydowego. Jeden z motywdw przytacza sie
w miejscu duzego rowka DNA w promotorze genu docelowego, natomiast drugi stabilizuje

to wigzanie dzieki interakcji z resztami fosforanowymi nukleotydéw [177].

Domena zawiasowa (domena D) posiada takie pewne wilasciwosci wigzania DNA.
Zawiera ona sygnat lokalizacji jgdrowej (NLS, ang. nuclear localisation sygnal). W domenie tej
wystepuje tzw. rejon gietki receptora, ktéry umozliwia rotacje domeny wigzgcej DNA o 180°

w stosunku do innych domen.

Domena E, znajdujgca sie na koncu karboksylowym biatka, zawiera sekwencje
odpowiedzialng za przytgczenie swoistego liganda (LBD, ang. ligand binding domain).
Mieszczagcemu sie w niej motywowi AF-2 (ang. transcriptional activity function 2) przypisuje sie
funkcje transkrypcyjng aktywowang przez ligand. Domena E umozliwia rowniez dimeryzacje

receptorow jadrowych.

Funkcja C-koncowej domeny F receptoréw estrogenowych nie zostata w petni
wyjasniona. Rejon ten najprawdopodobniej odpowiedzialny jest za rozrdznianie agonistow

i antagonistéw estrogendw oraz aktywacje transkrypcji [63, 110, 240].

Istniejg liczne izoformy ESR1 i ESR2, ktérych powstanie jest wynikiem alternatywnego
sktadania (ang. alternative splicing) [18, 77, 160]. Poniewaz ESR1 i ESR2 zbudowane
sg z charakterystycznych domen, nalezy oczekiwaé, ze biatka receptorowe pozbawione

pewnych obszarow beda petni¢ odmienne funkcje.



AF-1 DBD NLS LBD AF-2
A/B C D E F
H,N COOH
aktywnos¢ wigzanie lokalizacja zawiera kieszonke |aktywacja
transkrypcyjna DNA jadrowa wigzaca ligand transkrypcji
interakcja z dimeryzacja elastycznos$¢ wigzanie z biatkami | rozrdznianie
koregulatorami receptorow czasteczki szoku cieplnego agonistow
umozliwiajaca i antagonistow
zmiane dimeryzacja i
konformacji lokalizacja
przestrzennej | receptora
interakcja z
koregulatorami
aktywnosé
transkrypcyjna
18% 97% 30% 59% 18% homologii
homologii homologii homologii homologii ESR1i ESR2
ESR1i ESR2 ESR1i ESR2 ESR1i ESR2 ESR1i ESR2

Ryc. 1. Schemat budowy receptoréw estrogenowych z uwzglednieniem funkcji poszczegdlnych
domen. Oznaczenia: AF-1 — motyw odpowiedzialny za aktywacje transkrypcji 1, DBD
— domena wigzgca DNA; NLS — sygnat lokalizacji jadrowej, LBD — domena wigzaca ligand,
AF-2 — motyw odpowiedzialny za aktywacje transkrypcji 2 (za [63] i [240], we wlasnej
modyfikacji).

Izoformy mRNA ESR1 powstajg jako efekt alternatywnego sktadania fragmentéw
taricucha w obrebie 5’-regionu niekodujacego translacji (5’UTR) oraz kilku pierwszych eksonéw
potozonych powyzej kodonu start (AUG). Poczatkowo wyodrebniano kilka wariantéw ESR1,
ktore mimo rdznic w sekwencji miaty te samg mase czasteczkowa 66 kDa [77]. Aktualnie
wyroznia sie réwniez warianty ESR1 o masie 46 kDa, powstajace jako efekt rozpoczecia
translacji od wewnetrznego kodonu metioninowego czasteczki mRNA. Biatko to wykazuje brak
aminokwaséw zakodowanych w pierwszym eksonie genu ESRI. Wariant ten ma zdolnos¢
tworzenia heterodimeréw z formg natywng ESR1, jednak z powodu zablokowania w nim

domeny AF-1 powstaty heterodimer nie jest w petni funkcjonalny [160].

W aktualnym pismiennictwie wyrdznia sie pie¢ wariantéw splicingowych ESR2, z ktérych
wiekszos¢ zostata wykryta w nowotworach estrogenozaleznych. Sugeruje sie, ze niektére
z wariantow splicingowych ESR2 (wariant 4. i wariant 5.), mogg tworzy¢ heterodimery

z izoformg pierwszg ESR2, nasilajac jej zdolnos¢ aktywowania transkrypcji w mechanizmie



niezaleznym od liganda. Izoforma druga ESR2 posiada zdolno$¢ hamowania zaleznej od liganda
aktywnosci transkrypcyjnej ESR1, tworzac z nig heterodimer. Istniejg doniesienia wskazujace,
ze wariant 2. ESR2 nie moze wigzac estradiolu a takze, ze preferencyjnie tworzy heterodimery
z ESR1, nie zas z innymi wariantami ESR2. W pewnych przypadkach raka piersi
zaobserwowano, ze alternatywne warianty mRNA dla ESR2 wykazujg wyziszg ekspresje niz
forma natywna receptora. Stwierdzono ponadto, ze niektére izoformy ESR2, posiadaja delecje
eksonéw 5 i/lub 6, czego konsekwencjg jest brak domeny wigzacej ligand. Tworzac
heterodimer z ESR1 catkowicie blokujg aktywnosc¢ transkrypcyjng takiego kompleksu [63, 95,
160, 228].

Podobnie jak u ludzi, rdwniez u szczura zidentyfikowano piec izoform ESR2 [248]. Istnieja
znaczne rozbieznosci struktury receptoréw, ktére uniemozliwiajg jednoznaczne odnalezienie
odpowiednikéw u obu gatunkdéw. Fakt ten sugeruje, iz moze istnie¢ wysoka specyficznos¢
gatunkowa w tym zakresie lub, Ze jeszcze wiele izoform receptora nie zostato
scharakteryzowanych. Istnienie tak wielu izoform receptorow estrogenowych niesie
ze sobg potencjalng mozliwos¢ zréznicowania w sile przytaczania liganda, oddziatywania
z odpowiednig sekwencjg w promotorze genu docelowego, a takze aktywnosci transkrypcyjne;.
Jest zatem bardzo prawdopodobne, iz zmiana w poziomie ekspresji poszczegdlnych izoform
ESR komérki moze by¢ wykorzystywana jako istotny element regulujacy komodrkowa

odpowiedz na estrogeny [110].

Receptory estrogenowe wykazujg odmienne powinowactwo wobec réznych liganddw.
Stwierdzono, ze 17B-estradiol wykazuje wieksze powinowactwo do ESR1 niz do ESR2.
Podobnie estron tgczy sie preferencyjnie z ESR1, natomiast estriol z ESR2. Rdznice te wynikaja
miedzy innymi z faktu, iz kieszen wigzaca ligand w ESR2 jest znacznie mniejsza niz analogiczny
fragment receptora ESR1 [19, 60, 105]. Ten sam ligand, w zaleznosci od tego, czy potaczy sie
z ESR1 czy z ESR2, moze petni¢ raz role agonisty, innym zas razem — antagonisty. Jest
to réwniez zalezne od promotora genu, do ktdrego przytacza sie kompleks ligand-receptor.
Zaleznos¢ te mozna przesledzié¢ na przyktadzie estradiolu. Wystepujgc w kompleksie z ESR2,
moze on petni¢ role agonisty poprzez aktywacje transkrypcji genu witellogeniny. Moze by¢ tez
antagonistg — hamujac transkrypcje genu czynnika martwicy nowotwordw (TNF, ang. tumor
necrosis factor) [87, 110, 113]. Réwniez w przypadku fitoestrogendw (estrogeny pochodzenia
roslinnego) powinowactwo do ESR zalezy od rodzaju fitohormonu, typu receptora oraz
gatunku zwierzecia. Na przyktad genisteina (popularny fitoestrogen zawarty w roslinach

strgczkowych np. w soi), z silnym powinowactwem wigze sie z ESR2. Inne typy fitoestrogendw,



ktére w stosunku do genisteiny cechujg sie brakiem jednej (daidzeina, biochanina A) lub dwéch
(formononetyna) grup hydroksylowych, wykazujg zmniejszenie lub nawet catkowitg utrate

zdolnosci wigzania do ESR2 [173, 182].

Lokalizacja receptorow estrogenowych

Dystrybucja receptoréw ESR1 i ESR2 wykazuje znaczne zrdznicowanie tkankowe. Bardzo
czesto obydwie formy receptoréw zlokalizowane sg w tych samych tkankach, jednak czesto
jeden z nich wykazuje zdecydowanie wiekszy poziom ekspresji w porédwnaniu do drugiego.
W przypadku ESR1 najwiekszy poziom ekspresji mRNA dla tego biatka zostat stwierdzony
w komorkach nabtonkowych [191, 192] i mie$nidwce macicy [12, 230], komérkach podscieliska
[64] i komérkach ziarnistych jajnika [191], gruczole sutkowym [111], komdrkach zrebu [66]
i komoérkach epitelialnych prostaty [191, 192, 219], najgdrzu [32], kardiomiocytach serca [90,
147], aorcie [269], nerce [29], osteoblastach i osteoklastach [30] oraz chondrocytach [273]
w tkance kostnej, w hepatocytach watroby [2], w komdrkach chromofilnych nadnercza [22]
i komédrkach uktadu odpornosciowego [145]. W mdzgu wysoki poziom mRNA dla ESR1
wykazano w przysadce [82] i podwzgérzu [116], czyli w rejonach odpowiedzialnych
za zachowanie rozrodcze [182]. W badaniach immunohistochemicznych w wiekszosci
powyzszych tkanek wzér ekspresji biatka ESR1 odpowiadat ekspres;ji jego transkryptu, a biatko

lokalizowane byto gtdwnie na terenie jadra komdrkowego [110].

Najwyzszy poziom ekspresji mRNA dla ESR2 zlokalizowano w jajniku — w komdrkach
podscieliska, komdrkach tkalnych i ziarnistych [53, 123, 221]. Transkrypt dla ESR2 stwierdzono
takze w kardiomiocytach serca [65], komdrkach osrodkowego uktadu nerwowego (gtdwnie
w hipokampie) [267], oddechowego [171, 184], pokarmowego [38, 247] oraz moczowo-
ptciowego (np. w prostacie) [191, 192, 198].

Wspdtwystepowanie obydwu typdw receptoréw stwierdzono w jajniku i macicy [191],
gruczole sutkowym [111], miocytach i fibroblastach serca [90], ptucach [259], w pniu mdzgu
i rdzeniu kregowym [257], a takze komodrkach Purkinjego w mdzdzku [197]. Szeroko
rozpowszechnione sg réwniez w komédrkach uktadu immunologicznego, takich jak limfocyty
[145], komorki dendrytyczne sledziony [270], a takze komérki immunokompetentne innych

tkanek, np. makrofagi [136] czy komérki Langerhansa skory [155].



W narzadach meskiego uktadu pfciowego receptory estrogenowe, zaréwno typu
pierwszego jak i drugiego, rowniez sg szeroko rozpowszechnione [25, 44, 97, 191]. Lokalizacja
ESR w organizmie mezczyzn jest jednak bardzo zréznicowana w zaleznosci od etapu rozwoju,
przy czym na ogot ekspresja ESR2 jest silniejsza niz ESR1. Wskazuje sie na obecnosé obu typéw
receptorow estrogenowych w dojrzatych plemnikach, jednak doniesienia na temat ich

lokalizacji sg niejednoznaczne [13, 206, 231].

Tabela 1. Rozmieszczenie receptoréw estrogenowych typu 1. i 2. w meskim ukfadzie rozrodczym
z uwzglednieniem réznych etapach rozwoju organizmu (wedtug [59]).

. Ptodowe Noworodkowe Dojrzate

Narzad meskiego

uktadu piciowego ESR1 ESR2 ESR1 ESR2 ESR1 | ESR2
Komorki Leydiga + ++ ++ ++ +/- ++
Komorki Sertoliego - ++ - ++ - +
Przewodziki +++ +++ +++ +++ +++ +++
odprowadzajace
Komorki -- +++ -- ++ - +++
plemnikotwércze
Komérki  nabtonkowe - ++ - ++ - 4+
najadrza
Nasieniowdd - ++ - ++ - 4+
Pecherzyk nasienny ? ? + ++ + ++
Prostata ? ? + ++ + +++

Uzyte oznaczenia: + staba ekspresja ESR, ++ $rednia ekspresja ESR, +++ silna ekspresja ESR, -- brak
ekspresji ESR, +/- nie wszystkie komorki tego samego typu sg ESR pozytywne.



1.3. Molekularne mechanizmy dziatania estrogenéw

1.3.1. Genomowy mechanizm dziatania estrogenéw

Estrogeny, jako zwigzki lipofilne, przechodza do komoérek docelowych na drodze
dyfuzji. Wystepujace w cytoplazmie nieaktywne formy ESR1 i ESR2 sg zwigzane z duzym
kompleksem biatek opiekuriczych z rodziny biatek szoku termicznego (HSP, ang. heat shock
proteins), takich jak HSP70 i HSP90. Przytgczenie liganda do receptora aktywuje go. Zmiany
konformacyjne, zachodzace podczas aktywacji receptora, powodujg oddysocjowanie biatek
opiekunczych, co umozliwia dimeryzacje receptora. W tej formie receptory estrogenowe
transportowane sg do jadra komodrkowego. ESR1 i ESR2 mogy tworzy¢ homodimery lub
heterodimery. Homodimery ESR1 sg przewaznie silniejszymi aktywatorami procesu
transkrypcji niz homodimery ESR2. Heterodimery przy wysokim stezeniu hormonu wykazujg
aktywnos¢ zblizong do homodimerdéw ESR1, natomiast przy nizszym stezeniu ich aktywnos¢

transkrypcyjna zdecydowanie maleje [26, 63, 110].

Receptory estrogenowe mogg wywiera¢ swéj wptyw na genom komoérki w kilku
mechanizmach (ryc. 2). Klasyczny mechanizm dziatania wigze sie z bezposrednim wigzaniem
dimeréw ze swoistym elementem odpowiedzi na estrogeny (ERE, ang. estrogen response
element), zlokalizowanym w promotorze genu docelowego. Ten fragment genu ma budowe
odwréconych powtdrzen, czyli sekwencji palindromowych: 5'GGTCAnNnnTGACC3’, gdzie
n oznacza dowolny nukleotyd. Jest to tak zwana sekwencja konsensusowa dla przytaczania
ESR. Receptory estrogenowe tgczg sie réwniez z sekwencjami ERE, ktére rdzinig sie nieco
budowg od sekwencji konsensusowej. Wykryto na przyktad, ze ESR1 moze przytaczy¢ sie do
sekwencji ztozonej z jednej potowy palindromu ERE, ktéra poprzedzona jest tréjnukleotydowq

sekwencjg TCA [110].

Drugi model dziatania receptorow estrogenowych dotyczy sytuacji, kiedy po potaczeniu
ESR z ligandem i utworzeniu dimeru, nie dochodzi do zwigzania z ERE. Wskazuje sie, ze okotfo
jedna trzecia gendw cztowieka, ktérych aktywno$é jest regulowana przez estrogeny,
nie posiada sekwencji ERE. Alternatywne drogi dziatania estrogendw na genom

sg przedmiotem intensywnych badan [104].
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Ryc. 2. Mechanizmy genomowego dziatania estrogendéw. 1. Po utworzeniu kompleksu ligand-receptor
dimer, faczac sie ze swoistym elementem odpowiedzi na estrogeny (ERE), wptywa na ekspresje
genu docelowego. 2. Kompleks ligand-receptor nie taczy sie z ERE, lecz faczy sie z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi (TF) wigzgcymi DNA. 3. Droga niezalezna od przytaczenia liganda
— fosforylacja receptora estrogenowego doprowadza do jego aktywacji i umozliwia mu
potfaczenie z ERE (na podstawie [26], we wtasnej modyfikacji).

Jednym z mechanizméw transdukcji sygnatu wykorzystywanym przez ESR, jest ich
oddziatywanie z innymi czynnikami transkrypcyjnymi wigzacymi DNA. Przyfaczenie dimeru ESR
do czynnika transkrypcyjnego powoduje stabilizacje kompleksu DNA-czynnik transkrypcyjny
i/lub promuje rekrutacje innych koaktywatoréw inicjujgcych transkrypcje. Do czynnikow
transkrypcyjnych, majacych zdolnos¢ wigzania sie z ESR1, zalicza sie miedzy innymi: biatka SP1
(ang. specificity protein 1) i AP-1 (ang. activating protein 1) oraz czynnik NF-kB (ang. nuclear
factor kappa B) [217, 133]. Do gendw, ktére 17B-estradiol aktywuje poprzez interakcje
receptora estrogenowego z czynnikiem transkrypcyjnym AP-1, nalezg miedzy innymi geny
kodujgce kolagenaze [266], IGF1 [255] oraz cykline D [146, 216]. 17B-estradiol, poprzez
utworzenie kompleksu ESR/AP-1, moze réwniez hamowac transkrypcje gendw zaleznych od
AP-1 np. genu dla acetylotransferazy cholinowej. W podobnym mechanizmie oddziatywania
ESR z czynnikiem transkrypcyjnym SP1, regulowana jest ekspresja wielu gendw, ktérych

promotor jest bogaty w sekwencje GC. Na tej drodze 17B-estradiol aktywuje miedzy innymi
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geny dla receptora LDL [143], c-fos [68] oraz cykliny D1 [43]. Z kolei poprzez czynnik
transkrypcyjny NF-kB, 17B-estradiol powoduje hamowanie ekspresji genu kodujgcego

interleukine 6 (IL-6, ang. interleukin 6) [209].

Wskazuje sie rowniez na mozliwos¢ oddziatywania receptoréw estrogenowych
na genom w mechanizmie niezaleznym od liganda. Postuluje sie, ze aktywowana czynnikami
wzrostowymi kaskada kinaz proteinowych moze wywotaé fosforylacje receptora

estrogenowego, co doprowadza do jego aktywacji i umozliwia mu potgczenie z ERE [26].

Aktywnosc¢ transkrypcyjna receptoréw estrogenowych, jak wspomniano wczesniej, jest
ksztattowana przez ich oddziatywanie z kofaktorami (koaktywatorami i korepresorami).
Przytaczenie liganda do receptora estrogenowego indukuje zmiany konformacji domeny
wigzacej ligand, co pozwala na wigzanie kofaktorow. W domenie LBD receptoréow
estrogenowych obecna jest charakterystyczna kieszen hydrofobowa. Przy potaczeniu ESR
z agonisty, helisa 12 tej kieszeni zostaje zorientowana antyréownolegle w stosunku do helisy 11.
Powoduje to ekspozycje hydrofobowego rowka i umozliwia wigzanie biatek koregulatorowych.
Natomiast po pofaczeniu ESR z antagonistg, helisa 12 uktada sie w rowku hydrofobowym

i uniemozliwia tym samym wigzanie kofaktoréw [225].

1.3.2. Niegenomowe dziatanie estrogenow

Transdukcja sygnatu zwigzana z btong komdrkowg

Jest wiele dowoddw na to, iz estrogeny wykazujg szybkie dziatanie, ktore nie moze by¢
poprzedzone aktywacjg syntezy RNA i biatek. Na obecnym etapie wiedzy przyjmuje sie,
ze niegenomowy mechanizm dziatania hormondéw steroidowych jest ich powszechnag
wiasciwoscig. Nie ma jednak jednego, uniwersalnego dla wszystkich steroiddw mechanizmu
dziatania. Niegenomowe systemy transdukcji wykorzystywane przez hormony steroidowe

sg zalezne od rodzaju hormonu i komérki docelowej na ktéra dziatajg [26, 61, 83, 258].

Szybkie efekty dziatania estrogendw z wykorzystaniem sygnalizacji btonowej byty po raz
pierwszy opisywane przez Clara Szego i June Davis’a w 1967 roku [239]. Badacze
ci zaobserwowali stymulowany 17B-estradiolem szybki (pojawiajacy sie po kilku sekundach)
wzrost stezania wolnych, wewnatrzkomérkowych jonédw wapniowych w komodrkach macicy
szczura. W kolejnej publikacji tego zespotu, ktéra ukazata sie 10 lat pézniej w Nature, autorzy

wskazywali na obecnos¢ specyficznych miejsc wigzacych estrogeny w bfonie komérkowej
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komérek izolowanych z endometrium [195]. Musiato uptyna¢ jednak kolejnych 20 lat do czasu,
kiedy stwierdzono, ze w indukowane estradiolem szybkie odpowiedzi komérki zaangazowane
sg najprawdopodobniej klasyczne receptory estrogenowe. Norfleet i wspétpracownicy w 1999
roku, uzywajgc do immunohistochemicznej detekcji przeciwciat skierowanych przeciwko ESR1,
wykazali w btonie komodrkowej rézinych komodrek obecnos¢ biatka bardzo podobnego
do klasycznych, estrogenowych receptoréw jadrowych [181]. Istniejg réwniez prace, ktére

podwazajg mozliwosé wystepowania klasycznych ESR w btonie komdrkowej [250].

Badania z zastosowaniem antysensowych oligonukleotydéw wskazujg jednak,
ze btonowy receptor estrogenowy i klasyczny jadrowy ESR1 majg bardzo podobng strukture.
Dodatkowo badania prowadzone na komdrkach izolowanych od myszy z nokautem ESR1/ESR2
wykazaty, ze sg one pozbawione bfonowych miejsc wigzgcych estrogeny oraz nie wykazujg
szybkiej odpowiedzi komdrkowej na stymulacje 17B-estradiolem [141, 190]. W dostepnym
pismiennictwie istnieje wiele prac wskazujacych na obecnos$¢ subpopulacji klasycznych,

jadrowych receptorow ESR1 i ESR2 w bfonie komdrkowej [47, 211].

Zwraca sie uwage na fakt, ze struktura biatkowa klasycznych ESR nie zawiera domen
transbtonowych charakterystycznych dla receptoréw btonowych. Dlatego sugeruje sie, ze ESR
dzieki potranslacyjnym modyfikacjom s3 tylko w bfonie komdrkowej zakotwiczone lub
s3 powigzane z innymi biatkami btonowymi. Kim i wspdtpracownicy na podstawie
przeprowadzonych analiz sugerujg, ze istniejg warianty splicingowe ESR, ktére sprawiaja,
ze receptory stajg sie integralnymi biatkami transbfonowymi. Wskazuje sie miedzy innymi

na warianty splicingowe ESR1 (wariant 46 i 66), ktore pozbawione sg domeny A/B [120].

Zakfadajac, ze ESR wykazuja lokalizacje btfonowa powstaje pytanie, jakie s3 mechanizmy

zarzadzajgce ich migracjg w kierunku btony?

Przyjmuje sie, ze maksymalnie 5-10% wszystkich receptoréw estrogenowych komorki
wykazuje lokalizacje bfonowa [141]. W wiekszosci miejscem lokalizacji ESR jest btona
komérkowa kaweoli® [46, 120]. Poniewa:z te struktury btonowe majg specyficzny skfad
lipidowy, uwaza sie je za jeden z rodzajéw tratw lipidowych® [104]. Ksztatt i formowanie
sie kaweoli jest najprawdopodobniej zwigzany z obecnoscig specyficznego dla nich biatka

kaweoliny. Postuluje sie, ze kaweolina-1 petni role kluczowego transportera ESR1 do btony

Kaweole (z tac. caveolae — mate jaskinie), to wystepujagce w wielu typach komérek (szczegdlnie
w endotelialnych i w adipocytach) pecherzykowate wpuklenia btony komérkowej o Srednicy
50-100 nm.

> Tratwy lipidowe — heterogenne mikrodomeny btony komoérkowej, cechujace sie podwyzszona
zawartoscia cholesterolu, glikolipidéw i sfingolipidéw, wykazujgce inng niz reszta btony komorkowe;j
ptynnos¢ i grubosé; struktura ich btony stwarza dogodne warunki do zakotwiczenia biatek.
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komérkowej. Oddziatywanie kaweoliny-1 z ESR1 mozliwe jest dzieki potranslacyjnym

modyfikacjom zachodzgcym w monomerach ESR1.

Wiadomo, ze biatka, ktére kierowane sg do cytoplazmy, mogg czasami ulegac
zakotwiczeniu w btonie komodrkowej od strony cytoplazmatycznej. Dzieje sie tak np.
po przytaczeniu kwasu palmitynowego do reszt cystein wystepujacych wewnatrz taficucha
polipeptydowego. Utworzenie tego typu kotwicy palmitoilowej umozliwia nie tylko btonowa
lokalizacje biatek, ale rowniez moze mie¢ znaczenie regulatorowe. Wskazuje sie, ze proces
palmitoilacji obejmuje réwniez reszty cysteiny znajdujace sie w domenie E receptora
estrogenowego. Obecno$¢ motywu palmitoilowego wykazano w aminokwasach 445-453
domeny LBD. Palmitoilacja monomeru ESR1 umozliwia mu zwigzanie kaweoliny-1, transport
do kaweoli i zakotwiczenie w tratwach lipidowych btony komérkowe] [141]. Wskazuje sig,
ze w wigzanie kaweoliny-1 zaangazowana jest réwniez seryna 522 domeny E. Znaczenie
powyzszych oddziatywan w btonowej lokalizacji ESR potwierdzajg obserwacje wskazujace,
ze komoérki pozbawione kaweoliny-1 wykazujg tylko jadrowa lokalizacje ESR1 [210]. Mimo,
ze zjawisko to jest z pewnoscig kluczowe dla btonowej lokalizacji ESR, to jednak nie ttumaczy
dlaczego tylko okoto 5-10% tych receptoréw wykazuje lokalizacje btonowsa, podczas gdy prawie

100% ESR zawiera motyw palmitoilowy.

Poniewaz ESR1 i ESR2 nie wykazujg aktywnosci kinaz, dlatego dodatkowe molekuty
muszg przenosi¢ informacje z btonowego kompleksu ligand/ESR tworzgc czytelny sygnat

cytoplazmatyczny.

Biatkiem, ktoremu przypisuje sie funkcje koordynatora w transdukcji sygnatu z ESR jest
modulator niegenomowej aktywnosci receptoréw estrogenowych (MNAR, ang. modulator
of nongenomic action of estrogen receptor). MNAR tgczy sie poprzez ufosforylowang tyrozyne
z kinazg 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang. phosphoinositide-3 kinase). Z domeng wigzaca
ligand receptora estrogenowego tgczy sie on za posrednictwem podobnej do koaktywatora
sekwencji LXXLL, natomiast z kinazg tyrozynowgq c-SRC (ang. proto-oncogene tyrosine-protein
kinase, nazwa krdotka SRC pochodzi od stowa sarkoma - miesak) poprzez motyw bogaty

w proline [79].

Do biatek, ktére wchodzg w interakcje z ESR, zalicza sie réwniez biatko adaptorowe SHC
i biatko CAS. Przyjmuje sie, ze wydajnos¢ przekazywania sygnatu z ESR rosnie dzieki MNAR,

ktory zbliza do siebie wymienione powyzej czasteczki (ryc. 3.) [79].
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oaktywator

cytoplazma jadro komoérkowe

Ryc. 3. Btonowe systemy transdukcji sygnatu wykorzystywane przez estrogeny. 1. Za posrednictwem
modulatora niegenomowej aktywnosci receptoréw estrogenowych (MNAR), receptory
estrogenowe zblizajg sie do biatek uczestniczgcych w transdukcji sygnatu do cytoplazmy.
2. Aktywacja receptorow dla czynnikdw wzrostu (GRF) wptywa na fosforylacje ESR,
co umozliwia mu wigzanie z DNA. 3. W btonie komdrkowej obecne sg receptory dla estrogendéw
GPR30, rdznigce sie strukturg od klasycznych ESR. Pozostate oznaczenia: PI3K — kinaza
3-fosfatydyloinozytolu, c-SRC — kinaza tyrozynowa c-SRC, CAS i SHC — biatka adaptorowe, MAPK
— kinaza biatkowa aktywowana miogenem, Akt — kinaza biatkowa B (na podstawie [79]
we wiasnej modyfikacji).

Wskazuje sie, ze alternatywa dla klasycznych receptoréw estrogenowych jest
nieklasyczny, btonowy receptor dla estrogenéw GPR30. Uczestniczy on w szybkiej odpowiedzi
komérek na estrogeny [117, 203, 265]. Obecnos¢ GPR30 wykazano w bfonie komdrkowej oraz
w retikulum endoplazmatycznym keratynocytéw i w komodrkach raka piersi. Mimo, ze GPR30
bierze udziat w btonowej transdukcji sygnatu estrogendw, to wykazuje on stosunkowo niska
zdolnos$¢ ich wigzania [249]. Inne doniesienia wskazuja, ze interakcje GPR30 z 173-estradiolem
wymagajg mikromolarnych stezern hormonu [153]. Na obecnym etapie badan rola GPR30 jako

receptora dla estrogendw jest ciggle kontrowersyjna.

Zwraca sie rowniez uwage na mozliwos¢ wspétdziatania pomiedzy receptorami dla
czynnikow wzrostu (GFR, z ang. growth factor receptor) i ESR. Wskazuje sie, ze aktywacja

receptorow dla czynnikdw wzrostu wptywa na pule jadrowa ESR. Proces ten zachodzi przez
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aktywacje fosforylacji receptoréw ESR, a takze ich koaktywatoréw, w konsekwencji za$
prowadzi do transkrypcji wybranych genéw. Postuluje sie ponadto, ze receptory btonowe dla
niektérych czynnikdw wzrostu, np. receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR,
ang. epidermal growth factor receptor) czy receptor dla IGF (IGFR, ang. insulin-like growth
factor receptor) moga by¢ w sposéb posredni lub bezposredni aktywowane przez przybtonowe

ESR [63].

Zaobserwowano, ze estrogeny zwiekszajg aktywnosé cyklazy adenylowej i produkcje
cyklicznego AMP (cAMP) [14, 103, 211]. Aktywacja szlaku kinazy biatkowej aktywowanej
mitogenem (MAPK, ang. mitogen activated protein kinase) po ekspozycji na 17B-estradiol byta
opisywana w: komoérkach raka piersi [164], komdrkach endotelialnych [52] czy

w osteoblastach [72, 106].

Czesto opisywany mechanizm niegenomowego dziatania estrogendw wigze sie
z regulacjg receptoréw zwigzanych z biatkiem G. Sugeruje sie, ze odbywa sie to poprzez
wigzanie biatek G ze scisle okres$long izoforma receptora estrogenowego [138, 142].
Przeprowadzone badania wskazujg, ze ESR1 moze taczyc sie z biatkiem Gg; oraz z podjednostkg
Gg,, ale nie wykazuje takiej cechy w stosunku do podjednostki G,q czy Gu. W odniesieniu do
ESR2 nie stwierdzono dotychczas, by wigzaty sie one z biatkami G [240]. W osteoblastach,
receptory estrogenowe poprzez interakcje z biatkami G, moga wptywac na aktywnosc
fosfolipazy C. Prowadzi to do pojawienia sie takich wtérnych przekaznikéw informacji, jak
1,4,5-trifosfoinozytol (IPs) oraz diacyloglicerol (DAG). IP; wigze sie z receptorami
zlokalizowanymi na btonie retikulum endoplazmatycznego, co powoduje uwalnianie z jego
cystern wolnych jonéw wapniowych. Wewnatrzkomérkowy wzrost stezenia wolnych jonéw
wapniowych prowadzi z kolei do aktywacji biatkowej kinazy C (PKC) i drogi sygnatowej

zwigzanej z cyklazg adenylowa i kinazg biatkowa A [137].

Zaobserwowano, ze 17B-estradiol aktywuje sygnat transdukcji zwigzany z kinaza
3-fosfatydyloinozytolu w komdrkach raka piersi, komdrkach endotelialnych i komdkach
trzustki. Aktywowana estrogenami kinaza doprowadza do pojawienia sie w komédrce wtérnych
przekaznikéw informacji takich  jak  fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP,)

i fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIPs) [26].
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Wptyw estrogendw na mitochondria

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy nalezy przyjgé, ze estrogeny moga wptywac
w bezposredni sposdb na funkcje mitochondriéw, jednak mechanizm ten nie zostat do konca
poznany [85, 207, 240, 246]. Stwierdzono, ze do mitochondriéw transportowane sg estrogeny
egzogenne. Zjawisku temu sprzyjajg wfasciwosci lipofilne tych zwigzkdw. Wskazuje sie,
ze w komdrkach oprécz biernej dyfuzji, obecny jest réwniez szybki mechanizm transportu
estrogenéw do mitochondriéw, najprawdopodobniej na drodze endocytozy zaleinej
od receptora [50]. Przyjmuje sie, ze ze wzgledu na duzg zawartosé lipidéw, mitochondria

stanowig swoisty rezerwuar estrogendw komarki [76, 240].

W mitochondriach komérek somatycznych stwierdzono obecnos¢ ESR. Mimo, ze czesto
obecne byly zaréwno forma ESR1, jak i ESR2, wiekszos¢ mitochondridw wykazywata ESR2 jako
forme dominujaca. Analiza masy mitochondrialnych ESR2 wskazuje na wystepowanie réznych
izoform receptora [199]. Mechanizmy sterujgce transportem ESR do mitochondridow s3 stabo

poznane.

Sugeruje sie, ze podobnie jak w jadrze komdrkowym, ESR petnig w mitochondriach role
czynnikdw transkrypcyjnych. Wykazano, ze estrogeny wptywaja na ekspresje genow
mitochondrialnego DNA (mtDNA). Stwierdzono miedzy innymi stymulowany estradiolem
wzrost ekspresji gendw kodujacych biatka mitochondrialnego taricucha oddechowego
np. w komoédrkach przysadki szczura stwierdzono wzrost mRNA dla podjednostki oksydazy
cytochromowej (Cox 2), w komorkach raka piersi mRNA dla Cox 1i 2, w komdrkach hipokampa
mRNA Cox 3, a w komodrkach tarczycy szczuréow wzrost mRNA Cox 3, Cox 4, podjednostek
kompleksu dehydrogenazy NADH (ND 1, 4, 5, 6) oraz mRNA podjednostki 16S rybosomow
[24, 85, 205]. Obserwowanemu po stymulacji estrogenami wzrostowi poziomu mRNA, czesto

towarzyszyt wzrost aktywnosci kodowanego przez nie biatka [235].

Proponuje sie kilka mechanizméw, poprzez ktére estrogeny wptywajg na genom
mitochondrialny. Po pierwsze wskazuje sie, ze w niekodujgcych fragmentach niektdrych
mitochondrialnych gendw znajdujg sie miejsca wigzace ESR podobne do ERE, ktére wystepuja
na genach jadrowych (ryc. 4). Przypuszczalne sekwencje ERE, gtéwnie o charakterze
potowiczych palindroméw, byly identyfikowane w kilku mitochondrialnych genach np. genach
kodujgcych petle —-D, 12s-rRNA, Cox 1 i 2, tRNA dla glicyny oraz podjednostke
4 i 5 dehydrogenazy NADH [200]. W dostepnej literaturze obecne sg réwniez prace

wskazujgce, ze estrogeny mogg hamowac aktywnos¢ kompleksu 1, I, 1l i IV faicucha
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oddechowego oraz mitochondrialng syntaze ATP [76, 240]. W zwigzku z tym przyjmuje sig,

ze mozliwy jest klasyczny, zalezny od ERE, mechanizm regulacji ekspresji gendw.

125 RNA Cyt. b

16s RNA

ND 5
ND 1

ND 4

Ryc. 4. Genom mitochondrialny (mtDNA). Przypuszczalne miejsca wigzania receptoréw estrogenowych
zaznaczone zostaty czerwonymi strzatkami. Miejsca te zawierajg sekwencje konsensusowg
AGAACAxxXTGTTCT, charakterystyczng dla wszystkich receptoréw jgdrowych klasy | (zalicza sie
do nich receptory estrogenowe, receptor androgenowy, glukokortykoidowy oraz receptor
progesteronowy). Pozostate oznaczenia: ATP 6, 8 — podjednostki kompleksu ATPazy V, COX 1, 2,
3 — podjednostki oksydazy cytochromowej, Cyt b. — cytochrom b, ND (1-6) — podjednostki
kompleksu dehydrogenazy NADH (na podstawie [199] we wiasnej modyfikacji).

Sugeruje sie rowniez, ze estrogeny wptywajg na genom mitochondrialny na drodze
niezaleznej od ERE. Wskazuje sie, ze ESR mogg sie wigzaé¢ z innymi mitochondrialnymi
czynnikami transkrypcyjnymi np. z czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym w odpowiedzi

na cAMP (CREB ang. cyclic-AMP response element) [139].

Postuluje sie, ze estrogeny dziatajg na mitochondria nie tylko poprzez wptyw na mtDNA.
Zaobserwowano, ze stymuluja one lokalny, mitochondrialny wzrost stezenia jondow
wapniowych. Sugeruje sie, ze estrogeny hamujg zalezny od jonéw sodu wyptyw jondw wapnia
z mitochondriéw. Konsekwencjg mitochondrialnego wzrostu stezenia jondw wapniowych jest
nasilona synteza reaktywnych form tlenu (RFT) takich jak anionorodnik ponadtlenkowy (0,"),
nadtlenek wodoru (H,0,) czy rodnik hydroksylowy (OH’). Wskazuje sie, ze indukowany

estrogenami mitochondrialny wzrost stezenia jondéw Ca®* stymuluje  aktywnosé
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mitochondrialnej syntazy tlenku azotu (mtNOS), co prowadzi do hamowania aktywnosci

oksydazy cytochromu c [245].

Estrogeny mogg oddziatywaé na mitochondria rdwniez w mechanizmie posrednim

poprzez wptyw na aktywnos¢ MAPK [85].
1.4. Biologia plemnikéw ludzkich

Plemnik to bardzo specyficzna i wysoce wyspecjalizowana komoérka, zawierajaca
minimalne ilosci cytoplazmy oraz skondensowane DNA. Bardzo dtugo postrzegany byt tylko
jako jednostka transportujgca genom ojcowski do oocytu. Okazato sie jednak, iz w obrebie
plemnikéw obecne sg czynniki niezbedne do prawidtowego przebiegu procesu zaptodnienia
oraz wczesnych etapow embriogenezy. Zaliczy¢ do nich nalezy np. czynnik aktywujgcy oocyt
(nalezacy do fosfolipidowe]j grupy enzymow hydrolitycznych) [189] czy plemnikowy centrosom,
ktory uwazany jest za kluczowy element odpowiedzialny za organizacje mikrotubul w zarodku

[165, 166, 167].

Funkcjonalne i strukturalne cechy plemnikéw wigzg sie $cisle z kolejnymi etapami
procesu zaptodnienia, a wiec z kapacytacjg, rozpoznaniem gamet, reakcjg akrosomowa czy

fuzjg gamet.

Btone komdrkowa plemnikdw ludzkich cechuje duza heterogennos¢ jej poszczegdlnych
fragmentéw. W oparciu o wtasciwosci fizyczne, chemiczne i immunologiczne, w btonie
komérkowej plemnikéw ludzkich wyréznia sie pie¢ domen. W obrebie gtéwki wyodrebnia sie
trzy gtéwne domeny: region akrosomowy, okolice réwnikowga oraz domene postakrosomowa.
W witce wyrdznia sie natomiast dwie domeny: wstawke i czes¢ gtéwna witki. Mechanizmy
utrzymujace heterogennos¢ i wysoka niezaleznos¢ domen sg ciagle stabo poznane. Wyrazne
strukturalne granice miedzy domenami wyznaczajg pierscien tylny (granica miedzy czescig
rownikowg i postakrosomowg) oraz obrecz pierScieniowata (granica wstawki i czesci gtéwnej
witki). Pozostate domeny btony zachowujg wysoka integralno$¢ mimo braku uchwytnych
fizycznych barier. Wskazuje sie, ze na utrzymywanie heterogennosci poszczegdlnych domen
btony plemnikéw wptywajg miedzy innymi: 1. oddziatywania elektrostatyczne pomiedzy
elementami bfony, a sktadnikami glikokaliksu, 2. obecnosc¢ tratw lipidowych oraz 3. elementy

cytoszkieletu plemnika, ktére takze wykazujg silng polaryzacje wystepowania [126].

Ostatnio wiele uwagi poswieca sie tratwom lipidowym wystepujgcym w obrebie btony
komodrkowej plemnikdw. Ich obecnos$¢ stwierdzono w plemnikach wszystkich gatunkéw

ssakéw, ale na wiekszg skale niz w komodrkach somatycznych [15, 179, 222, 223, 224].
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Zwiekszona stabilnos¢ tratw btony komodrkowej plemnikdéw sugeruje, iz mogg one stanowic
tzw. ,supertratwy”, sktadajgce sie z trwatych, mniejszych subdomen [222]. Miejscowe
wzbogacenie btony komdrkowej gtéwki plemnikow w tratwy lipidowe sugeruje, ze mogg one

modulowac jego interakcje z oocytem [108, 243].

Bardzo waznym modulatorem zmian zachodzacych w plemnikach na réznych etapach
procesu zaptodnienia sg zmiany stezenia wolnych jondw wapniowych. Stezenie jondw
Ca®* w plemnikach po ejakulacji jest rzedu 5-100 nmol/Il. Podczas kapacytacji obserwuje sie
stopniowy wzrost stezenia wolnych jonéw Ca®* do wartosci rzedu 125-175 nmol/I [132]. Z kolei
roézne etapy reakcji akrosomowej (RA) wymagajg réznych poziomoéw jondw wapniowych np. na
pierwszym etapie RA do aktywacji fosfolipazy C (PLC, ang. phospholipase C) potrzebny jest

duzo mniejszy wzrost stezenia jonéw Ca** niz do zainicjowania procesu fuzji bton [34].

Kluczowym  czynnikiem kontrolujgcym zmiany stezenia jondéw wapniowych
w plemnikach s systemy pomp i kanatéw btonowych. Najwazniejszym elementem
utrzymujacym niskie stezenie jondw Ca®* w cytoplazmie plemnikéw jest zlokalizowana w btonie
komérkowej Ca**- ATPaza, wydalajgca jony Ca®* z cytoplazmy do przestrzeni pozakomdrkowe;j
[81]. Podobna ATPaza wapniowa, zlokalizowana w zewnetrznej bfonie akrosomowej,
transportuje jony wapniowe do matriks akrosomu [67, 237, 238]. Z kolei pompa Na‘/Ca**
i wymieniacz H'/Ca®* powodujg dokomdrkowy naptyw jonéw Ca* [27]. W btonie komdrkowe;j
oraz w zewnetrznej btonie akrosomowej plemnikdw wystepujg rdézne typy kanatow
wapniowych takich jak: kanaty wapniowe receptorowe, kanaty bramkowane wysokim
potencjatem lub cyklicznymi nukleotydami [204, 213]. Stwierdzono, ze przy pierwszej fazie
reakcji akrosomowej jony wapniowe naptywajg z przestrzeni zewnatrzkomdrkowej poprzez
zalezne od potencjatu kanaty wapniowe typu T oraz kanaty wapniowe bramkowane cGMP. Ta
pierwsza faza wzrostu stezenia jondw Ca’* jest niezbedna do aktywacji PLCy i prowadzi do
powstania IP;. Obserwowany podczas RA kolejny wzrost stezenia jonéw Ca** jest z kolei
konsekwencjg zwigzania sie IP; z biatkiem receptorowym znajdujgcym sie na zewnetrznej
btonie akrosomalnej, ktére jest kanatem wapniowym bramkowanym IP3 [175, 260]. Sugeruje
sie, ze kanaty wapniowe bramkowane IP; sg rdwniez zaangazowane w proces hyperaktywac;ji
plemnikéw [158]. Kanaty tego typu stwierdzono réowniez u podstawy witki, w pofatdowanych
fragmentach otoczki jadrowej [99, 158]. Podstawa witki jest miejscem, gdzie inicjowane s3 jej
wygiecia i dlatego sugeruje sie, ze uwolnione przez IP; jony Ca’* s3 jednym z czynnikéw
aktywujgcych ten proces [158]. W btonie komdrkowej gtéwnej czesci witki znajdujg sie
specyficzne dla plemnikdw, bramkowane potencjatem kanaty wapniowe typu CATSPER

[201, 213]. Jak dotad opisano cztery rodzaje biatek rodziny CATSPER (CATSPER 1-4). Wykazano,
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ze CATSPER1 i CATSPER2 s3 niezbedne do hiperaktywacji plemnikéw i co za tym idzie
do uzyskania przez nie zdolnosci do zaptodnienia komérki jajowej. Sugeruje sie rowniez istotng

role biatek CATSPER w regulacji wiasciwego poziomu ATP [39, 158].

Energii dla ruchu pod postacig ATP dostarczajg plemnikom znajdujace sie we wstawce
mitochondria [233]. Plemniki majg nieduzg, w stosunku do komodrek somatycznych, ilos¢
wydtuzonych mitochondriéw utozonych w ciasng helise, tworzacg 11-15 skretéw (po dwa
mitochondria na skret). Charakterystyczng cechg plemnikow jest niespotykanie silna stabilnos¢
zewnetrznej btony mitochondrialnej, bardzo odpornej na dziatanie detergentéw, zmiany
temperatury i ciSnienia osmotycznego. Wigze sie to prawdopodobnie ze zjawiskami kompresji
i rozciggania, jakim ta struktura jest poddawana podczas ruchéw witki [176]. Mitochondria
plemnikéw biorg rowniez udziat w utrzymywaniu homeostazy wapniowej. W mechanizm
szybkiego naptywu jondw wapniowych z cytoplazmy do macierzy mitochondrialnej
zaangazowany jest mitochondrialny uniporter wapniowy (mCU, z ang. mitochondrial calcium
uniporter) [122, 229]. Transportowi jonéw Ca** przez mCU towarzyszy spadek potencjatu
elektrycznego. Jest to transport elektrogenny, dlatego sprawne funkcjonowanie mCU wymaga
wysokiego potencjatu w poprzek btony mitochondrialnej. Aktywno$¢ mCU regulujg nukleotydy
andeninowe: wysokie stezenia ATP hamuje uniporter, a ADP aktywuje transport Ca** przez
mCU [112, 229]. W wewnetrznej btonie mitochondrialnej obecny jest réwniez tzw. szybki
mechanizm pobierania jonéw wapniowych (RaM, z ang. rapid mode of Ca’* uptake), ktory
uruchamiany jest podczas krotkotrwatej ekspozycji mitochondriéw na wysokie stezenie jondw
Ca’* [229]. Nadmierny naptyw jonéw wapniowych do mitochondriéw wigze sie ze znacznym
spadkiem potencjatu btony mitochondrialnej, co moze aktywowaé megakanaty i uruchomiaé

kaskade zdarzen prowadzaca do Smierci komorki.

Mimo, ze plemniki mogg wykorzystywac energie z glikolizy, to jednak w duzej mierze
ich fizjologia zalezy od przemian tlenowych toczgcych sie w mitochondriach [232]. Podczas
tych przemian generowane sg reaktywne formy tlenu. Przyjmuje sie, ze w plemnikach istniejg
dwa podstawowe mechanizmy generowania RFT: mitochondrialny proces fosforylacji
oksydacyjnej oraz btonowy enzymatyczny system oksydazy NADPH [4, 7, 80]. W warunkach
fizjologicznych w plemnikach produkowane sg miedzy innymi O,", OH’, NO™ czy H,0; [4, 7, 8,
62, 80, 84, 94]. Stwierdzono, ze niskie stezenia RFT odgrywajg istotng role w procesie
dojrzewania plemnikéw. Biorg one udziat w procesach zwigzanych z kondensacjg chromatyny
jadrowej, a wptywajgc na synteze cAMP i fosforylacje biatek, uczestnicza w uzyskiwaniu przez
plemniki zdolnosci ruchu [4, 7, 78]. Plemniki sg jednak szczegdlnie podatne na stres

oksydacyjny, poniewaz zawierajg w swej strukturze liczne substraty bedace celem ataku dla
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wolnych rodnikéw (gtéwnie nienasycone kwasy ttuszczowe oraz DNA). Dzieje sie tak réwniez ze
wzgledu na specyficzng kompartmentalizacje komérki, ograniczajagcg jej wielkos¢ oraz
zawartos¢ cytoplazmy. Z powodu duzej wrazliwosci plemnikdw na stres oksydacyjny plazma
nasienna oraz cytoplazma plemnikéw zawierajg enzymy (dysmutaze ponadtlenkowa, katalaze
i oksydoreduktaze glutation/H,0,) oraz zwigzki antyoksydacyjne (tiole, kwas askorbinowy,
kwas moczowy, tauryna, hipotauryna, a-tokoferol) biorgce udziat w neutralizacji nadmiaru RFT
[3, 5]. Przyjmuje sie, ze stres oksydacyjny jest odpowiedzialny za spadek ruchliwosci
plemnikéw [251] i uszkodzenia DNA [6], co powaznie obniza potencjat zaptadniajgcy gamet

meskich.

Konsekwencjg nieaktywnej transkrypcyjnie, parakrystalicznej struktury chromatyny
plemnikéw, jest niewielka objetosc jgdra dojrzatej gamety meskiej. Stanowi ona zaledwie okoto
pie¢ procent objetosci jadra przecietnej komérki somatycznej [264]. Tak silna kondensacja
chromatyny jadrowej jest mozliwa dzieki zastgpieniu nukleosomoéw kompleksami DNA-
protaminy, co powoduje, ze DNA tych komdrek nie jest helikalnie skrecone. Protaminy
to zasadowe biatka o matej masie czgsteczkowej (4000-12000 Da). Wigzg sie one z DNA wzdtuz
fosfodiestrowego szkieletu, stymulujgc jego zwijanie w szerokie, koncentryczne kregi, ktére
silnie kondensujg, tworzac strukture toroidu. Sugeruje sie, ze taka struktura chromatyny
plemnika ma zabezpieczy¢ genom ojcowski przed uszkodzeniami natury fizyko-chemicznej
podczas podrézy plemnika przez elementy meskiego i zenskiego uktadu rozrodczego.
W dojrzatym plemniku pozostaje jednak okoto pietnascie procent histonédw tworzacych
strukture nukleosoméw. Mogg one by¢ wyznacznikiem lokalizacji gendéw ulegajgcych

transkrypcji na bardzo wczesnych etapach embriogenezy [268].

W zwigzku z faktem, iz jadrowy DNA plemnikéw ulega stopniowemu unieczynnieniu
wraz z postepem spermatogenezy, rozwijajgce sie spermatydy, nadal syntetyzujg biatka
potrzebne do upakowania chromatyny oraz dokornczenia procesu dojrzewania na matrycy
wczesniej utworzonego mRNA [234]. Mimo, ze w dojrzatych plemnikach réwniez znajduje sie
MRNA (stwierdzono obecnos$¢ ponad 3000 jego rodzajéw), jak dotad nie stwierdzono procesu
transkrypcji w tych komérkach. Dyskutuje sie jednak szeroko mozliwos¢ wystepowania procesu
translacji w meskich komodrkach rozrodczych. Pojawity sie badania wskazujgce na mozliwos¢
syntezy biatek zakodowanych w jagdrowym DNA na mitochondrialnych rybosomach 55S [93].
Sugeruje sie, ze translacja zachodzaca na mitochondrialnych rybosomach plemnikéw jest

kluczowa dla prawidtowego rozwoju zarodka na wczesnych etapach embriogenezy [134].

Plemniki posiadajg réwniez antysensowe odpowiedniki kilkunastu mRNA,

a przypuszczalnie takze zawierajg siRNA (mate interferencyjne RNA) [185]. siRNA w komadrkach
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somatycznych jest bardzo wazinym elementem regulacji ekspresji gendw i przez to znalazt
zastosowanie w technikach wyciszania genéw. W plemnikach odkryto réwniez obecnos¢
matego, niekodujgcego sncRNA (ang. small noncoding RNA), wywodzgcego sie z mikroRNA
(miRNA), a takze z produktow przemian tRNA i matego jgderkowego RNA (snoRNA, ang. small
nucleolar RNA) [109, 114, 115]. Ostatnio scharakteryzowano w plemnikach réwniez powstajace
w miejscach transkrypcji mate tiRNA (ang. tiny RNA) [241, 242], co epigenetycznie moze
wskazywaé na powigzanie z zachowanym ewolucyjnie motywem palca cynkowego CTCF
(ang. an evolutionary conserved zinc finger protein). Przyjmuje sie, ze sncRNA w plemnikach
moze odgrywac role w remodelowaniu chromatyny i ochronie genomu przed transpozycja.
Rodzina miRNA jest najlepiej poznana sposrdd réznych rodzajow plemnikowych sncRNA. Po raz
pierwszy miRNA zidentyfikowano w plemnikach ludzi [185], nastepnie jego obecnos¢
potwierdzono u myszy [11] i w plemnikach knuréw [58]. Rola miRNA polega gtéwnie
na potranskrypcyjnej degradacji mRNA poprzez interakcje z nieulegajacym translacji obszarem
3’ (3’-UTR). Ostatnie badania donoszg réwniez o istnieniu niekodujacego piRNA (piwi RNA),

najprawdopodobniej biorgcego udziat w dojrzewaniu plemnikéw [178].

Woecigz dyskutowana jest funkcja, jakg mRNA oraz scnRNA odgrywajg w dojrzatych
plemnikach lub na wczesnych etapach rozwoju zarodka [130, 134]. Przyjmuje sieg,
ze plemnikowe RNA moze odgrywac istotng role strukturalng, np. jagdrowe RNA utrzymuje
wigzanie z histonami. Prawdopodobnie RNA zlokalizowane we wstawce moze ulec translacji
pod wptywem okreslonych warunkéw, np. podczas procesu kapacytacji. Proponuje sieg,
ze miRNA i piRNA moga wptywac na rozwdj komadrek, ukrywajgc powtarzajace sie i podlegajgce
transpozycji elementy, badZ mogg odgrywac znaczaca role w momencie zaptodnienia. RNA
transportowane do oocytu w trakcie zaptodnienia moze by¢ wazne na wczesnych etapach
embriogenezy np. mRNA moze ulec translacji do PLCzeta, specyficznego plemnikowego biatka
utrzymujacego homeostaze Ca**. Sugeruje sie, ze antysensowe RNA i mikroRNA mogg dokona¢
epigenetycznych modyfikacji i modulowaé wczesng ekspresje gendw w zarodku [11, 40, 88,
118, 119, 208, 256]. Na obecnym etapie wiedzy wiele pytan na temat roli réznych typow RNA

wystepujacych w plemnikach pozostaje bez odpowiedzi i wymaga dalszych wnikliwych badan.

Ze wzgledu na swojg strukture plemniki ludzkie stanowig bardzo dobry model
do badania niegenomowego mechanizmu dziatania hormondéw steroidowych. Fakt,
ze mitochondria stanowig ich podstawowe organellum komérkowe sprawia, iz postulowany
wplyw estrogendw i ksenoestrogendw na mitochondria jest w aspekcie fizjologii plemnikéw

bardzo wazny.
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2. ZAtOZENIA | CEL PRACY

2.1. Zatozenia pracy

Sugeruje sie, ze wystepujgca u mezczyzn homeostaza estrogenowo-androgenowa moze
zostac zaburzona przez estrogenne i/lub antyandrogenne dziatanie ksenobiotykow. Stusznosé
tej hipotezy potwierdzajg wyniki badan doswiadczalnych prowadzonych na modelach
zwierzecych, zmiany o charakterze feminizacji wystepujgce i coraz czesciej obserwowane
u dziko zyjacych zwierzat, a takze narastajgce problemy rozrodcze mezczyzn. Zaktada sig, ze ich

przyczyng moze byé nadmierna ekspozycja mezczyzn na ksenoestrogeny.

W  $rodowisku wystepuje wiele ksenoestrogenéw pochodzenia naturalnego
(np. fitoestrogeny) lub wytwarzanych przez cztowieka [59, 107, 220]. Wyrdznia sie cztery
podstawowe kategorie zwigzkéw, wykazujgcych dziatanie podobne do stabych estrogendw:
1. farmaceutyki, z ktérych najbardziej znany jest dietylstilbestrol (DES), 2. produkty
przemystowe, np. organochloryny, a ws$réd nich fenole, takie jak bisfenol
A, 3. substancje stosowane w rolnictwie np. cze$¢ herbicyddw i pestycyddw oraz oraz
4. sktadniki diety zawierajgce np. fitoestrogeny (takie jak izoflawony (np. genisteina),
kumestany i lignany) czy resztki pestycydéw obecnych na owocach i warzywach, jak rowniez

sktadniki tworzyw sztucznych uzywanych do produkcji opakowan zywnosci.

Wiedza na temat wptywu ksenoestrogendw na organizm meski jest ciggle
niewystarczajgca, a wyniki dostepnych badan czesto prowadzg do sprzecznych wnioskow.
W mediach stawiane  jest  pytanie, czy meiczyznom  grozi  feminizacja
z powodu zbyt duzej ekspozycji na estrogeny. Wielu biologdw uwaza, Zze stezenia
ksenoestrogendéw w otoczeniu cztowieka i w zywnosci sg zbyt mate, by mdéc spowodowac
istotne zmiany w narzadach pfciowych i w zachowaniu mezczyzn. Nalezy jednak pamietaé,
ze mimo, iz ksenoestrogeny mogg wystepowac w organizmie mezczyzn w niskich stezeniach
i same by¢ moze nie bylyby w stanie w istotny sposéb wptywa¢ na potencjat rozrodczy
mezczyzn, to jednoczesne wystepowanie kilku zwigzkéw o dziataniu estrogennym (nawet jesli
osiggajg one niskie stezenie w organizmie), moze wzmocni¢ efekt i doprowadzié

do niekorzystnych zjawisk.

Wiadomo, ze estrogeny moga wywiera¢ swoéj efekt na plemniki jedynie na drodze
niegenomowej. Wyniki badan wskazujg na wystepowanie w plemnikach szybkich zmian

w odpowiedzi na estradiol. Jak do tej pory molekularne mechanizmy transdukcji sygnatu
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wykorzystywane przez estrogeny w plemnikach nie sg do korica poznane. Nie mozna
wykluczyé, ze podobnie jak to ma miejsce w komdrkach somatycznych, estrogeny wptywajg na

funkcje zawartych w plemnikach mitochondriéw.

Przyjmuje sie, ze jezeli ksenoestrogeny wptywaja na biologie plemnikéw,
to wykorzystujg do tego celu szlaki transdukcji sygnatu endogennych estrogendw.
Zaktada sie, ze zwiekszona ekspozycja plemnikdbw na endogenne estrogeny

i ksenoestrogeny moze niekorzystnie wptynac¢ na biologie gamet meskich.

2.2. Cel pracy

Celem pracy jest poznanie mechanizméw poprzez ktére 17B-estradiol i wybrane
ksenoestrogeny (genisteina i bisfenol A) wptywajg na biologie plemnikéw ludzkich oraz

zbadanie, czy analizowane zwigzki wykazujg synergizm dziatania.

Szczegétowe cele pracy

1. Ocena ekspresji receptoréw estrogenowych typu 1. i 2. w plemnikach ludzkich

i w plemnikach knura.

2. Zbadanie wptywu 17B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na zywotnos¢ oraz na proces

btonowej translokacji fosfatydyloseryny w plemnikach ludzkich.

3. Analiza kinetyki zmian stezenia wolnych, wewnatrzkomérkowych jonéw wapniowych

w plemnikach ludzkich pod wptywem 17B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A.

4. Zbadanie wptywu 17B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na bfonowy potencjat

mitochondrialny plemnikéw ludzkich.

5. Okreslenie wptywu 17B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na powstawanie

anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach plemnikéw ludzkich.
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3. MATERIAL | METODYKA BADAN

3.1. Materiat

Materiat do badan stanowito nasienie mezczyzn diagnozowanych w Klinice Nieptodnosci
i Endokrynologii Rozrodu Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
(w badaniach wykorzystywano resztki nasienia, ktére pozostaty po przeprowadzonych
badaniach diagnostycznych).

Nasienie pozyskiwane byto drogg masturbacji, po 3 — 5 dniowym okresie abstynencji
ptciowej. W kazdym przypadku materiat poddawany byt rutynowej analizie andrologicznej.

Do badan kwalifikowano tylko nasienie spetniajgce kryteria normozoospermii (WHO,

2010r.):
° koncentracja 2 15 x 10° plemnikéw/ml,
° > 58% plemnikdw zywych,
° > 32% plemnikéw wykazujgcych ruch progresywny,
. > 4% plemnikéw o prawidtowej morfologii oraz
o zawartos$¢ leukocytéw <10°/ml.

Kazda seria doswiadczen, po ustaleniu warunkéw pomiaru, wykonana zostata
w pietnastokrotnych powtdrzeniach. tacznie do badan wykorzystano 115 ejakulatow.

Do badan immunohistochemicznych wykorzystano réowniez plemniki knuréw pochodzace
od knuréw rozptodowych. Nasienie otrzymano dzieki uprzejmosci Wielkopolskiego Centrum
Hodowli i Rozrodu Zwierzat w Tulcach.

Kontrole pozytywnga w badaniach immunohistochemicznych stanowito endometrium
pochodzace od kobiet operowanych z powoddw ginekologicznych. Na potrzeby prowadzonych
badan nie pobierano zadnego dodatkowego materiatu biologicznego.

Na przeprowadzenie badan uzyskano akceptacje Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (nr uchwaty 654/07).
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3.2. Metodyka badan

3.2.1. Przygotowanie nasienia

Nasienia uptynniano przez 45 minut w temperaturze pokojowej. Badania
immunohistochemiczne przeprowadzone zostaly na rozmazach wykonanych z nasienia
petnego. W celu oddzielenia plemnikéw od plazmy nasiennej, uptynnione nasienie wirowano
(400g,

5 minut), a nastepnie przeptukiwano dwukrotnie PBS. Z tak przygotowanej zawiesiny
plemnikéw wykonywano rozmazy na szkietkach podstawowych.

Nasienie knuréow uzyte do badan immunohistochemicznych przed wykonaniem
rozmazow, rozcieficzano w stosunku 1:5 w medium Ham F-10 (Sigma-Aldrich).

Do badan oceniajacych wptyw 17-Bestradiolu, genisteiny i bisfenolu A na biologie
plemnikéw wykorzystywane byty plemniki izolowane z nasienia technika swim-up. W tym celu
na znajdujgce sie w probdéwce wiréwkowej (Falcon 2075) uptynnione nasienie petne,
umieszczone w tazni wodnej pod katem 45°, nanoszono delikatnie, po $ciankach naczynia, 1,5
ml medium Ham F-10 . Komdrki inkubowano przez 45 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie
zbierano medium znad nasienia, wirowano przez 5 minut x 500g., a uzyskany osad
z wyizolowanymi komérkami, zawieszano w medium inkubacyjnym Ham F-10 z dodatkiem 35
g/l albuminy ludzkiej.

W przeprowadzonych badaniach oceniajgcych wpltyw 17B-estradiolu, genisteiny
i bisfenolu A na zywotnos¢ plemnikéw, proces btonowej translokacji fosfatydyloseryny oraz
produkcje mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego zawiesine plemnikdéw
inkubowano przez 2 godziny, w temperaturze 37°C, w kontrolowanym 5% stezeniu CO,
z badanymi zwigzkami w stezeniach korcowych 107°, 10® i 10°® mol/l. Przeprowadzona
zostata réwniez seria badan, w ktérych komoérki inkubowane byly ze wszystkimi
analizowanymi zwigzkami jednoczeénie, w stezeniach koricowych 10™° mol/I.

We wszystkich badaniach grupe kontrolng stanowity plemniki inkubowane w wyzej

wymienionych warunkach, w medium inkubacyjnym, bez dodatku badanych zwigzkow.

3.2.2. Immunohistochemiczna ocena ekspresji receptoréw estrogenowych

Rozmazy plemnikéw do badan immunohistochemicznych utrwalane byty w 4%

buforowanym roztworze paraformaldehydu przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j.
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W celu odstoniecia antygendw, szkietka gotowano dwukrotnie w kuchence mikrofalowej
(2 x 10 min., 250W), w buforze cytrynianowym o pH 6,0 (0,1 mol/l kwasu cytrynowego, 0,1
mol/l roztwdr cytrynianiu sodu) i pozostawiano do wystygniecia w temperaturze pokojowe;j.
Aby unikngé¢ niespecyficznego wigzania przeciwciat, preparaty umieszczano w buforze
blokujgcym TBS-T (100 mmol/I Tris, 65 mmol/l NaCl, 0,1% Tween 20; pH 7,5), zawierajacym
3% BSA (Roche Diagnostic) na noc w temperaturze 4°C.

Do oceny ekspresji receptoréow estrogenowych uzyte zostaty pierwszorzedowe
poliklonalne krélicze przeciwciata skierowane przeciwko receptorom estrogenowym ESR1
(firmy Santa Cruz Biotechnology) oraz ERS2 (firmy Abcam) w rozciericzeniu 1:50. Inkubacje
z przeciwciatami pierwszorzedowymi prowadzono przez cata noc w temperaturze 4°C. Po
inkubacji szkietka ptukano trzykrotnie przez 15 minut w buforze TBS-T. Nastepnie preparaty
inkubowano z drugorzedowymi kozimi przeciwciatami antykrdliczymi skoniugowanymi
z alkaliczng fosfatazg (AP) (Sigma-Aldrich), po uprzednim zablokowaniu aktywnosci
endogenne] fosfatazy roztworem lewamisolu [2 mmol/l] (Sigma-Aldrich). Reakcje barwng
wywotywano substratem dla AP — mieszaning BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).

Kontrole negatywng do badan stanowity preparaty, w ktérych pierwszorzedowe
przeciwciata zastepowano buforem blokujgcym. Jako kontrole pozytywng zastosowano

skrawki endometrium.

3.2.3. Ocena zywotnosci plemnikdw oraz procesu btonowej translokacji fosfatydyloseryny

Do oznaczania btonowej translokacji fosfatydyloseryny z wewnetrznego do zewnetrznego
listka btony komorkowej zastosowane zostato barwienie aneksyng-V (An-V) znakowang
fluoresceing (An-V-FITC) (Mollecular Diagnnostic, Niemcy). Fosfatydyloseryna eksponowana
na powierzchni komorki, w sposéb wybidrczy wigzana jest przez aneksyne-V w obecnosci
jondéw wapniowych. Barwienie przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.

W celu odréznienia plemnikéw zywych od martwych, zastosowano jednoczesnie
barwienie jodkiem propidionowym (Pl) (Sigma-Aldrich, USA) w stezeniu koncowym 0,125
ug/ml.

Komorki inkubowano z An-V-FITC i Pl przez 20 minut, w ciemnosci i temperaturze
pokojowej. Nastepnie probki byty przeptukiwane dwukrotnie (5 min x 2400 rpm) medium Ham

F-10i do czasu pomiaru w cytometrze przeptywowym trzymane w ciemnosci na lodzie.
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3.2.4. Kinetyka zmian stezenia wolnych, wewnatrzkomorkowych jondw wapniowych

Do oceny kinetyki zmian stezenia wolnych, wewnatrzkomdrkowych jonéw wapniowych
wykorzystano marker fluorescencyjny Fluo-3 (Molecular Probes, USA), wprowadzany do
komorek w postaci zestryfikowanej (Fluo-3 AM). Endogenne esterazy hydrolizujg fluorochrom,
ktory w tej postaci ma zdolnos¢ wigzania wolnych jondéw wapniowych. Intensywnosc
fluorescencji Fluo-3 wzrasta ze wzrostem ilosci zwigzanych jondw wapniowych.

Plemniki inkubowane byly z Fluo-3 w stezeniu koricowym 4 umol/l przez 45 minut,
w ciemnosci, w temp. 37° C, przy zachowaniu szczegdétowych zasad inkubacji i pomiaru
zalecanych przez producenta. Analiza zmian stezenia wolnych jondw wapniowych
w plemnikach stymulowanych 17B-estradiolem i ksenoetrogenami zostata przeprowadzona
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego oraz cytometru przeptywowego.

Do badan wykorzystano mikroskop konfokalny LSM 510 (Zeiss, Niemcy) z obiektywem
Plan Apochromat 63x/1.4 Oil DIC. Do badan w mikroskopie konfokalnym plemniki
unieruchamiano
w 1% roztworze agarozy niskotopliwej. Obserwacje w mikroskopie konfokalnym prowadzone
byty przez 300 sekund. Zmiany intensywnosci fluorescencji Fluo-3 rejestrowane byty
w dziesieciosekundowych interwatach. Analiza w mikroskopie konfokalnym umozliwita
analize kinetyki zmian stezenia jondw wapniowych zachodzgca w pojedynczych komérkach.

Ponadto wykorzystujagc cytometr przeptywowy, przeprowadzono ocene zmian
stezenia wolnych jonéw wapniowych w populacji plemnikdw, po pieciu i pietnastu minutach
po podaniu badanych zwigzkéw. Komérki, w ktérych nie obserwowano zmian stezania
wolnych jonéw wapniowych pod wptywem badanych zwigzkéw, stymulowano nasyconym

roztworem KClI.

3.2.5. Analiza btonowego potencjatu mitochondriéow

Potencjat btonowy mitochondridw plemnikédw oceniano przy uzyciu flurochromu JC-1
(5,5’,6’6’-czterochloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl, ang. carbocyanine  iodode),
(Molecular Probes, USA) wedtug metody zalecanej przez producenta we wtasnej modyfikacji
[129]. JC-1 jest fluorochromem kumulujgcym sie w mitochondriach. W zaleznosci od wielkosci
mitochondrialnego potencjatu btonowego (AW,,) powstajg agregaty JC-1 (gdy AW,, > 80-100
mV) lub monomery JC-1 (gdy AW, < 80 — 100 mV). JC-1, rozpuszczony w DSMO, dodawano do
zawiesiny plemnikéw w stezeniu koricowym 1 pmol/l i inkubowano w ciemnosci przez

30 minut, w temp. 37° C. Nastepnie zawiesine komoérek ptukano dwukrotnie (5 min x 2400
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rom) medium Ham F-10. Do bramkowania komodrek z niskim AW, wykorzystano
walinomycyne (rozprzegacz mitochondrialny powodujacy depolaryzacje wewnetrznej btony

mitochondrialnej, a co za tym idzie, spadek AW ).

W analizach cytometrycznych przeprowadzono ocene odsetka plemnikdéw z wysokim
i niskim potencjatem mitochondrialnym. Potencjat mitochondrialny plemnikéw analizowano

po 5, 15i 30 minutach od stymulacji badanymi zwigzkami.

3.2.6. Detekcja mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego

Ocena ilosciowa anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach plemnikéw
wykonana zostata z zastosowaniem fluorochromu MitoSOX RED (Molecular Probes, Inc.),
zgodnie z metodg opisang przez Koppers i wspotpracownikéw [124], z wykorzystaniem
mikroskopu konfokalnego i cytometru przeptywowego.

MitoSOX RED jest barwnikiem fluorescencyjnym, specyficznie wycelowanym na
mitochondria zywych komdrek. MitoSOX RED, rozpuszczalny w ttuszczach kation, wnika do
wnetrza komdrek, gdzie kumuluje sie w mitochondriach. Nastepnie zostaje utleniony przez
anionorodnik ponadtlenkowy (reakcji takiej nie dajg inne reaktywne formy tlenu ani
reaktywne formy azotu). Utleniony produkt daje silng fluorescencje pod wptywem zwigzania
z kwasami nukleinowymi. MitoSOX Red rozpuszczano w DSMO i dodawano do zawiesiny
komérek w stezeniu koricowym 2 umol/l. Nastepnie komarki inkubowano w ciemnosci, przez

15 minut, po czym przeptukiwano dwukrotnie (5 min x 2400 rpm) medium Ham F-10.

3.2.7. Technika pomiaréw w cytometrze przeptywowym

Sygnaty fluorescencyjne plemnikdw znakowanych odpowiednimi fluorochromami
rejestrowane byly przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCalibur (Becton-Dickinson,
USA).

Sygnaty rozproszenia pod matym katem (FSC, ang. forward scatter) i rozproszenia pod
duzym katem (SSC, ang. side scatter), umozliwiajagce odpowiednio ocene wielkosci
przeptywajacej przez cytometr komérki i ziarnistosci jej cytoplazmy wykorzystano do
bramkowania populacji plemnikéw. W kazdym doswiadczeniu analizowano 15 000 komérek.

Zielona fluorescencja aneksyny-V-FITC indukowana byta swiattem lasera argonowego
o dtugosci fali 488 nm i rejestrowana w pierwszym kanale fluorescencyjnym (FL1) przez

detektor przeznaczony do rejestracji swiatta o zakresie 515 — 545 nm. Czerwono-rézowa
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fluorescencja jodku propidionowego wzbudzana byfa swiattem lasera argonowego o dtugosci
fali 488 nm, natomiast rejestrowana w trzecim kanale fluorescencyjnym (FL3) o zakresie
powyzej 650 nm. Barwnik JC-1, przeznaczony do pomiaru potencjatu btonowego
mitochondridw, wzbudzany byt swiattem lasera argonowego, a fluorescencja fluorochromu
mierzona byta w dwdch kanatach: w kanale FL1 o zakresie: 515 — 545 nm (monomery JC-1)
oraz FL2 o zakresie 561 — 603 nm (agregaty JC-1). Intensywnos¢ fluorescencji Fluo-3, po
wzbudzeniu Swiattem lasera argonowego o dtugosci fali 488 nm, byta rejestrowana
w pierwszym kanale fluorescencyjnym (FL1), przez detektor o zakresie 515 — 545 nm.
Fluorescencja barwnika MitoSOX Red wzbudzana byta swiattem lasera argonowego o dtugosci
fali 488 nm i rejestrowana w kanale FL2 o zakresie 561 — 603 nm.

Wszystkie dane byly zbierane i analizowane przy uzyciu programu komputerowego

CellQuest Pro, wersja 5.2.1 (Becton-Dickinson, USA).

3.2.8. Analiza statystyczna

Opracowanie statystyczne danych przeprowadzone zostato w wykorzystaniem pakietu
statystycznego STATISTICA 7.1 i GraphPad InStat oraz arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel
2003.

W przeprowadzonych badaniach dla oceny rdznic pomiedzy odsetkami plemnikéw
stosowano testy nieparametryczne. Dla poréwnania kilku grup zmiennych niepowigzanych
zastosowano test Kruskala-Wallisa (w przypadku wystgpienia réznic istotnych statystycznie
wykonywano test wielokrotnych poréwnan Dunna), poréwnywanie zmian wartosci danego
parametru w czasie wykonywano testem Friedmana z testem analizy kontrastéw Dunna.

Rdéznice uznawano za istotne statystycznie, gdy poziom istotnosci p < 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Ekspresja receptorow estrogenowych w plemnikach ludzkich i knura

Analiza immunohistochemiczna wykazata, ze zaréwno w plemnikach ludzkich, jak
i w plemnikach knuréw, obecne sg receptory estrogenowe typu 1. i typu 2. W plemnikach
ludzkich o prawidtowej morfologii receptory ESR1 lokalizowane byty giéwnie w czesci
postakrosomowej gtdwki oraz we wstawkach plemnikéw (ryc. 5). W pojedynczych plemnikach
widoczna byta reakcja btonowa w szczytowej czesci gtowki. W plemnikach o nieprawidtowej
morfologii gtéwki ESR1 lokalizowano na obszarze catej gtowki, lub w ogdle nie stwierdzano ich

obecnosci. Staba ekspresja ESR1 widoczna byta réwniez w gtdwnej czesci witki.
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Ryc. 5. Eksprgj;SRl w plemnikach ludzkich. A. Widoczna silna reakcja ESR1 w czesci postakrosomowej

i i we wstawkach (plemniki 1-2); w pojedynczych plemnikach widoczna byta reakcja btonowa
w domenie akrosomowej (plemnik 3); B. plemnik o wydtuzonej gtéwce (1, 2) z silng reakcjg na
terenie catej gtéwki, 3 — brak reakcji barwnej w plemnikéw o duzej gtdwce. 4 — reakcja w domenie
postakrosomowej i we wstawce w plemniku o prawidtowej morfologii. Barwienie alkaliczng
fosfatazg, powiekszenie obiektywu x100.

ESR2 w plemnikach ludzkich lokalizowano w czesci postakrosomowej i we wstawkach.

Staba reakcja barwna byta widoczna w gtéwnej czesci witki (ryc. 6).
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Ryc. 6. Ekspresja ESR2 w plemnikach ludzkich. Widoczna silna reakcja na terenie wstawki i czgsci

i postakrosomowej gtéwki. Barwienie alkaliczng fosfataza, powiekszenie obiektywu x100.
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Analiza topohistochemicza receptoréw estrogenowych typu 1. w plemnikach knuréw
wykazata ich silng ekspresje na obszarze wstawek. Stwierdzano réwniez reakcje barwng na
terenie gtdwnej czesci witki i tylnej czesci gtéwki. U czesci plemnikow widoczna byta silna

ekspresja ESR1 btonie komdrkowej szczytowej czesci gtéwki (ryc. 7A).

Ocena immunohistochemiczna receptorow estrogenowych typu Il. w plemnikach knuréw

wykazata ich silng ekspresje na obszarze wstawek oraz w tylnej czesci gtédwki (ryc. 7B).

Ryc. 7. Ekspresja ESR1 (A) i ESR2 (B) w plemnikach knura. Najwyzszy poziom ekspresji dla obu
receptoréw rejestrowano we wystawkach plemnikéw. ESR1 wystepowat ponadto w gtéwnej
czesci witki, a w licznych komodrkach réowniez w czesci szczytowej gtowki. Barwienie alkaliczng
fosfatazg, powiekszenie obiektywu x100.

B

Ryc. 8. Reakcje kontrolne. A. Kontrola pozytywna na ESR1 przeprowadzona na endometrium, widoczna
silna reakcja na terenie jgder. B. Kontrola negatywna przeprowadzona na rozmazach plemnikow;
inkubacja bez przeciwciat pierwszorzedowych; powiekszenie obiektywu x100.

33



4.2. Wptyw 17[B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na zywotnos¢ i proces btonowej

translokacji fosfatydyloseryny

W celu oceny wptywu 17[(-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na zywotnos¢ i proces
btonowe] translokacji fosfatydyloseryny w plemnikach ludzkich zastosowano podwdjne
barwienie komoérek aneksyng V i jodkiem propidionowym (ryc. 9). Miejscem, w ktérym
najczesciej obserwowano translokacje PS, byta btona komdrkowa wstawki. W nasieniu obecne

byty rowniez plemniki z translokacjg PS w czesci akrosomowej i postakrosomowej (ryc. 10).

e
20 ym

Ryc. 9. Ocena zywotnosci i btonowej translokacji fosfatydyloseryny w plemnikach ludzkich. Komadrki
barwione aneksyna-V znakowang fluoresceing (zielona fluorescencja) oraz jodkiem
propidionowym (rézowo-czerwonawa fluorescencja). Zdjecie z mikroskopu konfokalnego.
Oznaczenia: A. kanat fluorescencji czerwonej, B. kanat fluorescencji zielonej, C. kanat
transmisyjny, D. natozenie obrazu z kanatu A, Bi C.

Ryc. 10. Btonowa translokacja fosfatydyloseryny w plemnikach ludzkich. Widoczne wigzanie aneksyny-V
we wstawkach i gtdwkach plemnikow. Barwienie aneksyna-V znakowang fluoresceina.
Oznaczenia: A. kanat fluorescencji zielonej, B. kanat transmisyjny, C. natozenie obrazu z kanatu
AiB.
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W oparciu o analize mikroskopowg i dane z cytometru przeptywowego (ryc. 11)
wyodrebniono w nasieniu cztery frakcje plemnikéw:
1) plemniki zywe bez btonowej translokacji PS - niebarwigce sie jodkiem propidionowym
oraz nie wigzgce aneksyny-V (An-V'/PI),
2) plemniki zywe z translokacja PS - wigzgce aneksyne-V, niebarwigce sie Pl (An-V*/PI),
3) plemniki martwe bez translokacji PS - niewigzgce aneksyny-V, barwiace sie Pl (An-V/PI%),

4) plemniki martwe z translokacja PS - wigzgce aneksyne-V i barwigce sie Pl (An-V'/PI").
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Ryc 11. Analiza cytometryczna zmian odsetka plemnikdw z btonowa translokacjg fosfatydyloseryny
(barwienie aneksyna-V znakowang fluoresceing) z uwzglednieniem ich zywotnosci (barwienie
jodkiem propidionowym). A. bramkowanie komdrek na podstawie sygnatu SSC i FSC.
B. Plemniki grupy kontrolnej po izolacji technikg swim-up: GL (kwadrat gérny lewy) — komorki
wigzace tylko jodek propidionowy; GP (kwadrat gérny prawy) — komérki wigzgce aneksyne-V
i jodek propidionowy; DL (kwadrat dolny lewy) — komérki niewybarwione; DP (kwadrat dolny
prawy) — komérki wigzgce tylko aneksyne-V. C-F. Ocena zywotnosci i btonowej translokacji
fosfatydyloseryny po dwugodzinnej inkubacji odpowiednio z 17B-estradiolem, genisteing,
bisfenolem A i wszystkim zwigzkami jednoczes$nie w stezeniach koncowych 10 mol/I.
Oznaczenia: SSC-H — sygnat rozproszenia pod duzym katem; FSC-H — sygnat rozproszenia pod
matym katem; FL1-H — kanat fluorescencji 515 — 545 nm, FL3-H — kanat fluorescencji > 650 nm.
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Stwierdzono, ze dwugodzinna inkubacja plemnikéw z 17[3-estradiolem, genisteing lub

bisfenolem A nie powodowata istotnych statystycznie zmian odsetka wyodrebnionych

frakcji plemnikdw, niezaleznie od stosowanej dawki (tabela 2). Nie zaobserwowano réwniez

by analizowane zwigzki wptywaty na topografie miejsc, w ktéry wystepowata btonowa

translokacja PS.

Inkubacja plemnikéw jednoczesnie z wszystkimi badanymi zwigzkami w stezeniach

koricowych 10" mol/l réwniez nie wptywata w sposéb istotny statystycznie na zywotnos¢ i

proces btonowej translokacji fosfatydyloseryny (tabela 2).

Tabela. 2. Wptyw 17[-estradiolu, genisteiny lub bisfenolu A na zywotno$¢ i proces bfonowej

translokacji fosfatydyloseryny (N=15)

Frakcje plemnikéw

An-v'/PI* An-V*/PI* An-V'/PI An-V*/PI
[%] [%] [%] [%]
10™ mol/!I
kontrola 18,318,6 3,612,4 77,4+10,1 0,6%0,7
17B-estradiol 19,1+10,4 3,7%£2,5 75,9+11,1 1,241,2
genisteina 18,6%8,5 4,7+3,1 75,2+10,7 1,4+1,7
bisfenol A 17,3%7,3 3,6+£2,6 78,5%+9,9 0,5+0,4
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
10 mol/I
kontrola 15,316,1 3,4+2,3 80,5+7,8 0,7+0,7
17B-estradiol 15,2+4,7 3,6x1,4 80,317,8 0,8+0,9
genisteina 16,2+6,2 3,7£3,1 79,118,1 0,9+0,8
bisfenol A 17,1+8,4 2,520,9 79,618,6 0,7+0,4
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
10 mol/I
kontrola 15,945,5 2,4+1,5 81,2+7,1 0,4%0,2
17B-estradiol 16,1+6,9 2,211 81,1+8,3 0,7+0,7
genisteina 16,0%6,9 2,1+£1,6 81,318,2 0,4+0,2
bisfenol A 15,74,6 2,7£2,1 80,8%6,5 0,7+0,8
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
17B-estradiol + genisteina + bisfenol A [10'10 mol/I]
kontrola 15,945,5 2,4+1,5 81,2+7,1 0,4%0,2
estradiol + genisteina 17,1+6,9 2,2+1,1 78,1+8,4 0,7+0,7
+ bisfenol A
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

podane wartosci to $rednia £ odchylenie standardowe
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4.3. Wptyw 17[-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na kinetyke zmian stezenia

wolnych, wewngtrzkomadrkowych jonéw wapniowych w plemnikach ludzkich

Ocene zmian stezenia wolnych, wewnatrzkomérkowych jondw  wapniowych
w pojedynczych komdrkach wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, w oparciu
o barwienie fluorochromem Fluo-3, ktérego intensywnos¢ fluorescencji koreluje ze stezeniem
wolnych, wewnatrzkomérkowych jonéw Ca**. W plemnikach wyizolowanych technikg swim-up,
najwyisze stezenie wolnych jondw Ca®* rejestrowano w okolicy wstawek i w czesci

postakrosomowej gtéwek (ryc. 12).

Ryc. 12. Ocena stezenia wolnych, wewngatrzkomérkowych jonéw wapniowych w plemnikach ludzkich.
Komoérki wyizolowane technika swim-up wykazywaty najwyzsze stezenie jonéw ca™w okolicy
wstawek (A) i czesci postakrosomowej gtéwki (B). Zdjecie z mikroskopu konfokalnego.
Barwienie fluorochromem Fluo-3.

Stwierdzono, ze stymulacja plemnikow ludzkich 17B-estradiolem powoduje wzrost
stezenia wolnych, wewnatrzkomérkowych jonéw wapniowych. Reakcja rozpoczynata sie juz po
kilku sekundach od stymulacji. Maksymalny wzrost stezenia jondw Ca®* rejestrowano po 25-
100 sekundach od podania hormonu. W kolejnych sekundach obserwacji rejestrowano
stopniowy spadek intensywnosci fluorescencji Fluo-3. Dynamika reakcji byta zalezna od dawki

hormonu (ryc. 13-15).
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Ryc. 13. Kinetyka zmian stezenia wolnych, wewngatrzkomérkowych jondéw wapniowych
w plemnikach ludzkich stymulowanych 17[B-estradiolem w stezeniu koricowym 10
mol/l. Wykresy w réznych kolorach odpowiadajg reakcjom wybranych plemnikow.
Strzatkg zaznaczono moment podania hormonu.
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Ryc. 14. Kinetyka zmian stezenia wolnych, wewngtrzkomérkowych jonéw wapniowych w dwdéch
plemnikach ludzkich stymulowanych 173-estradiolem w stezeniu koricowym 10°® mol/I.
Strzatkg zaznaczono moment podania hormonu.
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Ryc. 15. Kinetyka zmian stezenia wolnych, wewngtrzkomorkowych jonéw wapniowych w trzech
plemnikach ludzkich stymulowanych 17B-estradiolem w stezeniu koricowym 10 mol/I.
Strzatkg zaznaczono moment podania hormonu.

Genisteina w stezeniu koricowym 10™° mol/l nie powodowata w plemnikach ludzkich
istotnych zmian stezenia wolnych jonéw wapniowych. Stymulacja komérek genisteing w
stezeniu koricowym 10° mol/l i 10° mol/l powodowata niewielki wzrost stezenia jonéw
wapniowych, ktory rozpoczynat sie juz po kilku sekundach od stymulacji i utrzymywat sie na

podwyzszonym poziomie przez caty czas obserwacji (ryc. 16).
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Ryc. 16. Kinetyka zmian stezenia wolnych, wewngatrzkomérkowych jonéw wapniowych
w plemnikach ludzkich stymulowanych genisteing w stezeniu koncowym 10°® mol/I (A)
i 10° mol/I (B). Strzatka zaznaczono moment podania zwigzku.

W badaniach przeprowadzonych przy pomocy mikroskopu konfokalnego w ponad 95%
stymulowanych plemnikéw nie zarejestrowano istotnego wptywu bisfenolu A na stezenie
wolnych, wewnatrzkomérkowych jondw wapniowych, niezaleznie od zastosowanego stezenia.

Plemniki, w ktérych nie zaobserwowano zmian stezenia jonéw wapniowych pod wptywem
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bisfenolu A, stymulowano nasyconym roztworem KCl, po ktéorym rejestrowano

charakterystyczny przejsciowy wzrost stezania jondw wapniowych (ryc. 17).
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Ryc. 17. Kinetyka zmian stezenia wolnych, wewngatrzkomérkowych jondéw wapniowych
w plemnikach ludzkich stymulowanych bisfenolem A w stezeniu koncowym 10° mol/l .
Strzatkami zaznaczono moment podania bisfenolu A i KCI.

W przeprowadzonych analizach tylko w pojedynczych plemnikach po stymulacji
bisfenolem A w stezeniu koricowym 10° mol/l zarejestrowano przemijajacy wzrost stezenia

wolnych, wewngatrzkomadrkowych jonéw wapniowych (ryc. 18).
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Ryc. 18. Kinetyka zmian stezenia wolnych, wewngatrzkomérkowych jondéw wapniowych
w plemniku ludzkim stymulowanym bisfenolem A w stezeniu koricowym 10 mol/I .
Strzatkami zaznaczono moment podania bisfenolu A i KCI.
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Do oceny zmian stezenia wolnych, wewnatrzkomérkowych jondw w populacji komaérek
wykorzystano pomiary zmian intensywnosci fluorescencji Fluo-3 wykonane w cytometrze

przeptywowym.

Stwierdzono, ze w nasieniu petnym obecne sg plemniki rdéznigce sie znacznie stezeniem
wolnych, wewnatrzkomérkowych jondw Ca®* (ryc. 19B). Populacja plemnikéw wyizolowanych
technikg swim-up wykazywata znaczng homogennosé pod tym katem i charakteryzowata sie

niskim stezeniem jonéw Ca** (niski poziom intensywnosci fluorescencji Fluo-3) (ryc. 19C).
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Ryc. 19. Ocena poziomu wolnych, wewnatrzkomérkowych jonédw wapniowych w plemnikach przy
pomocy cytometru przeptywowego z wykorzystaniem fluorochromu Fluo-3. A. komorki
niewybarwione, B. heterogenna populacja plemnikdw zawartych w nasieniu petnym, C.
homogenna populacja plemnikdw wyizolowanych technikg swim-up. Oznaczenia: FL1-H —
kanat fluorescencji o zakresie 515-545 nm.

Analiza zmian stezenia wolnych jonéw wapniowych w plemnikach ludzkich stymulowanych
17B-estradiolem, dokonana na podstawie zmian intensywnosci fluorescencji Fluo-3,
potwierdzita obserwacje poczynione w badaniach mikroskopowych, ze hormon ten powoduje
wzrost stezenia wolnych jondw wapniowych, a reakcja jest zalezna od dawki. Po 5 minutach od
stymulacji rejestrowano znaczgcy wzrost intensywnosci fluorescencji, ktéry po 15 minutach

powracat do poziomu wartosci wyjsciowych (ryc. 20).
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Ryc. 20. Stymulowane 173-estradiolem, w stezeniu koricowym 10™"° mol/I (A), 10® mol/I (B) i 10 mol/I
(C), zmiany poziomy wolnych, wewngatrzkomdrkowych jonédw wapniowych w plemnikach
ludzkich rejestrowane po 5 i 15 minutach od stymulacji. Barwienie Fluo-3. Oznaczenia: FL1-H —
kanat fluorescencji o zakresie 515-545 nm.
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Po stymulacji genisteing w stezeniu koricowym 10® mol/l i 10® mol/I obserwowano
Swiadczagce o wzroscie stezania wolnych jondw wapniowych, nasilenie intensywnosci
fluorescencji Fluo-3. Po 5 minutach od stymulacji w kanale FL-1 rejestrowano jednak niewielki
wzrost intensywnosci fluorescencji, natomiast po 15 minutach zmiana ta byta bardzo wyrazna

i zalezna od dawki fitoestrogenu (ryc. 21).

2
o
o
o)
[}
g
108 104
A
8
34
2
o
c
o)
[}
8
104
B
| plemniki niebarwione
[ plemniki wybarwione Fluo-3,
niestymulowane
B
o4 . plemniki po 5 min. od stymulacji
@ genisteing
L
plemniki po 15 min. od stymulacji
genisteing
104
C

Ryc. 21. Stymulowane genisteina, w stezeniu koricowym 10™° mol/I (A), 10 mol/I (B) i 10° mol/I (C),
zmiany poziomy wolnych, wewnatrzkomdrkowych jondw wapniowych w plemnikach ludzkich
rejestrowane po 5 i 15 minutach od stymulacji. Barwienie Fluo-3. Oznaczenia: FL1-H — kanat

fluorescencji o zakresie 515-545 nm.
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Stymulacja plemnikéw bisfenolem A, niezaleznie od zastosowanej dawki, nie wywotywata
wyraznych zmian intensywnosci fluorescencji rejestrowanych w kanale FL-1, zaréwno po 5, jak

i po 15 minutach od podania ksenoestrogenu (ryc. 22).
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Ryc. 22. Stymulowane bisfenolem A, w stezeniu koricowym 10 mol/I, zmiany poziomy wolnych,
wewnatrzkomérkowych jonéw wapniowych w plemnikach ludzkich po 5 i 15 minutach od
stymulacji. Barwienie Fluo-3. Oznaczenia: FL1-H — kanat fluorescencji o zakresie 515-545 nm.

W nielicznych nasienniach przy stymulacji plemnikéw bisfenolem A w stezeniu koncowym
10° mol/l, zaréwno po 5 jak i po 15 minutach od podania zwigzku, widoczny byt niewielki

wzrost intensywnosci fluorescencji (ryc. 23)
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Ryc. 23. Stymulowane bisfenolem A [10'6 mol/l] zmiany stezenie wolnych jonédw wapniowych
w plemnikach po 5 i 15 minutach od stymulacji. Oznaczenia: FL1-H — kanat fluorescencji
o zakresie 515-545 nm

44



W badaniach, w ktérych nie rejestrowano zmian intensywnosci fluorescencji po 5 i 15
minutach od podania bisfenlolu A, kontrolnie stymulowano komadrki nasyconym roztworem
KCI. Pomiar dokonany bezposrednio po podaniu KCl wykazat znaczny wzrost intensywnosci

fluorescencji Fluo-3 (ryc. 24).
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Ryc. 24. Stymulowane bisfenolem A [10'6 mol/l] i nasyconym roztworem KCl zmiany stezenie
wolnych jonéw wapniowych w plemnikach. Oznaczenia: FL1-H — kanat fluorescencji
o zakresie 515-545 nm.

4.4, Wptyw 173-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na btonowy potencjat
mitochondrialny plemnikéw ludzkich

Ocene wptywu 17[B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na mitochondrialny potencjat
btonowy plemnikéw ludzkich wykonano technikg cytometrii przeptywowej w oparciu
o barwienie fluorochromem JC-1. Zaréwno w nasieniu petnym, jak i w populacji plemnikow
wyizolowanych technikg swim-up, obecne byty plemniki wykazujgce wysoki i niski btonowy

potencjat mitochondrialny.
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Ryc. 25. Ocena potencjatu btonowego mitochondriéw plemnikdéw. Barwienie JC-1. Plemniki po izolacji
technika swim-up z mitochondriami wykazujgcymi wysoki potencjat btonowy (pomararnczowe
wstawki). Mikroskop fluorescencyjny; pow. obiektywu x100.

Na podstawie analizy cytometrycznej stwierdzono, e we frakcji plemnikéw
wyizolowanych technikg swim-up od 60% do 92% plemnikéw wykazywata wysoki AY

mitochondrialny (ryc. 25 26).
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Ryc. 26. Cytometryczna ocena potencjatu btonowego mitochondriéw plemnikéw zawartych we frakcji
wyizolowanej technika swim-up z przyktadowego nasienia z normozoospermig. Barwienie JC-1.
A. bramkowanie komodrek z wysokim (rejon R2) i niskim (rejon R3) btonowym potencjatem
mitochondrialnym. B. ocena intensywnosci fluorescencji w kanale FL1-H — monomery JC-1, niski
potencjat btonowy mitochondriéw. C. ocena intensywnosci fluorescencji w kanale FL2-H —
agregaty JC-1, wysoki potencjat btonowy mitochondriéw.

Ocena grupy kontrolnej nie wykazata istotnych statystycznie zmian btonowego potencjatu

mitochondrialnego plemnikéw podczas 30 minutowej obserwaciji (ryc. 27).
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Ryc. 27. Cytometryczna ocena zmian potencjatu btonowego mitochondriéw plemnikéw grupy
kontrolnej. A. wartosci wyjsciowe, B. potencjat mitochondrialny plemnikéw grupy kontrolnej
po 30 minutach. Oznaczenia: R2 - plemniki z wysokim potencjatem mitochondrialnym, R3 —
plemniki z niskim potencjatem mitochondrialnym, FL1-H — kanat emisyjny 515-545 nm, FL2-H
— kanat emisyjny 561-603 nm

Przeprowadzone badania wykazaty, ze stymulacja plemnikéw ludzkich 17B-estradiolem

powoduje zalezne od dawki zmiany AW mitochondriow.

Inkubacja plemnikéw z 17B-estradiolem w stezeniu koricowym 10'° mol/l nie
powodowata istotnych statystycznie zmian AW mitochondriéw plemnikéw po 5, 15 i 30

minutach inkubacji (p>0,05).

Inkubacja plemnikéw z 17B-estradiolem w stezeniu koricowym 10 mol/l powodowata
istotny statystycznie wzrost odsetka plemnikéw z wysokim AW mitochondriéow (p=0,004) oraz

istotny statystycznie spadek odsetka plemnikdw z niskim AW mitochondriéw (p=0,01).
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Statystycznie znamienne réznice wystgpity we wszystkich analizowanych przedziatach

czasowych (ryc. 28).
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Ryc. 28. Wptyw 17B-estradiolu [10® mol/I] na mitochondrialny potencjat btonowy plemnikow.
A. Zmiany odsetka plemnikéw z wysokim potencjatem mitochondrialnym.
B. Zmiany odsetka plemnikéw z niskim potencjatem mitochondrialnym.

Inkubacja plemnikéw z 17B-estradiolem w stezeniu koricowym 10°® mol/l powodowata
istotny statystycznie spadek odsetka plemnikéw z wysokim AW mitochondridéw (p=0,04) oraz
istotny statystycznie wzrost odsetka plemnikéw z niskim AW mitochondriéw (p<0,01). Test
wielokrotnych poréwnan wykazat, ze istotny statystycznie spadek odsetka plemnikow z
wysokim AW mitochondriéw wystgpit po 30 minutach inkubacji (ryc. 29A), natomiast dla
odsetka plemnikéw z niskim AW mitochondriéw rdzinica istotna statystycznie wystgpita dla

wszystkich analizowanych przedziatéw czasowych (ryc. 29B).
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Ryc. 29. Wptyw 173-estradiolu [10‘6 mol/I] na mitochondrialny potencjat btonowy plemnikow.
A. Zmiany odsetka plemnikéw z wysokim potencjatem mitochondrialnym.
B. Zmiany odsetka plemnikéw z niskim potencjatem mitochondrialnym.

Inkubacja plemnikéw z genisteing niezaleznie od zastosowanej dawki nie powodowata
istotnych statystycznie zmian AW mitochondriéw plemnikéw po 5, 15 i 30 minutach inkubacji

(p>0,05).

Bisfenol A w stezeniu koricowym 10™° mol/I nie powodowat istotnych statystycznie zmian

AW mitochondriéw plemnikéw po 5, 15 i 30 minutach inkubacji.

Inkubacja plemnikéw z bisfenolem A w stezeniu koricowym 10 mol/l powodowata istotny

statystycznie wzrost odsetka plemnikéw z wysokim AW mitochondriéw (p=0,01) oraz istotny
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statystycznie wzrost odsetka plemnikdw z niskim AW mitochondriow (p<0,01). Test
wielokrotnych poréwnan wykazat, ze istotny statystycznie wyrost odsetka plemnikéw z
wysokim AW mitochondriow wystgpit dla wszystkich analizowanych przedziatéw czasowych

(ryc. 30 A).

Bisfenol A w stezeniu koricowym 10° mol/l powodowat istotny statystycznie spadek odsetka
plemnikéw z wysokim AW mitochondriéw (p=0,01). Test wielokrotnych poréwnan wykazat, ze
istotny statystycznie spadek odsetka plemnikow z wysokim AW mitochondriéw wystgpit dla

wszystkich analizowanych przedziatéw czasowych (ryc. 30 B).
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Ryc. 30. Wptyw bisfenolu A w stezeniu koicowym 10° mol/I (A) i 10 mol/I (B) na odsetek
plemnikéw z wysokim potencjatem mitochondrialnym.
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Inkubacja plemnikow jednoczesnie z 17B-estradiolem, genisteing i bisfenolem A w
stezeniach koricowych 10" mol/l powodowata istotny statystycznie spadek odsetka
plemnikéw z wysokim AW mitochondriéw (p=0,0001) oraz istotny statystycznie wzrost odsetka
plemnikéw z niskim AW mitochondriéw (p<0,001). Test wielokrotnych poréwnan wykazat, ze
istotne statystycznie rdznice wystgpity po 15 i 30 minutach inkubacji, zaréwno dla odsetka

plemnikéw z wysokim jak i dla odsetka plemnikéw z niskim AW (ryc. 31).
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Ryc. 31. Wptyw jednoczesnej inkubacji plemnikéw z 17B-estradiolem, genisteing i bisfenolem A
w stezeniach koricowych 10™ mol/l na mitochondrialny potencjat btonowy. A. Zmiany
odsetka plemnikdw z wysokim potencjatem mitochondrialnym. B. Zmiany odsetka
plemnikéw z niskim potencjatem mitochondrialnym.
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4.5. Wptyw 17B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na poziom anionorodnika

ponadtlenkowego w mitochondriach plemnikéw ludzkich

Ocene wptywu 17B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na powstawanie anionorodnika
ponadtlenkowego w mitochondriach plemnikéw ludzkich wykonano technikg cytometrii

przeptywowej w oparciu o barwienie fluorochromem MitoSOX RED.

W badaniach cytometrycznych zarejestrowano obecnos$¢ dwdch populacji plemnikow:
plemniki, w ktérych w kanale emisyjnym dla MitoSOX RED (kanat FL2) nie rejestrowano
fluorescencji oraz komorki emitujagce charakterystyczng dla fluorochromu fluorescencje
czerwong (ryc. 32). We frakcji plemnikéw po izolacji techniky swim-up odsetek komdrek
MitoSox RED pozytywnych wahat sie w granicach od 6,7 do 42%. W wiekszosci prébek
populacje plemnikdw, w ktérych rejestrowano fluorescencje MitoSox RED, tworzyly

homogenng grupe.
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yc. 32. Ocena poziomu anionorodnika ponadtlenkowego w plemnikach ludzkich na podstawie
barwienia fluorochromem MitoSox RED. A. ocena kontrolna komérek niebarwionych. B-D.
analiza przeprowadzono dla trzech przektadowych nasien, po izolacji technikg swim-up.
Oznaczenia: GL- kwadrat gorny lewy — komodrki wykazujgce fluorescencje MitoSox RED
rejestrowang w kanale FL-2 (561-603 nm), DL — kwadrat dolny lewy - komorki nie
wykazujace fluorescencji MitoSox RED, FL1-H — kanat fluorescencji o zakresie 515-545 nm.
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W badanym materiale byty réwniez nasienia, w ktérych po izolacji komarek technika
swim-up, wystepowaty dwie subpopulacje plemnikéw, znacznie réznigce sie rejestrowanym
w kanale FL-2 poziomem fluorescencji, a wiec poziomem mitochondrialnego stezenia

anionorodnika ponadtlenkowego (ryc. 33).

MitoSox RED

108 104 109 10! 102 10° 10
MitoSox RED
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Ryc. 33. Przyktadowe nasienie z wyraznie zaznaczonymi dwoma subpopulacjami plemnikéw réznigcymi

sie poziomem anionorodnika ponadtlenkowego (A). B. Analiza intensywnosci fluorescencji
rejestrowanej w kanale FL-2 plemnikéw z wykresu A.

Ocena wptywu dwugodzinnej inkubacji plemnikéw z 173-estradiolem, genisteing lub
bisfenolem A, nie wykazata istotnych statystycznie zmian odsetka plemnikéw MitoSox RED

pozytywnych (p>0,05) (tabela 3).

Tabela. 3. Zmiany odsetek plemnikéw MitoSox RED pozytywnych po dwugodzinne;j
inkubacji z 17B-estradiolem, genisteing lub bisfenolu A [N=15]

Srednia Minimum Maksimum Odchylenie
standardowe
10™"° mol/!I
kontrola 27,7 6,7 42,0 12,1
17B-estradiol 25,4 13,1 41,7 12,5
genisteina 29,0 7,5 57,2 18,9
bisfenol A 35,3 22,8 45,7 6,9
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
10°® mol/I
kontrola 27,7 6,7 42,0 12,1
17B-estradiol 31,7 13,7 59,4 16,1
genisteina 33,1 13,5 68,3 19,8
bisfenol A 34,5 28,3 44,0 4,9
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
10°° mol/I
kontrola 27,7 6,7 42,0 12,1
17B-estradiol 24,3 4,5 39,1 10,0
genisteina 25,7 5,8 42,2 11,3
bisfenol A 37,5 24,5 54,7 9,5
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
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Inkubacja plemnikéw jednoczesnie z wszystkimi analizowanymi zwigzkami,
w stezeniach koricowych 10™° mol/I, wykazata istotny statystycznie wzrost odsetka plemnikéw
(38,048,3% vs 27,7+12,1%; p=0,03), u ktérych stosowang technikg rejestrowano

charakterystyczng dla MitoSox RED fluorescencje (ryc. 34 ).
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Ryc. 34. Odsetek plemnikédw wykazujacych fluorescencje MitoSOx RED w grupie kontrolnej i po
2 godzinach jednoczesnej inkubacji z 17(-estradiolem, genisteing i bisfenolem A w
stezeniach koncowych 10™ mol/l. Oznaczenia: E+G+B - 17B-estradiol + genisteina +
bisfenolem-A; Odch. Std. — odchylenie standardowe.

Analiza intensywnosci fluorescencji rejestrowana w kanale FL-2 wykazata, ze zmieniat
sie nie tylko odsetek komodrek wykazujgcych fluorescencje MitoSOx RED, ale rdwniez

intensywnos¢ fluorescencji (ryc. 35).
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Ryc. 35. Zmiany intensywnosci fluorescencji rejestrowanej w kanale FL-2 (kanat emisji MitoSOX RED)
plemnikdéw stymulowanych jednoczesnie 17B-estradiolem, genisteina i bisfenolem A
w stezeniach koricowych 10™*° mol/I dla dwéch przyktadowych nasien.
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5. DYSKUSJA

5.1. Ekspresja receptoréw ESR1 i ESR2 w plemnikach

Plemniki podczas transportu poprzez drogi meskiego i zenskiego uktadu rozrodczego
eksponowane sg na dziatanie hormonéw steroidowych takich jak estradiol, progesteron czy
testosteron. Wykazano, ze estrogeny biorg udziat w regulacji procesu spermatogenezy, a takze
wptywajg na dojrzewanie i transport plemnikéw w obrebie najagdrza. Poniewaz w plemnikach
dochodzi do ekspresji aromatazy odpowiedzialnej za konwersje testosteronu do estradiolu,
sugeruje sie, iz komoérki te sg ruchomymi jednostkami endokrynnymi. Postuluje sie, ze
wydzielany przez plemniki estradiol moze na drodze autokrynowej i/lub parakrynowej
wptywaé na funkcjonowanie gamet meskich i innych elementéw uktadu rozrodczego [56, 150].
Mechanizmy poprzez ktére estrogeny wywierajg swoj efekt w plemnikach nie sg do konca
poznane. Ze wzgledu na specyficzng budowe gamet meskich postuluje sie, ze estrogeny
dziatajg na nie na drodze niegenomowej. Zaktada sie, ze w systemie transdukcji sygnatu
wykorzystujg one receptory estrogenowe o strukturze podobnej do klasycznych receptoréw

jadrowych.

Przeprowadzone w pracy badania wykazaty, ze zaréwno w plemnikach ludzkich, jak
i w plemnikach knuréw, obecne sg ESR1 i ESR2. W plemnikach ludzkich ESR1 wykazywaty
najwyzszy poziom ekspresji w czesci postakrosomowe] gtoéwki oraz w okolicy wstawki.
W pojedynczych plemnikach widoczna byta staba reakcja w gtéwnej czesci witki oraz reakcja
btonowa w czesci akrosomowej. Plemniki o nieprawidtowej morfologii gtéwki czesto
wykazywaty ekspresje ESR1 na obszarze catej tej struktury, co byto szczegdlnie widoczne
w plemnikach o wydtuzonej gtéwce. W przypadku plemnikéw knura widoczna byta bardzo silna
reakcja barwna w rejonie wstawki oraz duzo stabsza w obrebie gtéwnej czesci witki. Duza czes¢
plemnikéw knura wykazywata ekspresje ESR1 w btonie komdrkowej czesci szczytowej gtowki.
Ekspresja ESR2 byta najsilniejsza w rejonie wstawki, zarédwno w plemnikach ludzkich, jak
i w plemnikach knuréw. W obu badanych gatunkach nie stwierdzono natomiast reakcji

btonowej na ESR2 w czesci szczytowej gtowki.

Dane z literatury dotyczgce topografii ESR1 w plemnikach sg niejednoznaczne. Badania
grupy Solakidi i wspotpracownikdw wskazujg, ze ESR1 zlokalizowane s3 gtéwnie
w cytoplazmie witki oraz w regionie rdwnikowtm gtéwki plemnika [231]. Autorzy, uzywajac
dwéch rodzajow polikonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko C-koricowej Ilub

zawiasowej domenie ESR1, wykazali bardzo silng reakcje w rejonie réwnikowym gtéwki.
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W naszych badaniach zastosowaliémy przeciwciata poliklonalne przeciwko domenie
N-koicowej, a otrzymane wyniki s3 podobne do prezentowanych przez Aquile
i wspotpracownikédw. Badacze ci, stosujagc monoklonalne przeciwciata skierowane przeciwko
domenie C-koricowej, stwierdzili obecnos¢ ESR1 gtéwnie w obrebie wstawki, co potwierdza

wczesniejsze doniesienia na temat lokalizacji tych receptoréw [13, 71].

Rago i wsp. réwniez wskazujg na obecnos¢ ESR1 na terenie wstawki. W niedojrzatych
plemnikach obecnos¢ ESR1 wykazywali na terenie kropli cytoplazmatycznej. W swoich
badaniach nie stwierdzili ekspresji ESR1 na obszarze gtéwki i gtdwnej czesci witki plemnikow

[206].

Wskazywana przez Solakidi i wsp. lokalizacja ESR1 w réwnikowym segmencie gtowki
sugeruje zaangazowanie tego receptora w proces fuzji btony komérkowej plemnika i oocytu.
W tym rejonie zlokalizowane s3 biatka takie jak ekwatoryna czy oscylina, ktére
najprawdopodobniej s3 niezbedne dla prawidtowego przebiegu procesu aktywacji oocytu.
Wedtug autoréw nie mozna wiec wykluczyé¢, ze estrogeny, poprzez ESR1 obecny w rejonie

rownikowym, tez sg zaangazowane w ten proces [231].

W naszych badaniach w licznych plemnikach knura stwierdziliSmy btonowa lokalizacje
ESR1 w czesci szczytowej gtdwki. Podobng reakcje obserwowano tylko w pojedynczych
plemnikach ludzkich. Obraz taki moze wynikaé z réznic miedzygatunkowych w ekspresji ESR.
Poniewaz nie wszystkie plemniki knura wykazywaty ekspresje ESR1 w tym rejonie, nie mozna
wykluczyé, ze obserwowane réznice wigzg sie ze stopniem dojrzatosci gamet i zmianami
btonowymi, jakie zachodzg w plemnikach podczas procesu kapacytacji. W trakcie tego procesu
dochodzi miedzy innymi do kumulowania sie tratw lipidowych w czesci szczytowe] gtédwki
[28, 180]. Wskazuje sie, ze receptory estrogenowe kotwiczg sie do btony komodrkowej
w miejscach wystepowania tratw [120]. Nie mozna wiec wykluczy¢, ze obserwowana ekspresja

ESR1 w czesci szczytowej gtdwki jest zwigzana z powyzszym zjawiskiem.

W  badaniach  ultrastrukturalnych z  zastosowaniem ztota  koloidalnego,
przeprowadzonych na plemnikach uzyskanych od ptodnych mezczyzn nie potwierdzono jednak
lokalizacji ESR1 na terenie gtowki ani w gtdwnej czesci witki. Niski poziom ERS1 stwierdzono
jedynie w rejonie wstawki (w mitochondriach oraz pomiedzy grubymi wtéknami obwodowymi

a aksonemga) [92].

Opisane powyzej roznice wynikdw badan dotyczgcych lokalizacji ESR1 w plemnikach
ludzkich moga wynika¢ z faktu uzycia do analiz innych przeciwciat oraz zastosowanych metod

utrwalania plemnikéw. Moze sie to wigza¢ réwniez z obecnoscig réznych izoform receptora
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w plemnikach. Solakidi i wsp. wykazali w plemnikach obecnos¢ dwdch form ESR1 o masie
66 i 45 kDa [231]. Grupa Luconiego sugeruje, ze w btonie komdrkowej plemnikéw obecne s3
rozne izoformy ESR1, chronigce jedynie domene wigzgcg hormon, posredniczacg
w modulowaniu niegenomowego dziatania estrogendw. Autorzy ci opisali wystepujacy

w plemnikach ludzkich btonowy receptor estrogenowy o masie 29 kDa [21, 151]

Wyniki dotyczgce topografii ESR2 w plemnikach sg bardziej jednoznaczne. Podobnie jak
to miato miejsce w naszych badaniach, wiekszo$¢ autoréw wskazuje na ich silng ekspresje
w okolicy wstawek. O ile badania Solakidiego i wspdtpracownikéw [231] wykazujg ekspresje
ESR2 tylko w okolicy wstawek, to analizy przeprowadzone przez Aquile i wsp. [13] oraz Rago
i wsp. [206] sugerujg obecnos¢ tych receptoréw réwniez w gtéwnej czesci witki. W naszych
badaniach mimo, ze poziom ekspresji ESR2 byt najwiekszy w rejonie wstawek, rowniez

obserwowalismy jego obecnos¢ w gtdwnej czesci witki i w tylnej czesci gtéwki.

Silny poziom ekspresji ESR2 w regionie wstawki sugeruje mozliwos¢ lokalizacji
receptorow w mitochondriach plemnikédw. Stuszno$é takiej hipotezy potwierdzajg badania

z wykorzystaniem specyficznego mitochondrialnego markera CMX [231].

Badania ultrastrukturalne wykonane w transmisyjnym mikroskopie elektronowym
wykazaty obecnos¢ ESR2 w mitochondriach plemnikéw zdrowych mezczyzn. Ponadto
znakowanie ztotem koloidalnym wskazywato na ich obecnos$¢ w gtéwnej czesci witki (zaréwno
w ostonce witdknistej jak i we witdknach gestych zewnetrznych). Guido i wsp. wskazujg ponadto

na obecnos¢ w ESR2 bfonie komdrkowej plemnikdw oraz ich brak na terenie gtéwki [92].

Obecnos¢ receptorow estrogenowych w mitochondriach wymaga by miaty one sygnat
lokalizacji mitochondrialnej. Jak do tej pory nie stwierdzono w ESR2 obecnosci klasycznego,
aminoterminalnego, ampifatycznego, o-helikalnego sygnatu lokalizacji mitochondrialnej.
W publikacjach donoszgcych o obecnosci receptoréw estrogenowych w mitochondriach
komérek MCF-7 stwierdzono w nich obecnos¢ sekwencji o wtasciwosciach bardzo zblizonych
do sekwencji zaobserwowanych w biatkach wewnetrznej btony mitochondrialnej, ktére sg
wycelowane w mitochondria wtasnie poprzez takie wewnetrzne biatkowe sygnaty [50, 51].
Badania grupy Solakidiego i wsp. wykazaty obecnos¢ podobnych sekwencji w receptorze
androgenowym. Takze w receptorze glukokortykoidowym, odkryto sekwencje aminokwasowe

najprawdopodobniej odpowiedzialne za lokalizacje mitochondrialng [231].

Potencjalna obecnos¢ ESR2 w mitochondriach plemnikéw wskazuje, ze estrogeny moga
by¢ wainym elementem regulujgcym prace tego kluczowego organellum plemnikdw.

Mozliwos¢ wptywu estrogendw na metabolizm plemnikédw nie musi wigzaé sie tylko z ich
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mitochondrialng lokalizacjg. Badania przeprowadzone przez Guido i wspdtpracownikéw [92]
wskazuja, ze 17B-estradiol wywotuje w plemnikach efekty lipolityczne. Stwierdzono réwniez
jego wptyw na metabolizm glukozy poprzez aktywacje dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowe;j.
Obecnos¢ ESR2 w witce plemnikéw prawdopodobnie potwierdza mozliwos¢ wptywu

estrogendw na procesy energetyczne toczace sie w tej domenie.

Mitochondria plemnikéw sg ich gtdwnym Zréddtem ATP otrzymywanego w procesie
oksydacyjnej fosforylacji. Sugeruje sie jednak, ze ze wzgledu na dtugos¢ witki (u cztowieka ma
okoto 50 um dtugosci), plemniki nie s3 w stanie zabezpieczy¢ wystarczajacej dyfuzji ATP
z mitochondridw do dystalnych czesci tej struktury. W gtéwnej czesci witki plemnikéw obecne
sg enzymy glikolityczne takie jak: heksokinaza 1 (HK1S), dehydrogenaza aldehydu
-3-fosfoglicerynowego (GAPDHS), A izoforma aldolazy 1 (ALDOA) oraz dehydrogenaza
mleczanowa A (LDHA) [131]. Uwaza sie, ze toczgce sie w tym rejonie przemiany glikolityczne
odgrywaja istotng role w ruchu plemnikéw [78]. Nie mozna wykluczyé, ze estrogeny, poprzez

zlokalizowane w witce ESR, moga wptywaé na intensywnos¢ tych przemian.

Za stusznoscig powyiszej hipotezy przemawiajg obserwacje poczynione przez Guido
i wspoétpracownikdéw na plemnikach pochodzacych od meiczyzn z Zzylakami powrdzka
nasiennego. W przeprowadzonych badaniach, postugujac sie obserwacjami wykonanymi
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym z zastosowaniem ztota koloidalnego, naukowcy
ci stwierdzili, ze plemniki mezczyzn z tym zaburzeniem wykazywaty znaczaco obnizong liczbe
ESR2 oraz catkowity brak ESR1 na terenie witki w stosunku do plemnikéw pochodzacych od
zdrowych mezczyzn. O ile 17B-estradiol wywierat istotny wptyw na metabolizm lipidéw
i glukozy w plemnikach grupy kontrolnej, to w plemnikach pochodzacych od mezczyzn
z zylakami powrdzka nasiennego odpowiedz na estradiol byta znacznie obnizona lub nawet

nieobecna [92].

5.2. Wptyw estrogendw i ksenoestrogendw na zywotnos$é komorek

Z dostepnego pismiennictwa wynika, ze w komérkach somatycznych estrogeny
wplywajg na proces proliferacji i $mierci komodrki. Proces apoptozy jest bardzo waznym
elementem kontrolujagcym prawidtowy przebieg procesu spermatogenezy. Wskazuje sieg,
ze ponad 50% rdznicujacych sie komdrek gametogenicznych ginie na drodze apoptozy [183,

252].
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Mishra i Shaha przeprowadzili badania ilustrujgce mozliwos¢ wywotywania przez
17B-estradiol apoptozy w réznych komdrkach linii spermatogenicznej. Kluczowymi elementami
zmian wywofanych przez estradiol byt wzrost ekspresji FasL, nadmierna produkcja tlenku azotu
i H,O, w spermatocytach, spermatydach i spermatogoniach, a takze przejsciowa
mitochondrialna hyperpolaryzacja skutkujgca uwalnianiem cytochromu c. Badacze ci wykazali,
ze w 75% komorek poddanych dziataniu estradiolu dochodzito do btonowej translokacji
fosfatydyloseryny (w grupie kontrolnej taky reakcje prezentowato tylko 12% komoérek).
Zaobserwowano, iz rdwnoczesne podawanie tamoksifenu redukowato w sposdb istotny liczbe
komoérek wybarwionych aneksyna-V. Badania te sugerujg mitochondrialne powigzania miedzy

dziataniem estradiolu a indukcjg procesu apoptozy komdrek germinalnych [168].

Chaki i wsp. wykazali negatywny wplyw benzoesanu estradiolu na nabtonek
plemnikotwérczy szczuréw. Prawdopodobnie wptyw ten byt spowodowany silnym stresem
oksydacyjnym, pociggajacym za sobg apoptoze i pdzniejszy spadek liczby komdrek rozrodczych
w nabtonku plemnikotwdrczym. Badacze stwierdzili znaczacy wzrost peroksydacji lipidéw
i wspdttowarzyszacy mu spadek aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy po 30 dniach
podawania hormonu. Wykazali réwniez spadek poziomu testosteronu, zaréwno
wewnatrzjgdrowego, jak i w surowicy. Rowniez liczba spermatocytéw i okragtych spermatyd
byta znaczaco zredukowana. Dodatkowo po 10 dniach podawania estradiolu tkanka jgdrowa

wykazata trzykrotny wzrost aktywnosci kaspazy 8 [45].

Liczne badania potwierdzajg niekorzystny wptyw ksenoestrogenéw na funkcjonowanie
gonady meskiej. Wskazuje sie, ze zwiekszona ekspozycja ptoddéw ptci meskiej na fitoestrogeny
w okresie prenatalnym moze powodowaé patologie rozwojowe narzaddw ptciowych np.
niezstgpienie jader, cysty najadrza czy pozostatosci przewodédw Miillera. Jest bardzo
prawdopodobne, ze ksenoestrogeny mogg wywota¢ bardzo istotne zmiany w samej gonadzie.
W ptodach eksponowanych na fitoestrogeny obserwowano miedzy innymi znaczne

podwyzszenie ilosci apoptotycznych komdrek germinalnych [59, 16, 140, 161, 169, 263].

Wskazuje sie, ze nadmierna prenatalna ekspozycja na ftalany zaburza funkcjonowanie
komoérek Leydiga i moze doprowadzi¢ do dysgenezji gonad [102]. Herath i wsp. wskazuja, ze
ekspozycja dojrzatych szczuréw na oktyfenol i bisfenol A powoduje spadek stezenia
testosteronu w osoczu oraz zmniejszenie liczby najgdrzowych plemnikéw, bez istotnego

wptywu na ich ruch [96].

Murono i wsp., obserwujgc w warunkach in vitro wptyw 17B-estradiolu, oktyfenolu,

endosulfanu i bisfenolu A na komoérki Leydiga dojrzatych szczuréw dowiedlizposrednia
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ekspozycja tych komérek na badane zwigzki byta zalezna od ich rodzaju. Autorzy wykazali, ze
sposréd wyzej wymienionych zwigzkow tylko oktyfenol wptywat
na poziom testosteronu syntetyzowanego w komodrkach Leydiga. Autorzy postuluja,
ze wywotywany przez oktyfenol efekt biologiczny nie jest wywierany za posrednictwem

receptorow estrogenowych [174].

Z kolei Kotula-Balak i wsp. zaobserwowali zalezne od dawki i czasu ekspozycji na
oktyfenol zmiany zaréwno morfologii, jak i przebiegu procesu steroidogenezy

w nowotworowych komérkach Leydiga myszy [125].

Badania przeprowadzone przez Piotrowska i wsp., w ktdrych ciezarnym szczurzycom
podawano doustnie genisteine i daidzeine, wykazaty relatywnie niewielkie zmiany morfologii
jader i najadrzy oraz ilosci plemnikéw najadrzowych, pomimo zastosowania wysokich stezen

fitohormondw (200 mg/kg/dobe) [196].

Ye i wsp. stwierdzili, ze bisfenol A powoduje zalezny od dawki spadek syntezy
testosteronu  w ludzkich i szczurzych komodrkach Leydiga [272]. Badania Cai
i wspdtpracownikéw przeprowadzone na myszach wykazaty, ze polichlorek bisfenolu powoduje
hamowanie procesu proliferacji oraz indukcje procesu apoptozy komodrek germinalnych.
Autorzy nie zanotowali istotnych zmian w poziomie testosteronu ani w ekspresji jego
receptorow, natomiast wykazali zalezny od dawki spadek stezenia estradiolu i wzrost ekspresji
ESR1 i ESR2 w gonadzie. Autorzy postuluja, ze polichlorek bisfenolu dziata toksycznie na

gonade, wykorzystujgc do transdukcji sygnatu receptory estrogenowe [36].

W dostepnej literaturze mato jest analiz badajgcych wptyw estrogendw
i ksenoestrogendw na zywotnos$¢ i apoptoze dojrzatych plemnikéw. W przeprowadzonych
W niniejszej pracy badaniach oceniano, czy dwugodzinna inkubacja plemnikéw
z 17B-estradiolem, genisteing i bisfenolem A wptywa na zywotnos$¢ i proces btonowej
translokacji fosfatydyloseryny. Wyniki przeprowadzonych badan nie wykazaty istotnych
statycznie zmian odsetka plemnikédw zywych, niezaleznie od badanego zwigzku i stosowanej
dawki. Podobnie w stosunku do procesu btonowej translokacji fosfatydyloseryny, bedacej
wczesnym wykfadnikiem procesu apoptozy, nie zanotowano istotnego wptywu badanych
zwigzkdw ani na odsetek plemnikéw z translokacjg PS, ani na miejsca jej wystepowania.
Inkubacja plemnikdéw z wszystkimi czynnikami jednoczesnie rdwniez nie stymulowata istotnych
zmian. Mozna by wiec zatozy¢, ze poddane ocenie zwigzki nie wptywajg na zywotnosc
plemnikéw ludzkich. Nalezy jednak podkresli¢, ze w przeprowadzonych badaniach

zastosowano dwugodzinny okres inkubacji. Aby by¢ pewnym stusznosci proponowane;j tezy,
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nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania, w ktérych plemniki beda eksponowane na badane
czynniki przez dtuzszy czas. Plemnikom, ze wzgledu na charakterystyczng strukture komérki,
trudno jest skutecznie przeciwdziata¢ elementom stresujgcym czy toksycznym, co skutkuje
bardzo szybkimi zmianami w ich biologii. Przyktadem tego s3 badania przeprowadzone przez
Kotwicky i wspdtpracownikéw, w ktérych plemniki ludzkie stymulowane H,0, odpowiadaty
zaleznym od dawki spadkiem Zzywotnosci, wzrostem ilosci plemnikéw z translokacjg PS
i aktywna forma kaspazy 3. juz po kilkunastu minutach inkubacji [126, 127, 129]. Wydaje sie
wiec, ze jezeli estrogeny endogenne i zastosowane ksenoestrogeny miatyby wptywac na
zywotnos$é plemnikdw, to chociazby przywysokich stezeniach powinnismy obserwowaé istotne

zmiany.

Hipoteze, ze ksenoestrogeny nie wptywajg w istotny sposéb na zywotnosé plemnikow,
potwierdzajg wyniki badan uzyskane przez Hinscha i wspdtpracownikéw [98]. Badali oni wptyw
genisteiny na izolowane technikg swim-up plemniki buhajéw. Przeprowadzone analizy nie
wykazaty istotnego wptywu tego fitoestrogenu na zywotnos¢ i ruchliwosé plemnikdw.
Inkubacja komdrek z genisteing o niskim stezeniu prowadzita jednak do znaczgcego, zaleznego
od dawki,spadku odsetka plemnikéw zdolnych do penetracji ostonki przejrzystej. Autorzy
sugerujg, ze stymulacja plemnikéw genisteing mimo, ze nie zmienia ich zywotnosci, moze

stanowi¢ wazny czynnik wptywajgcy niekorzystnie na wartos¢ zaptadniajgcg gamet [98].

Wydaje sie, ze w duzej mierze efekty wywotywane przez genisteine na plemniki beda
zalezne od jej dawki i najprawdopodobniej wystepuja réznice miedzygatunkowe. Swiadczy¢
0 ym mogg miedzy innymi wyniki badan przeprowadzonych przez Martinez-Soto i wsp. ktdrzy
zatozyli, ze genisteina wykazuje dziatanie antyoksydacyjne i moze ochroni¢ DNA plemnikéw
przed uszkodzeniami bedacymi efektem stresu oksydacyjnego. Badacze postanowili zbadac
wptyw suplementacji genisteing (w stezeniu koricowym 10 umol/l) medium uzytego do
zamrazania plemnikéow na ich jakos¢. Oceniajgc plemniki po rozmrozeniu autorzy stwierdzili
niewielkg poprawe parametréw ruchu, spadek zaburzen struktury lipiddw btonowych oraz
zmniejszony stopien uszkodzenia DNA w stosunku do plemnikéw mrozonych bez suplementacji
genisteing. Wyniki te sg zgodne z doniesiemiami innych atoréw poczynimymi na komadrkach
somatycznych, ze genisteina wykazuje dziatanie antyoksydacyjne i chroni DNA przed
uszkodzeniami indukowanymi stresem oksydacyjmym [226]. Autorzy konkludujg, ze powyzsze
obserwacje mogg by¢ wykorzystane przy preparatyce nasienia stosowanego do metod rozrodu

wspomaganego [159].
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5.3. Wplyw estrogendw i ksenoestrogendw na wewngatrzkomadrkowe stezenie wolnych

jonéw wapniowych

W komérkach eukariotycznych wykryto wiele wtérnych przekaznikéw sygnatu takich jak
cykliczne nukleotydy, produkty rozpadu niektoérych fosfolipidéw btonowych (np. IPs i DAG) czy
jony wapnia. Jednym z najwazniejszych wtornych przekaznikéw sygnatu w komérkach sg wolne
jony wapniowe. Stezenie jondw wapniowych w cytoplazmie komdrek spoczynkowych waha sie
w granicach od kilkudziesieciu do okoto 200 nmol/l. W przestrzeni zewnatrzkomorkowej ich
poziom jest okoto dziesie€ razy wyzszy niz w cytoplazmie podstawowej. Komorki eukariotyczne
posiadajg organelle, ktére majg zdolnos$é gromadzenia jonéw wapniowych. Zaliczamy do nich
siateczke edoplazmatyczng, mitochondria oraz jagdro komérkowe. W czasie aktywacji komorki
czesto obserwowany jest szybki, przemijajacy, kilkukrotny wzrost stezenia wolnych,
wewnatrzkomorkowych jondw wapniowych. Po okresie pobudzenia komérki nastepuje
stopniowy powrdt do stanu wyjsciowego, a wiec niskiego cytoplazmatycznego stezenia jondw
wapnia. W proces ten zaangazowane s systemy kanatéw i pomp wapniowych, zwigzki wigzace
jony Ca** oraz organelle buforujgce. Sprawne funkcjonowanie tego sytemu warunkuje
dziatanie jondw Ca”** jako wtdrnego przekaznika informacji. Utrzymywanie podwyzszonego
stezenia jonéw wapniowych w komdrce moze stac sie sygnatem do ich $Smierci na drodze

apoptozy.

Jony wapniowe s3 bardzo waznym czynnikiem kontrolujgcym przebieg procesu
kapacytacji i reakcji akrosomowej. Plemnik posiada systemy kanatéw i pomp wapniowych
umozliwiajacych utrzymywanie wtasciwej homeostazy wapniowej. W przeciwienstwie do
komorek somatycznych, plemniki maja znacznie mniejsze mozliwosci buforowania jonéw Ca**
w organellach komodrkowych. Do magazynowania jondéw wapniowych w plemnikach
wykorzystywane sg gtdwnie mitochondria, akrosom oraz tylna czes¢ jadra, gdzie ,nadmiary”
btony jadrowej tworza pofatdowany obszar petnigcy miedzy innymi role magazynu Ca®* [20,

75, 126].

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze 17B-estradiol stymuluje przemijajacy
wzrost stezenia wolnych, wewngatrzkomdrkowych jondw wapniowych w plemnikach. Reakcja
byta zalezna od dawki, a czas reakcji (poczatek juz po kilku sekundach od stymulacji) wskazuje
na reakcje btonowa. Stymulacja plemnikéw genisteing powodowata niewielki wzrost stezenia
wolnych jonéw wapniowych, utrzymujacy sie na podwyzszonym poziomie przez dtuzszy okres

czasu (w przeprowadzonych badaniach do 15 minut). Natomiast po stymulacji bisfenolem A
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przemijajgcy wzrost stezania wolnych jonéw wapniowych obserwowano tylko w pojedynczych

komérkach.

Otrzymane wyniki badan s3 zgodne z doniesieniami innych autoréw. Luconi
i wsp., stosujgc w swoich badaniach inny fluorochrom (wskaznik Fura-2/AM) pozwalajgcy
monitorowa¢ wewnatrzkomérkowe zmiany stezenia jonéw Ca®', zaobserwowali podobna
kinetyke reakcji plemnikéw na 17B-estradiol. Ponadto podobnie jak
w prezentowanych w niniejszej pracy wynikach, nie zaobserwowali oni istotnych zmian

stezenia jondw wapniowych po stymulacji bisfenolem A [149].

Mozna wiec przypuszczaé, ze wywotywane 17B-estradiolem szybkie zmiany
w plemnikach zwigzane s3 z jego wptywem na receptory btonowe, a za ich posrednictwem na
kanaty wapniowe. Za stusznoscig takiej hipotezy przemawiajg badania wskazujace, ze 17B-
estradiol, potgczony z duzg czgsteczka biatka (najczesciej z albuming surowicy wotowej), ktéra
ma zapobiegaé wnikaniu kompleksu do wnetrza komérki, stymuluje podobne zmiany stezenia
jonéw Ca®* jak sama czasteczka 17p-estradiolu [21]. Udziat kanatéw wapniowych w szybkiej
odpowiedzi komérki na 17B-estradiol potwierdza fakt braku reakcji przy zastosowaniu medium

inkubacyjnego pozbawionego jonéw Ca** [215].

Zdania na temat udziatu klasycznych receptoréw estrogenowych w szybkiej odpowiedzi
komérki na 17B-estradiol sg podzielone. Luconi i wsp. zaobserwowali, ze preinkubacja
plemnikéw z antyestrogenami (tamoksifen lub IClI 164 384) znacznie redukuje wapniowa
odpowiedz plemnikéw na 17B-estradiol, co sugeruje udziat klasycznych ESR w tym zjawisku
[149]. Z kolei wyniki badan Rossato i wsp. wskazuja, ze tamoksifen nie wptywa na wywotywang
17B-estradiolem kinetyke zmian stezenia jonéw Ca*, co ma byé dowodem braku
zaangazowania ESR w opisang reakcje [215]. Badania przeprowadzone przez Wang i wsp.
wskazujg, ze raloksifen (selektywny modulator receptoréw estrogenowych) powoduje
hamowanie kanatéw wapniowych typu T w komodrkach spermatogenicznych, ale

w mechanizmie niezaleznym od klasycznych estrogendw [262].

Przyjmuje sie, ze jednym z kluczowych stymulatorédw reakcji akrosomowe;j jest zawarty
w ptynie pecherzykowym progesteron. Wykazano, ze w cze$ci akrosomowej btony komérkowej
plemnikéw obecne sg receptory progesteronowe. Ich stymulacja powoduje szyki wzrost
stezenia wolnych jonéw wapniowych na terenie gidwki. Reakcja jest bardzo dynamiczna
i czesto ma charakter iglicowy [128]. Sugeruje sie, Ze obserwowany po stymulacji
progesteronem naptyw jondw wapniowych zwigzany jest z aktywacjg kanatéw wapniowych

typu T. Zaobserwowano, ze preinkubacja plemnikéw z 17fB-estradiolem znacznie obniza ich
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reakcje na progesteron [150]. Postuluje sie, ze 17B-estradiol wykazuje cechy inhibitora
kanatéw wapniowych typu T. Podobne obserwacje poczyniono w badaniach prowadzonych na
komérkach miesni gtadkich, a takze w odniesieniu do kanatéw typu L w neuronach oraz
miocytach serca i miesni gtadkich [75]. Dowiedziono, ze réwniez genisteina posiada hamujacy
wplyw na wapniowe kanaty typu L poprzez inhibicje kinazy tyrozynowej w miocytach kocich
i na kanaty wapniowe Cav2.2 typu N w komérkach NG 108-15 [244]. Tao i wsp., badajgc wptyw
genisteiny na funkcjonowanie kanatéw wapniowych w komdrkach spermatogenetycznych
myszy nie potwierdzili wczesniejszych doniesiert na temat roli fosforylacji tyrozyny w regulacji

kanatéw wapniowych typu T [244].

Postuluje sie, ze 17B-estradiol petni role modulatora niegenomowego dziatania
progesteronu podczas procesu zaptodnienia. Podobne wnioski wycigga sie w stosunku
do genisteiny [21, 244]. Zaczeto sie nig interesowa¢ w kontekscie metod rozrodu
wspomaganego, poniewaz wywotuje zmiany stezenia jondw Ca**, korzystnie wptywa na

przebieg procesu kapacytacji oraz przypuszczalnie posiada dziatanie antyoksydacyjne [159].

W  przeprowadzonych badaniach zaobserwowano, Ze genisteina powoduje
w plemnikach niewielki, ale dtugo sie utrzymujacy wzrost stezenia jonéw Ca**. Sugeruije sie, ze
ta zmiania przyczynia sie do aktywacji procesu kapacytacji. Badania przeprowadzone przez
Adeoya-Osiguwe i wspotpracownikdw wskazujg, ze 30 minutowa inkubacja plemnikéw
z genisteing w stezeniu koricowym 0,001 pmol/l w sposéb istotny stymuluje proces kapacytacji
i reakcje akrosomowa plemnikéw. Poniewaz jednak reakcja ta nie byta blokowana przez
tamoksifen autorzy sugerujg, ze klasyczne ESR nie sg w nig zaangazowane [1]. Podobne wyniki,
wskazujgce, ze genisteina wptywa korzystnie na proces kapacytacji, uzyskali Mohamed
i wsp. [170]. Wydaje sie, ze nie jest to jednak typowa cecha ksenoestrogendw.
O ile prokapacytacyjny efekt stwierdzono réwniez w stosunku do nonylfenolu [1], to bifsenol A
i oktyfenol nie wptywaty w sposdb istotny na przebieg procesu kapacytacji i reakcji
akrosomowej [149, 170]. Obserwowany w niniejszej pracy brak zmian stezenia jondéw Ca** pod

wptywem bisfenolu A potwierdza stusznosc tej hipotezy.

Mechanizmy, poprzez ktére 17B-estradiol i genisteina wptywajg na zmiany stezenia
jonéw Ca®*, wymagaja jednak dalszych badan. Trudno jest jednoznacznie stwierdzi¢, ktdre
z licznych kanatéw wapniowych obecnych w btonie komérkowej plemnikéw biorg udziat w tym

procesie.
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5.4. Wptyw estrogendw i ksenoestrogendw na mitochondria

Mitochondria sg organellami zaangazowanymi w kluczowe procesy komodrkowe takie
jak: 1. oddychanie komdrkowe, 2. fosforylacja oksydatywna, 3. proces apoptozy, 4. synteza
lipiddw, hemu, aminokwaséw, nukleotyddw, hormondéw steroidowych czy 5. homeostaza
jonowa komorki. Przyjmuje sie, ze struktury te sg komdérkowym rezerwuarem estrogendw.
Ponadto w mitochondriach licznych komdérkek somatycznych wykazano obecnos¢ ESR1 i ESR2.
W Swietle aktualnego stanu wiedzy sugeruje sie, ze estrogeny biorg czynny udziat
w regulowaniu pracy tych organelli. W komodrkach somatycznych wykazano, ze estrogeny
wywotujg wzrost mitochondrialnego poziomu mRNA biatek zakodowanych na mtDNA,

co wskazuje na ich wptyw na poziom ekspresji gendéw [85, 200, 240].

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w plemnikach ludzkich i plemnikach knura
ekspresja receptorow estrogenowych byta bardzo wysoka we wstawkach. Poniewaz w tym
rejonie plemnika zlokalizowane sg mitochondria, mozna przypuszczaé, ze podobnie jak to ma
miejsce w komdrkach somatycznych, réwniez w mitochondriach plemnikéw sg obecne
receptory estrogenowe. Badania Solakidi i wsp. z wykorzystaniem specyficznego
mitochondrialnego markera CMX potwierdzajg stuszno$¢ takiej hipotezy [231]. Rdéwniez
badania ultrastrukturalne z zastosowaniem ztota koloidalnego przeprowadzone przez Guido
i wsp. wskazujg na obecnos¢ ERS1 i ESR2 w mitochondriach plemnikéw pochodzgcych od
ptodnych mezczyzn. Nalezy podkreslié, ze mitochondrialna ekspresja ESR2 byta znacznie
silniejsza niz ESR1. Ponadto w badaniach przeprowadzonych na plemnikach pochodzgcych od
mezczyzn z zylakami powrdzka nasiennego autorzy ci stwierdzili znaczny spadek lub nawet

brak ekspresji ESR we wstawkach i w gtéwnej czesci witki [92].

Jesli w mitochondriach plemnikéw istotnie znajdujg sie receptory estrogenowe, nalezy
sie spodziewaé, ze estrogeny bedg wptywac na ich funkcje. W przeprowadzonych badaniach
poddano ocenie wptyw 17B-estradiolu, genisteiny i bisfenolu A na btonowy potencjat
mitochondrialny oraz powstawanie mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego.
Wykazano, ze 17B-estradiol powoduje zalezne od dawki zmiany potencjatu btonowego
mitochondridéw. Przy stymulacji 17B-estradiolem w stezeniu koricowym 10™° mol/l zmiany byty
nieistotne statystycznie, przy stezeniu 10° mol/l obserwowano znamienny wzrost odsetka
plemnikéw z wysokim A¥m, natomiast przy stezeniu 10° mol/| spadek odsetka plemnikéw
z wysokim AWm byt istotny statystycznie. A¥m jest wskaznikiem energetycznego potencjatu

mitochondrium i okresla funkcjonalnie nienaruszone mitochondria. Wiele badan udowodnito
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korelacje miedzy obnizong efektywnoscig mitochondriéw, wyrazajaca sie spadkiem potencjatu
mitochondrialnego a gorsza ruchliwoscig plemnikéw i ich zdolnoscig do zaptodnienia [187].
Przyjmuje sie, ze wykrycie zmian AYm w plemnikach ludzkich jest jedng z najskuteczniejszych
metod szacujgcych zdolnosci zaptadniajagce plemnikéw pod katem ich wykorzystania
w procedurach technik rozrodu wspomaganego [156, 187]. Dotychczasowe analizy badajace
zmiany A¥Ym dowiodty, ze zastosowany w niniejszej pracy marker JC-1, w stosunku do
Mitotracker Green i Mitotracker Red, jest najbardziej miarodajnym i specyficznym zwigzkiem

obrazujgcym zmiany tego parametru [187, 253].

Badania przeprowadzone na komérkach somatycznych wskazujg, ze estrogeny moga
wptywaé na potencjat mitochondrialny plemnikéw. Efekt w duzej mierze jest zalezny od dawki
hormonu i rodzaju komdrki. Wykazano, ze estrogeny wptywajg na transport jondw wapnia do
mitochondridw [101, 194]. Sugeruje sie, ze wywotywany estrogenami wzrost stezenia jondéw
Ca’* moze aktywowaé mitochondrialng fosfataze biatkowa, ktéra defosforyluje oksydaze
cytochromu c. To z kolei moze wptywaé na wzrost btonowego potencjatu mitochondrialnego
i wytwarzanie reaktywnych form tlenu [240]. Sugeruje sie, ze estrogeny powodujgc wzrost
mitochondrialnego cAMP, wptywajg na fosforylacje komplekséw biatkowych tarcucha
oddechowego i w konsekwencji modulujg AWYm [240]. Mozna przypuszczaé, ze wywotywane
przez estradiol zmiany AWm plemnikéw mogg by¢ spowodowane naptywem jondéw
wapniowych do mitochondriéw. Nadmierny wzrost mitochondrialnego stezenia jonéw Ca**
wigze sie ze znacznym spadkiem potencjatu btony mitochondrialnej, co aktywuje megakanaty
i moze powodowac uwolnienie do cytoplazmy cytochromu c [35]. Wskazuje sie, ze estradiol,
wplywajac na obnizenie hyperpolaryzacji btony mitochondrialnej, indukuje apoptoze komdrek
spermatogenicznych szczuréw [168]. W dostepnej literaturze nie znaleziono prac oceniajacych

wplyw 17B-estradiolu na A¥Ym plemnikdw.

Zmiany AWm mitochondrium S$ciSle wigzg sie z zagadnieniem stresu oksydacyjnego
i jego wptywu na funkcjonowanie komoérki. Stres oksydacyjny pojawia sie
w momencie, w ktorym antyoksydacyjne systemy obronne zawodzg i kiedy poziom
enzymatycznych i nieenzymatycznych czasteczek o wifasciwosciach antyoksydacyjnych jest
niski. Sugeruje sie, ze stres oksydacyjny jest czynnikiem etiologicznym wielu choréb, w tym
m.in. choroby sercowo-naczyniowej, nowotworow, cukrzycy, choréb mdzgu (np. Alzheimer),
czy meskiej i zenskiej nieptodnosci [86, 124]. Co ciekawe, to wtasnie plemniki byty pierwszymi
komérkami, u ktérych udowodniono potencjalng podatnosé na uszkodzenia o charakterze
oksydatywnym. Plemniki sg szczegdlnie wrazliwe na stres oksydacyjny miedzy innymi ze

wzgledu na fakt, iz zawierajg wielonienasycone kwasy ttuszczowe, w szczegdlnosci kwas
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dokozaheksaenowy, ktére dzieki szesciu podwdjnym wigzaniom przypadajgcym na czasteczke
sprawiaja, ze plemniki sg swoistymi elektronowymi agregatorami podatnymi na oksydacje
i inne strukturalne modyfikacje. Wynikajgce z dziatania RFT modyfikacje btony komdrkowe;j
plemnikéw zaburzajg jej ptynnos¢, powodujgc zmniejszenie ruchliwosci i zaktdcajac procesy
zwigzane z reakcjg akrosomowg czy fuzjg plemnika z oocytem [86, 121]. Poza tym plemniki sg
narazone na stres oksydacyjny takze w zwigzku z ograniczong objetoscig oraz okreslonym
umiejscowieniem wewnatrzkomérkowych antyoksydacyjnych enzymdéw i ograniczong
zdolnoscia do naprawy DNA [86, 124]. RFT sg uwazane za szkodliwe produkty uboczne
metabolizmu komodrkowego lub ekspozycji komodrek na ksenobiotyki [124]. Ponadto
dowiedziono, iz mitochondrialna produkcja RFT w komérkach somatycznych moze unicestwic
ich mechanizmy obronne i prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego. Udowodniono, iz mitochondria
plemnikéw szczurdw i krolikéw produkujg RFT, jednak w odniesieniu do ludzkich gamet wcigz
brak wyczerpujacych danych na ten temat [124]. RFT bezposrednio uszkadzajg plemnikowe
DNA, zaréwno jadrowe, jak i mitochondrialne, narazajgc bezpieczenstwo transferu
prawidtowej informacji genetycznej potomstwu [121]. Stopien i spektrum uszkodzen
plemnikéw wynikajgce z narazenia na stres oksydacyjny zalezy od otoczenia komérki, a takze

od natury endogennych badz egzogennych czynnikéw go wywotujacych.

W prawidtowych warunkach mitochondria produkujg na tyle niewielkie ilosci RFT, ze s3
one skutecznie neutralizowane przez komérkowe antyoksydanty. Niskie stezenia
mitochondrialnych RFT pozwalajg im petni¢ role czasteczek sygnatowych. Wskazuje sie,
ze estrogeny wptywajg na mitochondrialny poziom RFT. Przez dtugi czas hormony te byty
postrzegane tylko jak antyoksydanty skutecznie chronigce na przyktad przed chorobami
neurogdegeneracyjnymi. W wielu pracach wskazuje sie, ze 17B-estradiol zabezpiecza

mitochondria przed stresem oksydacyjnym [148, 261].

Sugeruje sie, ze dziatanie antyoksydacyjne wykazuje réwniez genisteina. Borras
i wsp. w badaniach przeprowadzonych na mitochondriach izolowanych z watroby
i mozgu szczuréw zaobserwowali, ze genisteina, podobnie jak 17B-estradiol, indukuje wzrost
potencjatu btonowego mitochondridw, obniza mitochondrialny poziom wolnych rodnikéw
i zabezpiecza te struktury przed wyptywem cytochromu c [31]. Sierens i wsp. wykazali, ze
genisteina w stezeniu koricowym 0,01 -100 pumol/I skutecznie chroni plemniki przed stresem
oksydacyjnym. Autorzy sugeruja, ze jej antyoksydacyjne dziatanie jest silniejsze niz kwasu
askorbinowego czy a-tokoferolu [227]. W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach nie
stwierdzono istotnego wptywu genisteiny na mitochondrialny potencjat btonowy ani na

poziom mitochondrialnego anionorodnika ponadtelenkowego. Nalezy jednak zaznaczyé, ze
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w naszych badaniach stosowalismy stymulacje komérek genisteing, ktdrej najwyzsze stezenie
wynosito 1 pumol/l. Tym faktem mozna wyttumaczyé otrzymane rdznice. Ponadto powyzsi
autorzy oceniali potencjat antyoksydacyjny genisteiny na podstawie wielkosci uszkodzernn DNA,
co réwniez utrudnia poréwnanie otrzymanych wynikéw badan. W dostepnej literaturze nie
znaleziono prac, w ktérych autorzy ocenialiby stymulowane estrogenami lub
ksenoestrogenami zamiany poziomu mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego
w plemnikach ludzkich. Badania prowadzone na komérkach somatycznych z zastosowaniem
uzytego rowniez w niniejszej pracy markera MitoSOX Red wskazujg, ze w komdrkach
endotelialnych mdézgu 17B-etradiol powoduje istotny statystycznie spadek mitochondrialnego
poziomu anionorodnika, a reakcja jest blokowana przez antagoniste ESR. Reakcji takiej nie

obserwowano po stymulacji 17a-estradiolem [212].

Mimo, ze w prezentowanych badaniach genisteina nie wywotywata istotnego spadku
poziomu mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego, nie mozna wykluczyé, ze do
niego doszto. Nalezy bowiem pamieta¢, ze ze wzgledu na ilos¢ wystepujgcych w plemnikach
mitochondridw oraz ze wzgledu na fakt, ze badania prowadzono na plemnikach izolowanych
technika swim-up z nasien z normozoospermia, stezenie badanego rodnika, a przez to
rejestrowane poziomy fluorescencji, byly zbyt niskie, by mozina je byto zaobserwowac

stosowang technika.

Z analizy dostepnego pisSmiennictwa wynika, ze estrogeny moga doprowadzi¢ do
wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu w mitochondriach poprzez indukcje syntazy tlenku
azotu czy hamowanie oksydazy cytochromu c. Réwniez wzrost mitochondrialnego poziomu
Ca®* promuje powstawanie RFT. Bennetts i wsp. zaobserwowali, ze pewne metabolity
estradiolu i ksenoetrogeny wywotujg w plemnikach ludzkich stres oksydacyjny. Intensywna
reakcja wystepowata po stymulacji np. dietylsilbestrolem i katecholowymi pochodnymi
estrogendw, a po genisteinie tylko przy zastosowaniu wysokich dawek. Nie zanotowano
natomiast istotnych zmian pod wptywem 17B-estradiolu, nonyfenolu czy bisfenolu A [23].
Wyniki badan opublikowane przez Wang i wsp. wskazujg jednak, ze bisfenol A, wptywajac na
mitochondria, indukuje proces apoptozy komdérek gametogenicznych myszy [261].
W przeprowadzonych badaniach mimo, ze bisfenol A nie indukowat procesu Smierci
plemnikéw, to jednak przy stezeniu 10° mol/l istotnie obnizat potencjat btonowy

mitochondriow.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze estrogeny i poddane ocenie ksenoestrogeny
wptywaja na funkcje mitochondridw. Obserwowany efekt jest zalezny od rodzaju zwigzku i jego

stezenia. Wydaje sie, ze estrogeny i genisteina, wystepujac w fizjologicznych dawkach, biorg
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udziat w regulacji pracy mitochondridw i moga petni¢ funkcje czynnika antyoksydacyjnego.
Zaprezentowane wyniki badan, w ktérych plemniki stymulowano wszystkimi badanymi
zwigzkami jednoczesnie (w niskich stezeniach oraz efekty stymulacji plemnikéw 17f3-
estradiolem lub bisfenolem A w wysokich stezeniach) sugerujg, ze nadmierna ekspozycja
plemnikéw na ten rodzaj zwigzkéw moze niekorzystnie wptynaé na ich biologie. Wyrazem tego
zjawiska byt spadek potencjatu btonowego mitochondriéw oraz wzrost poziomu
mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego. Mozna sie wiec spodziewaé, ze
dtugotrwata ekspozycja mezczyzn na ksenoestrogeny prawdopodobnie znacznie obniza
potencjat zaptadniajgcy gamet. Pierwsze obserwacje mezczyzn eksponowanych na bisfenol A w

miejscu pracy zdajg sie potwierdzac te hipoteze [144, 152, 162, 271].

Poniewaz wyniki badan nad wptywem estrogendéw i ksenoestrogendw na plemniki
ludzkie sg czesto sprzeczne, niezbedne jest ich kontynuowanie. Pomoze to oszacowac

potencjalne znaczenie tych zwigzkéw w diagnostyce i profilaktyce nieptodnosci meskiej.
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. WNIOSKI

17B-estradiol, genisteina i bisfenol A wptywajg na biologie plemnikéw ludzkich.

Czas reakcji na badane zwiazki wskazuje na niegenomowy mechanizm dziatania,

a reakcja jest zalezna od stezenia i rodzaju zwigzku.

Ekspresja receptoréw estrogenowych w okolicy wstawki oraz obserwowane pod
wpltywem badanych zwigzkédw zmiany w mitochondriach sugerujg, ze sg one

organellami docelowymi dla estrogendw i ksenoestrogendw.

Silna reakcja mitochondriow na rownoczesng stymulacje 17B-estradiolem, genisteing

i bisfenolem A sugeruje synergizm ich dziatania.
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8. STRESZCZENIE

Postuluje sie, ze wsrdd czynnikéw wptywajacych niekorzystnie na wartosc biologiczng nasienia
wazng role odgrywa ekspozycja meziczyzny na ksenoestrogeny (estrogeny obcego
pochodzenia). Sugeruje sie, ze zwigzki te, wykorzystujac szlaki transdukcji sygnatu
endogennych hormondéw, moga zaburzaé funkcjonowanie meskiego uktadu rozrodczego.
Przyjmuje sie, ze komdrkami docelowymi dla dziatania estrogendéw i ksenoestrogendw moga

by¢ plemniki ludzkie, jednak molekularne mechanizmy ich dziatania nie sg do korica poznane.

Cel badan. Celem pracy byto poznanie mechanizmow, poprzez ktére 17B-estradiol i wybrane
ksenoestrogeny (genisteina i bisfenol A) wptywajg na biologie plemnikéw ludzkich oraz

zbadanie, czy analizowane zwigzki wykazujg synergizm dziatania.

Materiat. Nasienie 115 mezczyzn z normozoospermia (wedtug kryteriow WHO z 2010 roku)

oraz nasienie 5 knurow.

Metody badawcze. Oceniono ekspresje receptoréw estrogenowych typu 1. i 2. w plemnikach
ludzkich i w plemnikach knura z zastosowaniem pierwszorzedowych poliklonalnych kréliczych
przeciwciat skierowanych przeciwko ESR1 i ESR2. Zbadano wptyw 17B-estradiolu, genisteiny
i bisfenolu A w stezeniach koricowych 10°, 10® i 10® mol/l na: 1) zywotnos¢ plemnikéw
ludzkich  (barwienie jodkiem propidionowym), 2) proces btonowej translokacji
fosfatydyloseryny (barwienie aneksyng-V znakowang fluoresceing), 3) kinetyke zmian stezenia
wolnych, wewngtrzkomdrkowych jonéw wapniowych (metoda z wykorzystaniem markera
fluorescencyjnego Fluo-3), 4) btonowy potencjat mitochondrialny (metoda z wykorzystaniem
fluorochromu JC-1) oraz 5) powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach
plemnikéw ludzkich (metoda z wykorzystaniem barwnika fluorescencyjnego MitoSOX RED).
W przeprowadzonych badaniach wykorzystano: mikroskop konfokalny LSM 510 (Zeiss, Niemcy)
z obiektywem Plan Apochromat 63x/1.4 Qil DIC, mikroskop fluorescencyjny Axioskop 2 (Zeiss,

Niemcy) oraz cytometr przeptywowy FACSCalibur (Becton-Dickinson, USA).

Wyniki. Badania immunohistochemiczne wykazaty, ze zaréwno w plemnikach ludzkich, jak
i w plemnikach knuréw, obecne sg receptory estrogenowe typu 1. i typu 2. W plemnikach
ludzkich o prawidtowej morfologii receptory ESR1 lokalizowane byty gtéwnie we wstawkach
plemnikéw oraz w czesci postakrosomowej gtéwki. W pojedynczych plemnikach ludzkich

i licznych plemnikach knura widoczna byta reakcja btonowa w domenie akrosomowej. ESR2
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zaréwno w plemnikach ludzkich, jak i w plemnikach knura, wykazywaty najsilniejszg ekspresje
w rejonie wstawek.

Stwierdzono, ze dwugodzinna inkubacja plemnikéw z 17B-estradiolem, genisteing lub
bisfenolem A nie wptywata w istotny sposdéb na zywotnos¢ i proces btonowej translokacji
fosfatydyloseryny, niezaleznie od zastosowanej dawki.

Zaobserwowano, ze stymulacja plemnikéw ludzkich 17(3-estradiolem i genisteing
powoduje zalezny od dawki, szybki wzrost stezenia wolnych, wewnatrzkomérkowych jonéw
wapniowych. Reakcja rozpoczynata sie juz po kilku sekundach od stymulacji. W ponad 95%
komérek bisfenol A nie wptywat na stezenie wolnych, wewnatrzkomdérkowych jondéw
wapniowych, niezaleznie od zastosowanego stezenia. PrzejSciowy wzrost stezenia wolnych,
wewnatrzkomoérkowych jondw wapniowych wystepowat tylko w pojedynczych plemnikach
stymulowanych bisfenolem A w stezeniu koricowym 10° mol/I

Stwierdzono, ze 17B-estradiol oraz bisfenol A, jak rowniez inkubacja plemnikéw z trzema
ligandami jednoczes$nie (17B-estradiol, genisteina i bisfenol A), wptywajg na btonowy potencjat
mitochondrialny, a reakcja jest zalezna od dawki.

Ocena wptywu dwugodzinnej inkubacji plemnikdéw z 173-estradiolem, genisteing lub
bisfenolem A, nie wykazata istotnych zmian poziomu mitochondrialnego anionorodnika
ponadtlenkowego. Inkubacja plemnikédw jednoczesnie z wszystkimi analizowanymi zwigzkami,
w stezeniach koricowych 10™ mol/l, wykazata istotny statystycznie wzrost poziomu

mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego.

Whioski. 173-estradiol, genisteina i bisfenol A wptywajg na biologie plemnikéw ludzkich. Czas
reakcji na badane zwigzki wskazuje na niegenomowy mechanizm dziatania, a reakcja jest
zalezna od stezenia i rodzaju zwigzku. Poziom ekspresji receptoréw estrogenowych w okolicy
wstawki oraz obserwowane pod wptywem badanych zwigzkéw zmiany w mitochondriach
sugerujg, ze w plemnikach ludzkich sg one organellami docelowymi dla estrogendéw
i ksenoestrogendéw. Silna reakcja mitochondridw na réwnoczesng stymulacje 173-estradiolem
genisteing i bisfenolem A sugeruje synergizm ich dziatania lub ze ksenoestrogeny zwiekszajg

wrazliwos¢ plemnikdéw na 17B-estradiol.
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9. ABSTRACT

It is hypothesized that exposure of men on xenoestrogens may negatively influence the
biological value of the semen. Xenoestrogens are supposed to act via endogenous hormones
pathways. Spermatozoa are possible target cells, however the biological mechanisms are

unclear.

The aim of the study. The aim of the study was to investigate the mechanisms of the action

of 17B-estradiol and two xenoestrogens (genistein and bisphenol A) on human spermatozoa.
Material. Semen of 115 normozoospermic men (WHO 2010 criteria) and semen of 5 boars.

Methods. Expression of estrogen receptors type 1 and type 2 in human and boar spermatozoa
was checked with rabbit polyclonal antibodies. The effects of 17(B-estradiol, genistein and
bisphenol A (10°, 10® and 10°® mol/l) to spermatozoa were studied regarding the following
phenomena: 1) spermatozoa motility (propidium iodide staining), 2) phosphatidilserine
membrane translocation (staining with annexin V marked with fluorescein), 3) kinetics
of intracellular free calcium ions changes (using Fluo-3 marker), 4) mitochondrial membrane
potential (using JC-1 fluorochrome), and 5) production of superoxide anion in mitochondria
(using MitoSOX RED fluorescent dye). The tools used in the study were: confocal microscope
LSM 510 (Zeiss) with Plan Apochromat objective 63x/1.4 Oil DIC, fluorescent microscope
Axioskop 2 (Zeiss) and flow cytometer FACSCalibur (Becton-Dickinson, USA).

Results. Immunohistochemistry revealed the presence of ESR1 and ESR2 in both human and
boar spermatozoa. The location of ESR1 in morphologically normal spermatozoa was detected
in post-acrosomal part of the head and in the midpiece. The location in the acrosome area was
found in few human and most boar spermatozoa. For the ESR2, the location was in the
midpiece for both human and boar cells.

Two-hour incubation of spermatozoa with 17B-estradiol, genistein and bisphenol A
(10", 10® and 10° mol/l) did not alter cells vitality nor phosphatidilserine membrane
translocation.

Stimulation of human spermatozoa with 17B-estradiol and genistein provoked rapid
(within a few seconds), dose dependent increase of free intracellular calcium ions
concentration. Although over 95% of spermatozoa stimulated with bisphenol A (10™%°, 10® and

10° mol/1) did not present changes in free intracellular calcium ions concentration, single cells
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with temporary increase of intracellular Ca** concentrations after stimulation with this ligand
(10 mol/I) could be found.

Incubation of spermatozoa with separately 17(3-estradiol or bisphenol A, as well
as incubation with three ligands (17B-estradiol, genistein and bisphenol A) resulted in altered
mitochondrial membrane potential in a dose-dependent pattern.

Two-hour incubation of spermatozoa with separately: 17B-estradiol, genistein or
bisphenol A did not result in alteration of the level of mitochondrial superoxide anion while
the incubation with the three ligands together (10™° mol/l) did significantly increase the

mitochondrial superoxide anion level.

Conclusions. 17fB-estradiol, genistein or bisphenol A influenced the biology of human
spermatozoa. Short time of reaction indicated non-genomic mechanism; the reaction was
dose-dependent. Considering estrogen receptors expression in the midpiece and
mitochondrial alteration after ligands application, it may be supposed that mitochondria are
the target cell structures for estrogens and xenoestrogens. Type of spermatozoa reaction for
the three ligands applied suggests synergistic mechanism. It can be also assumed that

xenoestrogens increase the sensitivity of spermatozoa toward 173-estradiol.
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