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Detekce estrogennich receptoru ve spermatickych bunkach
prasete béhem jejich vyvoje

Souhrn

Vliv estrogennich latek na samc¢i reprodukéni tkan a vyvoj gamet prostfednictvi
specifickych receptort je zasadni pro uspésnou reprodukci. Cilem této diplomové prace je
pomoci specifickych protilatek lokalizovat formy estrogennich receptorti ve spermatickych
bunikach béhem spermatogeneze ave spermiich béhem post-testikularni maturace
v epididymu. Obsahem této prace je resSerSe zabyvajici se popisem pohlavnich organti prasete,
fyziologickou podstatou hormondlniho pilisobeni a konkrétnim popisem estrogennich
receptort, véetné jejich funkce a vyskytu v sam¢im reprodukcnim traktu a spermiich riiznych
druhii savcl. Experimentalni ¢ast se zabyva konkrétnimi metodickymi postupy detekce
estrogennich receptorti pomoci nepfimé imunofluorescencni mikroskopie.

Samci pohlavni trakt se déli na primarni a sekunddrni organy. Mezi primarni organy
patii varlata, ktera jsou ulozena v Sourku spolu s nadvarlaty. Ve varleti dochazi k produkci
spermii pod vlivem hormoni. Spermie se piesouvaji do nadvarlete, kde finadln¢ dozréavaji.
Funkci pohlavnich organii zajist'uje neurohumoralni fizeni prostfednictvim hormond, které se
vytvareji ve specifickych orgdnech. Hormony, které ovlivituji pohlavni orgéany, jsou steroidni
latky hlavné testosteron a estrogen, ktery vznikd pfeménou z testosteronu. K plisobeni
estrogenu pies estrogenni receptory (ERs) na cilové buniky miiZze dochazet jak genomickou,
tak negenomickou cestou. Mezi ERs pusobici genomicky patii klasické receptory ERa a ERJ,
které¢ se nachéazi v jadie ¢i cytosolu a funguji jako transkripéni faktory. Negenomickym
mechanismem ovlivituje buiiky transmembranovy receptor GPER zanofeny v plazmatické
membrané téchto bunék. GPER je zfejmé mediidtorem rychlych negenomickych odpovédi
estrogenu. ERs byly objeveny u mnohych druhli savcl vcetné clov€ka. U prasat byly
V soucasné dob¢ objeveny receptory ERa 1 ERpB ve tkadnich varlat, nadvarlat a ve spermiich.
GPER nebyl v reprodukcnich tkanich prasat zatim detekovan. Jeho pfitomnost je u prasat
prokdzana jen v ejakulovanych spermiich. Soucasn€ chybi i informace o jeho piesném
plsobeni na organismus prasete.

Vysledky diplomové prace popisuji jednotlivé imunolokalizace ERs ve tkanich varlat,
nadvarlat a v epididymalnich spermii. Souc¢asti imunolokalizace je detekce GPER ve tkanich,

jez do té doby nebyla popsana. Ve varleti byly pomoci specifickych protilatek lokalizovany



ERa ve spermatickych buiikach uvniti lumen semenotvorného kanalku a ve tkani. ERP byl
lokalizovan ve spermatickych bunkach a v bazdlni membrané¢ semenotvorného kanalku.
GPER byl detekovan v Leydigovych bunkach a ve spermatickych buiikach. V nadvarleti je
zastoupeni ERs rtizné. ERa byl detekovan v bazalni buiikach kandlku, sekre¢nim epitelu
a také ve tkani nadvarlete. Pozitivni reakce protilatky byla viditelna také na speriich v lumen
epididymalniho kandlku. Vysledky detekce ERB byly negativni v hlavé nadvarlete, zatimco
Vv téle nadvarlete byl v sekre¢nim epitelu a v ocasu nadvarlete nalezen v bazalni membrang.
Imunolokalizace GPER byl jako prvni detekovan v celém nadvarleti ve spermiich
a v sekre¢nim epitelu. Podrobnd detekce ERs v epididymalnich spermiich prokazala ERa ve
sttedni ¢asti bi¢iku. ERB detekovan nebyl, zatimco GPER byl nalezen v bic¢iku a také
v akrozomu.

Z vysledkli je patrné, ze jednotlivé zastoupeni estrogennich receptori ma ziejmé
zasadni vliv na vyvoj a maturaci spermii, které jSou zajistény spravnym fungovanim organti

varlat a nadvarlat kance.

Kli¢ova slova: estrogenni receptor, spermatogeneze, kanci spermie, testes, epididymis,

imunohistochemie



Detection of estrogen receptors in boar spermatic cells
during their development

Summary

Effect of estrogenic substances on the male reproductive tissue and gamete
development via specific receptors is an essential for the reproductive success. The aim of this
Master’s thesis is to localize forms of estrogen receptors in spermatic cells during
spermatogenesis and in spermatozoa during their post-testicular maturation in the epididymis
by specific antibodies. Content of this work is a bibliographic search that deals with
explanation of the genital tract of pigs, physiological base of hormonal function, and the
description of estrogen receptors, including their function and location in the male
reproductive tract and sperm in different species of mammals. The experimental part decribes
the methodical procedures for detection of estrogen receptors by indirect immunofluorescent
microscopy.

The male reproductive tract is divided into the primary and secondary organs. Primary
organs are testes, which are placed in the scrotum together with the epididymis. The
production of sperm controlled by hormones takes place in the seminiferous channels of
testes. Then, sperm are transferred to the epididymis where they mature. Function of the
reproductive tract is controlled by neurohumoral directed hormones that are produced by
specific organs. Hormones that influence the reproductive organs are steroid substances,
mainly testosterone and estrogen that originates from the change of testosterone
conformation. The effect of estrogen through estrogen receptors (ERS) on target cells can be
accomplished in two ways, genomic and nongenomic. In ERs of the genomic way we enclose
classic receptors like ERa and ERp. Those receptors are located in the nucleus or the cytosol,
and works as a transcription factor. In nongenomic ways the cells are affected by the
transmembrane receptor GPER immersed in the plazmatic membrane of those cells. GPER is
supposed to be a mediator of quick nongenomic answers of estrogen. ERs were discovered in
many species of mammals including humans. In pigs the ERa and ERP were recently detected
in testicular and epidydimal tissue, as well as in sperm. GPER has not been found in the
reproductive tract of pigs yet. Its presence has been found only in ejaculated sperm. Currently
the information about its exact effect on the organism has yet to be discovered.

Results of this Master’s thesis show individual immunolocation of ERs in testicular

and epidydimal tissue, as well as in epididymal sperm. Part of immunolocation is detection of



GPER in tissues that has not been described yet. The ERa was localized in the testes, in
spermatic cells inside the lumen of seminiferous tubules, and in tissues by specific antibodies.
ERpP was detected in spermatic cells and in the basal membrane of seminiferous tubules.
GPER was found in Leydig cells as well as spermatic cells. The amount of ERs in the
epididymis differs. ERa was detected in basal cells of tubule, secreotry cells and also in the
tissue of the epididymis tail. A positive answer of antibodies was visible in sperm within the
lumen in the epidydimal tube. Results of ERpB detection were negative in the head of the
epididymis, while in the body it was found in the secretory epithelium, as well as in the tail
was in the basal membrane. GPER was immunolocalized in the whole epididymis, sperm, and
also in the secretory epithelium. Similar detection of ERs in the epidydimal sperm proved
ERa in the midpiece of the flagellum. ERB was not detected, whereas GPER was found in the
sperm acrosome and tail.

From the results it is apparent that individual representation of estrogen receptors
effects the maturation and development of sperm that is obtained by correct functioning of

testes and epididymis within the boar.

Keywords: estrogen receptor, spermatogenesis, boar sperm, testes, epididymis,
imunohistochemistry
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1 Uvod

Estrogenni receptory (ERs) jsou znamy bezmala 30 let. Jsou nedilnou soucasti
spravného fungovani samc¢iho i samic¢iho organismu. Klasické estrogenni receptory jsou
proteiny patfici do rodiny jadernych receptorti. Nachazi se proto bud’ v cytosolu nebo v jadre.
Mezi tyto ERs patii estrogenni receptor o (ERa) a estrogenni receptor  (ERP). Estrogeny
(steroidni hormony) jsou latky, které plisobi na cilové organy pravé prostfednictvim ERs.
Vysledkem pusobeni estrogentl na cilové bunky s témito receptory je zména transkripce gent
v téchto buiikach. Dalsim popsanym receptorem je GPR 30, transmembranovy intracelularni
estrogenni receptor, znamy také jako G-protein coupled estrogen receptor (GPER). Funkce
ERs je i nadale zkoumana. Avsak jiz dnes je znamo, ze diky jejich pfitomnosti je zajisténa
spravna funkce pohlavnich organti a také vyvoj spermii. Tato prace se bude zabyvat detekci

ERoa, ERP a GPER ve tkanich varlat, nadvarlat a v epididymalnich spermiich prasete.

2 Cil prace

Cilem préce je pomoci specifickych protilatek detekovat formy estrogennich receptort ve
spermatickych bunikdch bcéhem spermatogeneze, ve spermiich b&hem post-testikularni
maturace v epididymu a ve tkanich varlat a nadvarlat.

Cile této prace vychazi z hypotézy, ze rizné formy estrogennich receptord budou

detekovany v odlisnych fazich vyvoje spermatické buiiky.



3 Literarni reSerse

3.1 Pohlavni soustava samcu

Samci pohlavni trakt 1ze rozdélit na primarni a sekundarni organy. K priméarnim
organiim jsou obvykle fazena varlata. V této pohlavni parové zlaze dochazi k tvorbé spermii.
Mezi sekundérni organy patii parova nadvarlata a chdmovody, pfidatné pohlavni zlazy a penis

(Weiss a kol, 2010; Jones a Lopez, 2013).

3.1.1 Varlata (testes)

Varlata jsou parovy organ ulozeny Vv Sourku. Maji elipsoidni tvar a ze stran jsou mirné
zplostéla. Na horni ¢ast varlete ptiléha nadvarle, které se nachazi na celé zadni stran¢ varlete.
Prvni obal, ktery chrani z vnéjsi strany tento organ je tunica vaginalis. Samotna varlata
prekryva tenka vrstva tunica albuginea. Je to dvojvrstevna membrana ptirostla k prvni vnéjsi
vrstv€. Uvniti varlat se nachazi nékolik vazivovych piepazek (septula testis), které rozdéluji
varle na 200-300 lalicka (lobuli testis). V jednotlivych lalticcich se nachazeji stocené
semenotvorné kanalky (tubuli seminiferi contorti) sbihajici se na hrotu lali¢ku do jednoho
kanalku (tubulus seminifer rectus). Vnitini ¢ast semenotvornych kanalkl vystyla
spermatogenni epitel se dvéma typy bunc¢k. Mezi tyto bunky patii buniky zarodecné, ze
kterych se tvofi spermie dozravajici v n€kolika postupnych vyvojovych stadiich. DalSimi
buiikami jsou Sertoliho bunky. Tyto buiiky jsou navzajem spojeny mezibunéénym tésnym
kontaktem a zaujimaji az 30 % objemu semenotvornych kanalkti. Tento spoj tvofi bariéru
mezi vyvijejicimi se builkami a intersticidlnim prostorem varlete. Diky této bariéfe
nepronikaji proteiny z vyvijejicich se bunék do krve a neindukuji tvorbu protilatek proti
pohlavnim bunkdm. Vmezetend tkan varlete obsahuje nervy, cévy a ftidké wvazivo.
V intersticiu se od obdobi puberty nachazeji dalsi bunky, intersticidlni Leydigovy bunky,
které pod kontrolou hypofyzy produkuji testosteron (Vacek, 2006; Weiss, 2010; Carlson,
2013; Jonas a Lopez, 2013).

3.1.1.1 Vyvoj spermii
Vyvoj spermii neboli spermatogeneze, zacina v obdobi puberty a pokracuje po cely
zivot jedince. D¢Eli se na dv€ hlavni ¢asti, a to na samotny vyvoj spermii — spermatogenezi

a konecnou pfeménu spermatid ve spermie — spermiogenezi. Cely tento proces trva asi 75 dnii



s mezidruhovymi rozdily. Pro spravny vyvoj spermii je nutnd snizend teplota asi o 2 °C, coz

je zajisténo diky lokalizaci a funkci Sourku (Weiss, 2010; Carlson, 2013).

Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces, pii kterém se z bunck s diploidnim poctem chromozomu
vytvaii bunky haploidni. Cely proces probihd v semenotvornych kanalcich varlete. Zahrnuje
tfi hlavni stadia: doba mnozeni, redukéniho déleni a zrani (Weiss, 2010; Jones a Lopez,
2013).
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Obr. 3.1: Jednotliva bun&éna stadia

zarode¢nych bungk v semenotvorném kanalku
varlete (Guraya, 1987).

Prvnim stadiem bunék jsou spermatogonie (obr. 3.1). Spermatogonie jsou zarodec¢né
buiky. Tyto diploidni buiikky lezi na bazalni strané¢ semenotvornych kanalkt. Diky
mitotickému déleni dochazi k mnozeni, a tak se z kazdé jedné spermatogonie A vyvinou dvé
dcefiné spermatogonie B. Tyto buiiky jsou kulovité. Spermatogonie A obsahuji podlouhlé
nebo kulovité jadro s homologné rozlozenym chromatinem a jednim ¢i né€kolika jadérky
s dobfe viditelnou nukleolemou. Vzniklé spermatogonie B jsou poslednim stadiem bunck
vzniklych procesem mitosy. Ve spermatogoniich B probiha rist, dochdzi ke zménam v jadre a
dochdzi k pocatku meiotického déleni. Vysledkem jsou preleptotenni priméarni spermatocyty,
opét ovalné kulovité bunky. Tato linie bunék prochéazi podél Sertoliho bunék do interiorniho
segmentu semenotvornych kandlkli. K tomu dochézi jiz v obdobi leptotenniho stadia prvni

meiosy (Guraya, 1987; Rooij, 2001; Vacek, 2006; Carlson, 2013).



Posledni fazi spermatogeneze jsou dvé na sebe navazujici meiosy. Vstup do bloku
redukéniho dé€leni je ziejmé v disledku pritomného derivatu vitaminu A a genim obsazenych
v primarnich spermatocytech. Diky prvnimu redukénimu déleni vzniknou z primarnich
spermatocytli nové spermatocyty sekundarni (Weiss, 2010; Carlson, 2013).

Prvni meiotické dé¢leni probihda v nékolika krocich. Preleptotenni primarni
spermatocyty vstupuji do meiosy, kterd je charakteristickd dlouhou profazi. Ta zahrnuje
stadium leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakenezi. Timto konéi prvni profaze
anasleduje prvni metafaze, prvni anafaze a prvni telofaze. Na konci téchto krokt vznikaji
sekundéarni spermatocyty. V zygotennim staddiu prvniho redukéniho déleni zacind parovani
homolognich chromozomu, tak aby v diplotennim stadium byly chromozomy oddé¢lené.
Béhem profaze prvni meiosy prochdzi chromatin velkou kondenzaci, kdy se homologni
maternalni a paternalni chromozomy podélné rozdéli ve dvé chromatidy. Chromatidy se od
sebe vzdaluji stejn¢ jako jadro béhem dalSich stadii meiosy. Tim daji vzniknout sekundarnim

spermatocyttim (obr. 3.2) (Guraya, 1987).

Obr. 3.2: Sc spermatida, Di primarni spermatocyt v diplotene, P pachytene primarni spermatocyt,
Ser Sertoliho buika, L leptotene primarni spermatocyt, Z zygotene primarni spermatocyt,
Sptc-Im primarni spermatocyt v déleni, Sptc-1I sekundarni spermatocyt (Guraya, 1987).

Jadro primarnich spermatocytll je tmavé a malé, obsahuje chromatin viditelny kolem
membrany jadra. Velikost jadra a objem cytoplazmy je dalezity pro spravny prabeh meiotické
profaze. Sertoliho burnky jsou tak velké jako je objem pachytennich spermatocyti (Guraya,
1987). Béhem tohoto obdobi dochézi k tvorbé molekul, které se zde skladuji pro nasledny
druhy blok meiosy. Tato pifiprava zahrnuje produkci mRNA molekul a jejich skladovani

v neaktivni form¢ pro budouci tvorbu proteind. Syntéza mRNA zajistuje také produkci



protamind. Protaminy jsou jaderné proteiny bohaté na aminokyseliny arginin a cystein. Tyto
proteiny nahrazuji na lysin bohaté jaderné histony, a tak umoziuji nutné zahusténi jaderného
chromatinu potiebné béhem finalni tvorby spermii (Carlson, 2013).

Sekundarni spermatocyty jsou kulovité haploidni bunky s poloviénim poctem
chromozomi a DNA. Ve druhém bloku meiosy dochdzi k rozdéleni sekundarnich
spermatocytil za vzniku spermatid. Toto déleni je oproti prvnimu velmi rychlé a zahrnuje na
rozdil od prvniho déleni jen druhou metafazi, druhou anafazi a druhou telofazi. Druha meiosa
zajistuje separaci dvou sesterskych chromatid a formaci spermatid. Reduk¢énim délenim
vznikaji dva druhy spermatid s pohlavnim chromozomem, kdy se vétsi oznacuje pismenem X
(sami¢i) a mensi Y (samci). Béhem celé spermatogencze tak z jedné spermatogonic B
vzniknou 4 spermatidy. Spravné rozdé€leni genit do haploidnich bunék a ¢asova koordinace
tohoto procesu je zajiSténa diky propojeni mezibunéénymi cytoplazmatickymi mustky
jednotlivych stadii spermatickych bunék (Guraya, 1987; Vacek, 2006; Carlson, 2013; Jonas a
Lopez, 2013).

Spermiogeneze

Spermiogeneze je konecnym proces spermatogeneze. Pomoci procesu spermiogeneze
vznikaji z kulatych spermatid spermie. Spermatidy maji jaddro mens$i nez sekundarni
spermatocyty a chromatin je vysoce kondenzovany. Spermatidy obsahuji Golgiho komplex,
mitochondrie, RNA (nebo ribosomy), fosfolipidovd granula, multivesikularni téliska,
chromatoid a endoplazmatické retikulum. Mnozstvi téchto komponent v porovnani se
sekundarnimi spermatocyty je mensi (Guraya, 1987; Eddy, 2006; Jonas a Lopez, 2013).

Ve spermatiddch probihd nékolik podstatnych procest, které lze rozdé€lit na
kondenzaci jadra, formaci akrozomu a tvorbu bi¢iku. Béhem toho se z kulovitych spermatid
stavaji ovalné, které se na konci metamorfozy méni na spermie. Tento proces probiha stale ve
varlatech. Z pocatku kulovité¢ spermatidy lezi akrozomadlni ¢asti smérem k lumenu
semenotvornych kanalkt. Jakmile se méni na ovalné spermatidy, otaci se o 180° tak, ze
akromozomalni ¢ast lezi v bazalni ¢asti a budouci cast s bi¢ikem v lumen kanalku (Guraya,
1987). Spermie jsou jako posledni stadium vyvoje zarodeénych bunck ulozeny v lumenu
semenotvornych kanalkt. Sertoliho bunky zajistuji jejich vyzivu a ochranu (Weiss, 2010).
Saveéi spermie maji dvé hlavni casti: hlavicku a bicik, které jsou spojeny krékem. Pti
dozravani spermii dochazi k redukci cytoplazmy, kdy cytoplazma opousti spermii od hlavicky

po bic¢ik. Tato rezidualni hmota je fagocytovana Sertoliho buitkami (Eddy, 2006; Carlson,



2013). Kone¢ny proces dozravani spermii probiha v nadvarleti (De Grava Kempinas
a Klinefelter, 2014).

3.1.1.2 Stavba spermie

Hlavi¢ka spermie

Hlavni soucasti hlavi¢ky spermie je jadro a akrozom (obr. 3.3) (Eddy, 2006). Kone¢né
podob¢ hlavicky ptredchazi fada zmén, mezi néz patii zmenseni velikosti jadra a kondenzace
chromozomti. Soucasti kondenzace chromozomalniho materidlu je vymeéna histoni za
protaminy. Zména velikosti hlavicky je umoznéna odchodem cytoplazmy (Carlson, 2013).
Nejvétsim kompartmentem je akrozomalni vacek vznikly z Golgiho aparatu, ktery naseda na
j&dro a zaujima ptedni ¢ast hlavicky (Vacek, 2006). Je umistén pod plazmatickou membranou
(Eddy, 2006). Akrozom je bohaty na enzymy, které jsou nutné pii oplozeni pro prinik
spermie pies zona pellucida vajicka (Carlson, 2013). Komponenty cytoskeletu vypliuji mista
mezi akrozomem a jadrem a mezi akrozomem a plazmatickou membranou. Funkci
cytoskeletu hlavicky je udrzeni jejiho tvaru. Jeho pomoci je také umoznén priichod do vajicka
ve fazi penetrace a vlastniho oplozeni. Cytoskelet této Césti spermie ma unikatni sloZeni

proteint, které jsou specifické prave pro spermatické buiky (Eddy, 2006).
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Obr. 3.3: Struktura hlavi¢ky spermie (Eddy, 2006).



Chromatin jadra spermie je vysoce kondenzovany. Jeho objem a prihlednost je
nékolika nadsobné mensi nez je tomu u normdalnich somatickych bunék. Naopak je zvySena
jeho stabilita. Jadro obsahuje vzhledem k haploiidité jen jeden chromozom, a to bud’ X nebo
Y (Guraya, 1987). Hlavnimi proteiny jadra jsou protaminy, malé (27-65 AMK) molekuly
obsahujici hojné mnozstvi argininu a cysteinu. Protaminy jsou pravdépodobné s chromatinem
spojeny kovalentni vazbou, ¢imz usnadiuji spravnou kondenzaci DNA a stabilizuji ji (Eddy,
2006).

Akrozom vzniké z Golgiho komplexu béhem procesu dozravani spermie ze spermatid.
Jeho tvar je stejné jako tvar hlavi¢ky variabilni dle druhu. Obsahuje enzymy nezbytné pro
penetraci spermie skrz zona pellucida oocytu. Nachazi se na ptedni ¢asti hlavicky jako tzv.
akrozomalni Cepicka. Akrozom podobné jako jadro je obklopen membranou. Tato membrana
se rozliSuje na vngj$i a vnitini membranu. Na akrozomu se rozliSuji dvé hlavni c¢asti, a to
akrozomalni Cepicka (anteriorni akrozom) a ekvatorialni segment (posteriorni akrozom).
Béhem akrozomalni reakce vnéjsi akrozomalni membrana fizuje s plazmatickou membranou
a je uvolnén obsah akrozomu. Soucasti akrozomu jsou enzymy podobné enzymim
v lysozomech a specifické enzymy spermie. Nejlépe popsanym enzymem je
proakrosin/akrosin, typicky proteolyticky enzym spermatickych bunck a hyaluronidasa, ktera

patii mezi glykosidasy (Eddy, 2006).

Bicik spermie
Bicik spermie savcl lze rozdélit na Ctyii segmenty (obr. 3.4A): kréek, stfedni Cast,
hlavni ¢ast a ¢ast koncovou. Hlavnimi komponentami bi¢iku jsou: axonema, mitochondrialni

pochva (stiedni ¢ast bic¢iku), vn&jsi husta vlakna a fibrozni pochva (obr. 3.4B) (Eddy, 2006).
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Obr. 3.4: Bi¢ik spermie (A); spojovaci ¢ast bi¢iku spermie (B) (Eddy, 2006).

Mitochondria

Axonema tvoii hlavni komponentu bi¢iku. Sklada se ze dvou centralnich mikrotubul
a 9 mikrotubulovych dubleti. Dublety jsou slozeny z mikrotubuld A, na které nasedaji
mikrotubuly B. Vzdy dvé dyneinova ramena z mikrotubulu A tdhnou B mikrotubul
k sousednimi dubletu. Dyneinové raménka se tedy pohybuji po mikrotubulech a diky spotiebé
ATP umoznuji pohyb bic¢iku. (Eddy, 2006).

Mitochondrialni pochva se nachazi ve stfedni ¢asti biciku spermie. Dle druhu je pocet
mitochondrii variabilni. Mitochondrie jsou drzeny komplexem filament — submitochondrialni
reticulum. Jeho funkci je shromazd’'ovani a sestavovani mitochondrii ve stfedni ¢asti biciku.
Mitochondrialni proteinova kapsule tvofi nerozpustnou pochvu kolem mitochondrii a jeji
dulezitou slozkou je selen (Eddy, 2006).

Vnéjsi husta vlakna vytvaii kolem axonemy komplex 9+9+2 hustych vlaken, ktera ji
obklopuje od stfedni €asti az po hlavni ¢ast bi¢iku. VIdkna jsou bohaté na aminokyseliny,
jejichz slozeni se druhové lisi hlavné obsahem lysinu nebo cysteinu. V soucasné dob¢ neni
presné znamo, zda jsou husta vlakna v asociaci s ATP. Jejich funkci je zajistit elasticitu biciku
spermie a moznou ochranu béhem transportu do nadvarlete (Eddy, 2006).

Fibrozni pochva obklopuje bi¢ik v celé délce. Nachazi se v tésné blizkosti plazmatické
membrany, ale nezasahuje do ni. Funkce fibrézni pochvy je zachovat rovinu biciku

a zajistovat spravnou funkci ostatnich ¢asti biciku béhem pohybu spermie (Eddy, 2006).



3.1.2 Nadvarle (epididymis)

Nadvarle je organ, ktery uzce pfiseda na varle. Je parovy a od pocatecniho segmentu
se déli na tii casti: hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda) (De Grava Kempinas
a Klinefelter, 2014).

Na povrchu chrani nadvarle vazivovy obal. Uvnitf je kanalek, ktery do hlavy vstupuje
jako vyvodny kanalek varlete (ductuli efferentes testis). Kanalek vytvaii lalucky (lobuli
epididymis) se stocenymi kanalky, které se napojuji do kandlku nadvarlete (ductus
epididymis). D. epididymis prostupuje nadvarletem jako jediny kanalek (Weiss, 2010).

Epitel nadvarlete tvofi nékolik typli specializovanych bun¢k: sekrecni buiiky 65-80 %,
bazalni bunky 15-20 %, apikalni buniky a fagocytujici buniky (Joseph a kol., 2011). Po¢atecni
segment tvoii bunky resorbujici vodu, ionty, malé¢ molekuly a HCO3™ (Joseph a kol., 2011).
Bunky v casti hlavy nadvarlete jsou zodpovédné za sekreci proteini a lipidi, které jsou
soucast semenné plazmy. Prebytky cytoplazmy, které se exocytdzou dostavaji ze spermii, jsou
fagocytovany. V ocasu nadvarlete, kam se spermie dostavaji, je sekretovan immobilin, ktery
zajistuje potiebnou anabidzu spermii. Tekutina, ve které jsou spermie v nadvarleti, je slozena
z iontl, proteint a lipidd. Jeji mnozstvi a sloZeni je regulovano sekre¢nimi a absorpénimi
buiikami podél celé délky epitelu (De Grava Kempinas a Klinefelter, 2014).

Funkci nadvarlete je tvorba vhodného prostredi pro konecné dozravani spermii, jejich
transport, ochranu a uchovani. Béhem prichodu nadvarletem nabyva spermie své fertilizacni

schopnosti a schopnost pohybu (Cooper, 1986).

3.2 Hormonalni Fizeni pohlavni soustavy samci

Hormonalni systém tidi ¢innost organismu spolu s nervovou soustavou (Vacek, 2006).
Nadfazenymi centry pro produkci hormont v endokrinnich Zlazach jsou hypotalamus
a hypofyza. Hormony jsou latky chemické povahy, které 1ze rozdélit podle sloZeni na proteiny
a peptidy, aminy odvozené od aminokyselin a hormony odvozené od mastnych kyselin (Jonas
a Lopez, 2013). Do posledni skupiny hormoni patii steroidy, kam spadaji mimo jiné pohlavni
hormony. Tyto hormony jsou odvezené od cholesterolu. Piikladem jsou sam¢i androgeny

a samici estrogeny a progestiny (Weiss, 2010).



3.2.1 Hypotalamo-hypofyzarni hormony

Producentem téchto hormonti je hypotalamus a hypofyza. Hypofyza se nachazi
v mozku. D¢li se na neurohypofyzu a adenohypofyzu. Adenohypofyza tvoii hormony, které
cestuji krevnim feciStém a fidi Cinnost 714z s vnitini sekreci. Mezi né patfi varlata u samcii

a vajecniky u samic (Vacek, 2006).

Hypotalamus, neurohypofyza, adenohypofyza

Hypotalamus je ¢ast v mozku, ktera ovlivituje télesnou teplotu, spanek, hlad, stres,
agresivitu a sexudalni chovani. Tento segment sahd svymi axony do ¢asti hypofyzy zvané
neurohypofyza. Touto cestou se do neurohypofyzy dostavaji neurosekrety (0Xytocin
avasopresin). Ty se potom dostavaji do krevniho fecisté. Oxytocin u samci pomaha pii
transportu spermii. Hypotalamus syntetizuje tzv. uvoliiujici (GnRH, gonadotropin realising
hormone) a inhibi¢ni hormony. Tyto hormony podporuji nebo inhibuji sekreci a tvorbu
hormont adenohypofyzy takzvanou pulzaéni sekreci (Jonas a Lopez, 2013).

Adenohypofyza je piedni cast hypofyzy sekretujici hormony pod kontrolou
hypotalamu. Obsahuje nékolik typt bunék, které se 1i8i svou barvitelnosti. NejvétSimi
bunikami jsou acidofilni, které syntetizuji ristovy hormon (GH) a prolaktin (PRL). Basofilni
buniky sekretuji thyreotropni hormon (TSH), adrenokortikotropni hormon (ACTH), lipotropin
(LPH), melanoforni stimula¢ni hormon (MSH) a endorfin s enkefalinem. Pohlavni hormony
zvané gonadotropni jsou také fazeny mezi basofilni a jsou to latky glykoproteinové povahy.
Patii sem folikulostimulaéni hormon (FSH) a luteiniza¢ni hormon (LH) (Jonas a Lopez,

2013).

3.2.2 Pusobeni gonadotropinii na sam¢i pohlavni trakt

Folikulostimulaéni hormon (FSH) pisobi u samci na aktivaci spermatogeneze
aktivaci Sertoliho bunék. Luteinizacni hormon (LH) pak stimuluje Leydigovy buiky
Kk produkci testosteronu. Hladinu FSH a LH reguluji zpétn¢ hladiny androgent. To znamena,
ze pokud se v krvi zvysi hladina androgent, snizi se i hladina FSH a LH. Timto zptiisobem
vznikaji negativni zpétné vazby mezi adenohypofyzou a varlaty. V opacném piipadé, kdy
hladina testosteronu klesne, zvysi se hladina LH, ktera stimuluje Leydigovy buiiky k produkci
androgenii (Jonas a Lopez, 2013). Hladina a sekrece LH je zajisténa GnRH z hypotalamu, kdy

pro spravnou funkci stac¢i jen jedna negativni vazba (Verhoeven a kol., 2010). FSH funguje na
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principu dvou negativnich vazeb. Pfi vysoké hladiné testosteronu klesa hladina FSH negativni
zpétnou vazbou. DalSim zplisobem ovlivnéni je koncentrace inhibinu, glykoproteinu
sekretovaného Sertoliho buiikami. Inhibin snizuje sekreci FSH, a to tak, Ze se snizi senzitivita
bunék v adenohypofyze k GnRH. Naopak sekrece FSH je stimulovana proteinem aktivinem,
podobnym inhibinu a taktéz produkovanym Sertoliho buiitkami (Jonas a Lopez, 2013).

3.2.3 Samci steroidni hormony

Obvykle se v krevni plazmé samcli nachdzi Sest steroidnich hormonti o rdzné
koncentraci. Nejvyse koncentrovanymi jsou pohlavni hormony. Prvnim je testosteron a dale
estradiol. DalSimi hormony jsou pak hormony nadledvin, kde nejvyssich koncentraci dosahuje

kortisol a dale sestupné kortikosteron, deoxykortikosteron a aldosteron (Siiteri a kol, 1982).

3.2.3.1 Hlavni sam¢i steroidni hormony

Testosteron, hlavni sam¢i steroidni hormon, produkuji varlata a v malé mife také
nadledvinky. Syntéza testosteronu probihd v endoplazmatickém retikulu Leydigovych bun&k
Vv intersticiu semenotvornych kanalkd varlete (Verhoeven a kol., 2010). Zde se z cholesterolu
syntetizuje steroidni hormon. Tento proces steroidogeneze zajistuje fada enzymu a kofaktord.
Mezi hlavni enzymy patii cytochrom P450 z mitochondrii a endoplazmatického retikula
(Auchus a Miller a Auchus , 2011).

Testosteron zajistuje vyvoj sekundarnich pohlavnich znakli, ma anabolické ucinky
apusobi na sexualni libido samci (Kicman, 2008). Leydigovy builky jsou aktivni jiz
v ¢asném embryondlnim vyvoji, V pozdni ¢asti vyvoje dochdzi pak k jejich Gtlumu. Znovu
aktivni jsou od pocatku puberty. Hladina testosteronu je asi 100krat vySsi ve varleti nez je
mnozstvi cirkulujici v téle (Jonas a Lopez, 2013). V mnoha tkénich testosteron konvertuje na
5-a-dihydrostesoteronu (DHT) (Verhoeven a kol., 2010). DHT pomaha v rustu a pteziti bunék
prostaty a je vysoce afinitni k androgenovym receptort (Tan a kol., 2015).

Vysoka hladina testosteronu je pro spermatogenezi nezbytna. OvSem zpocatku nemaji
samC¢i kmenové bunky dostatek receptori pro samotny testosteron, proto jsou v jejich
blizkosti Sertoliho bunky, které maji receptory pro FSH. Vysoka hladina FSH nakonec
zpusobi zvySeni syntézy testosteronu. Timto zpusobem zajiStuji pribéh spermatogeneze
| spermiogeneze, podporuji preziti spermatogonii i spermatocyti a potlacuji apoptdzu
kmenovych bunék. Mimo jiné FSH je zodpovédny za pfisun ABP (androgen vazajici protein),

ktery je produktem Sertoliho bunék a je sekretovan do lumen semenotvornych kanalku, kde se
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vaze na testosteron a DHT. Plsobenim ABP se androgeny kumuluji kolem Sertoliho bunék,
a mohou tak Iépe ovliviiovat spermatogenezi. Androgeny mimo jiné udrzuji barieru mezi krvi

a varlaty (Jonas a Lopez, 2013).

3.2.3.2 Estrogeny v sam¢im reprodukénim traktu a jejich syntéza

Estradiol (estrogen) je primarné fazen k sami¢im pohlavnim hormonim. Nicmén¢ je
znamo, Ze se tento hormon nachazi také v sam¢im organismu. Samotna varlata produkuji az
15 % estradiolu (Simpson, 2000). Produkcé probiha v Sertoliho buikach, Leydigovych
buiikach a i v ostatnich zarode¢nych bunkach v rliznych stadiich vyvoje (Simpson, 2000).
V dospélosti kance dokazi estrogen produkovat v nejvyssi mife Leydigovy bunky, protoze
obsahuji vysoké koncentrace aromatdzy zodpovédné za konverzi testosteronu na estrogen
(Hess a Carnes, 2004).

Syntéza estrogenu probihd i extragonadalné v tukové tkéani, nékterych castech mozku,
endotelu cév a hladké svalovin€. Jednou z funkci extragonadéalniho estrogenu u obou pohlavi
je mineralizace kosti, ¢imz zodpovida za prevenci vzniku osteopordézy u samic i samcil.
Zajimavosti je také fakt, ze u ¢loveéka je produkce estrogenu v mozkové tkani velmi dilezitou
prevenci vzniku Alzheimerovi choroby a je dale pfi¢inou kognitivnich funkci chovani
(Simpson a kol., 2000).

Princip syntézy estrogenl je aromatizace testosteronu, z n¢hoZ ptes androstenedion
vznika estradiol a estron (Holst a kol., 2004). Estrogen vznik4 konverzi testosteronu na 17f3-
estradiol v cilovych burnikach a zavisla na pfitomnosti enzymu cytochrom P450 aromataza
(Jonas a Lopez, 2013).

Cytochrom P450 aromataza byla lokalizovana v Leydigovych buiikich mnohych
savcll. U potkanli bylo zjiSténo, Ze pfed obdobim dospélosti probiha produkce estrogenil
hlavné v Sertoliho bunkach, kdezto v dospélosti tuto ulohu piebiraji pfedev§im bunky
Leydigovy (Carreau a kol., 2003). Nicmén¢ dalSim zjiSténim je fakt, Ze estrogeny jsou ve
velkém meéftitku produkovany i zédrodeCnymi buiikami semenotvornych kanalk. Coz bylo
potvrzeno u dospélych mysi, u nichZz byla aromataza detekovdna pravé v zéarodec¢nych
bunkach (Nitta a kol., 1993). Poté bylo toto popsano také u potkanti (Levallet a kol., 1998;
Carreau a Hess, 2010) V haploidnich buiikdch byla nalezena vySs$i exprese aromatdzy nez
u zarodecnych bunék. (Carreau a kol., 2009). Aktivita aromatdzy je z 60 % zajisténa

zarode¢nymi bunkami ve varlatech v dospélosti (Carreau a kol., 2003). U lidi jsou hlavnim
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zdrojem estrogent Leydigovy bunky (Carreau a kol., 2010). Cytochrom P450 aromataza byla
také prokazana v bi¢iku kancich spermii (Rago a kol., 2007).

Funkce estrogenu v sam¢im reprodukénim traktu

Estradiol je u samcl nutny pro normalni priibéh spermatogeneze, vyvoj spermii
a motilitu spermii (Cui a kol., 2013). Je schopen kontrolovat kapacitaci a akrozomalni reakci
spermii U riznych druhii savci (Luconi, 2006). V neposledni fadé piitomnost estrogent
moduluje epidydimalni funkce v dospélosti kanct (Carpino a kol., 2004). Priméarni funkce
estrogend u samct je regulace mnozstvi tekutiny ve vyvodnych kandlcich varlete pies ERa.
Naruseni ERa ma za nasledek redukci transport Na*, Cl” a H2O a resorpci tekutiny, coz vede
ke snizeni fertility. Navic je pfitomnost estrogenu duilezitd pro diferenciaci epitelidlnich
bun¢k, coZ zahrnuje vyvoj mikroklkli a lysozoma téchto bun€k (Hess a Carnes, 2004).
Koncentrace estradiolu je mnohokrat vyssi v tekutinach v Casti rete testis, vyvodnych
kanélcich varlete a epididymu nez v krvi. V neposledni fad¢ ovliviiuje estrogen rist kosti
a maskulinaci sam¢iho mozku, coz zajiStuje projev samciho chovani (Jonas a Lopez, 2013).
Nejvyssich koncentraci dosahuje estrogen u kancli v semenné plazmé 430 pg/ml (estradiol)
a 860 pg/ml (estron), dale v zilné krvi varlat 1,09 nmol/l (estrogen) a v lymf¢ varlat 1,86
nmol/l. Nejméné potom V tekuting rete testis 0,38 nmol/l (Hess a Carnes, 2004).

Vedle endogennich estrogennich latek mohou plisobit na reprodukéni trakt skrze ERs
také estrogenni latky z vnéjSiho prostfedi, tzv. endogenni distruptory. Tyto Xenoestrogeny
mohou pisobit pies ERs agonisticky nebo antagonisticky, maji bud’ estrogenni nebo
antiestrogenni ucinky, a zasahovat do procesu reprodukce a gametegeneze (Shemes a Shore,
2012).

3.3 Mechanismus u¢inku hormonu

Buiiky maji ve své membrané ¢i cytoplazmé/jadie specifické receptory pro navazani
hormonu. Receptory jsou proteiny, které jsou schopné rozpoznat specifické ligandy molekul
pfitomnych v okolnim prostfedi. Navazani hormonu na receptor vyvola bunéénou odezvu

(Jonas a Lopez, 2013).
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3.3.1 Pisobeni hormoni proteinové povahy

Receptory, které vazou proteinové hormony (GnRH, FSH, LH, PRL), se nachazi
v membran¢ bunék. Skladaji ze tfi domén: extracelularni, transmembranové a intercelularni.

Po navazani signalni molekuly — prvniho posla (hormonu) na receptor, dojde
Kk pfenosu signalu do nitra bunky — transdukci. Vytvati se druhy posel. Piikladem druhych
poslii jsou cAMP, cGMP a Ca?* (Trojan, 2003). Poté dochéazi k bunééné odezvé ve smyslu
regulace aktivity bunky, ktera je charakteristickd zménou aktivity efektorovych proteint
(enzymy, transkrip¢ni faktory, slozky cytoskeletu, iontové kanaly) (Alberts a kol., 1998;
Jonas a Lopez, 2013).

3.3.2 Pisobeni hormonii steroidni povahy

Mezi steroidni hormony patii estrogen, testosteron a progesteron. Jsou to latky
nerozpustné ve vodé¢ a mohou tak bez obtizi prechazet do bunc¢k skrz
fosfolipidovou membranu. Receptory pro tyto hormony jsou pfitomné bud’ v cytoplazmé,
nebo v jadie bun¢k (Murphy a Zheng, 2016)

Téchto receptort je celd fada a lisi se dle hormonu, ktery je schopen se na dany
receptor navazat, napi. estrogenni receptory (ERs), glukokortikoidni receptory (GR),
mineralokotrikoidni receptory, progesteronové receptory (PR), androgenové receptory (AR)
a mnoh¢ dalsi. (Murphy a Zheng, 2016)

Po navazani hormonu k receptoru zméni receptor svou konformaci. Tyto receptory se
obecné skladaji ze ¢tyf domén: variabilni N-terminalni doména, DNA vézajici doména, region
s lokaliza¢nim signalem, hormonalni/ligand vazajici doména (Murphy a Zheng, 2016). Zména
konformace odhali DNA vazajici doménu daného receptoru, ktera se navaze na DNA
ptitomnou v jadie. Vysledkem puasobeni hormonu je regulace transkripce urcitého genu.
Zmeéna transkripce vede k syntéze specifickych proteini (Jonas a Lopez, 2013). Vysledkem
téchto procest je zajisténi potfebnych funkei, mezi které patii udrZzeni homeostaze, proliferace

a bunécéna smrt (Murphy a Zheng, 2016)
3.3.3 Estrogenni receptory u samci

Hess a Carnes (2004) uvadéji pivodni hypotézu vyskytu estrogennich receptorti

(ERs), které byly mylné fazeny k reziduim embryonalniho vyvoje. Nicméné ERs jsou znamy
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jiz ptes 30 let. Prostfednictvim téchto receptorit mohou pisobit hormony — estrogeny (Luconi
et. al., 2002).

Je znamo, ze ERs funguji jako transkripéni faktory v jadrech bunék — genomicky
mechanismus, nebo indukuji tvorbu druhého posla v buiikach — negenomicky mechanismus.
V piipad¢ plisobeni estrogenti pres negenomicky mechanismus dochazi k bunéénych efektiim
diky zménam, které probihaji na membrané nebo v cytoplazmé konkrétni buiky (Acconcia a
Kumar, 2006; Pedram a kol., 2007).

Jako ERs jsou znamy tii estrogenni receptory. Typické ERs jsou dva jaderné
estrogenni receptory, subtypy ERa a ERB. Nékdy jsou v literatufe tyto subtypy oznaceny jako
ER1 (ERa) a ER2 (ERP) (Luconi et al., 2002; Acconcia et al., 2003; Aquila a kol., 2014).
Ttetim definovanym estrogennim receptorem je GPER (GPR30). Jednd se o membranové
asociovany receptor spiazeny s G-proteinem (Olde a Leeb-Lundberg, 2009).

ERs byly detekovany Vv reproduk¢ni tkani samct u fady sav¢ich druhti: potkan (Fisher
a kol., 1997; Van Pelt a kol., 1999; Pelletier a kol., 2000; Zaya a kol, 2012), kocka a pes (Nie
a kol., 2002), mys (Jefferson a kol., 2000; Zhou a kol., 2002), kozel (Goyal a kol., 1997),
¢lovek (Ergiin a kol., 1997; Makinen a kol., 2001; Saunders a kol., 2001), opice (Saunders a
kol., 2001), kan (Parlaviet a kol., 2006; Pearl a kol, 2011) a prase (Carpino a kol., 2004;
Lekhkota a kol., 2006; Rago a kol., 2004; Gunawan a kol, 2011; 2012). Detekce lokalizace
jednotlivych ERs je ve tkanich, jako je testes, epididymis, nebo ve spermiich je u vSech téchto
sav¢ich druht rozdilna.

Oba jaderné receptory ERa 1 ERP jsou slozeny z 6 domén se spolecnou strukturou:
N-terminalni oblast s A/B doménou, DNA-vazajici doména (DBD), jinak oznaCovana jako
C-doména, D-doména tvoii spojnic mezi DBD a LBD, E-doména ligand vézajici doména
(LBD) a posledni C-terminalni F-doména (Luconi a kol., 2002; Acconcia a kol., 2003; Hess
akol.,, 2011). Krom¢ pfitomnosti ERs v jadfe se tyto receptory mohou nachazet takeé
v plazmatické membrané bunék, kde mohou byt uchyceny pomoci palmitoylace. V tomto
piipadé ERs postradaji DNA-véazajici doménu (Schwartz a kol., 2016). Lokalizace téchto ERs
je v kaveolach, coz je doména plazmatické membrany obsahujici protein caveolin-1
(Acconcia a kol., 2003). Po navazani estradiolu k ERa v plazmatické membrané uvnit

kaveolarniho tiseku dochazi k aktivaci G-proteint (Schwartz a kol., 2016).
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3.3.3.1 Jaderné ERs v sam¢im reprodukénim traktu u rdznych druhti savci
Prase

U prasete byly v testes popsany oba typy klasickych estrogennich receptori o i P
(Carpino kol., 2004). ERa u prasete je slozen z 595 aminokyselin (AMK) a obsahuje tii hlavni
domény — DNA vazebnou ¢ast a 2 ¢asti vazajicich zinek). DNA vazebné misto lezi mezi 185-
250 AMK (Uniprot.org., 31.10. 2016). ERp obsahuje 526 AMK a stejn¢ jako ERa 3 hlavni
domény, kdy DNA vazebné misto lezi mezi 146. a 211. AMK (Uniprot.org., 31.10. 2016).

Specifitou lokalizace ERa u kance je jeho vek. Pied dospélosti se dle Rago a kol.
(2004) nenachazi ERa jak v zarode¢nych buiikach, tak ani v somatickych buiikach varlete.
V dospélosti je potom lokalizace ERa jina. V silném zastoupeni byl tento receptor detekovan
ve spermatocytech, slabé ve spermatogoniich. V Sertoliho buiikach a spermatidach nebyl ERa
detekovan, naopak byla detekce potvrzena v buiikach Leydigovych (Rago a kol., 2004).
Gunawan a kol. (2011) udava rozdilné vysledky, a to expresi ERa piedevsim v cytoplazmé
Sertoliho buné¢k, Leydigovych bun¢k a zarode¢nych bunék. Gunawan a kol. (2012) pak uvadi
detekci receptoru ERP ve spermatogoniich, primarnich spermatocytech, spermatidach,
Leydigovych a Sertoliho buitkdch. OvSem podobné jako u detekce ERa byla detekovana
ptitomnosti ERB v zavislosti na véku jedince. U nedospélych kanecki byl ERB detekovan ve
spermatogoniich, peritubularnich myoidnich a Leydigovych bufikach. Naopak jeho lokalizace
nebyla zjisténa v Sertoliho bunkach nedospélych kanecki. U dospélych kancu byla detekce
ERP pozitivni ve spermatogoniich, spermatocytech a v peritubularnich myoidnich buiikéch.
Lokalizace ERP nebyla nalezena v Sertoliho buikach, spermatidach a v Leydigovych
buiikach (Rago a kol., 2004).

V ejakulovanych spermiich se jednotlivé ERs nachéazi rizné. U kance byl ERa
detekovan pomoci imunofluorescence v mitochondrialni ¢asti bi¢iku, kdezto ERpB v oblasti
akrozomalniho vacku (Rago a kol., 2007). Lokalizace ERB v akrozomu by mohla byt
pravdépodobné spojena svlivem estrogeni na kapacitaci a akrozomalni reakci spermii
(Aquila a kol, 2003; Rago a kol, 2007).

V nadvarleti byla pfitomnost ERa prokazana v hlavé, téle i ocase s lokalizaci hlavné
Vv epitelidlnich buitkach (Gunawan a kol., 2011, Pearl a kol., 2007). Pearl a kol. (2007) dale
udava pfitomnost ERa v nadvarleti zavislou na véku prasete. U dvoumési¢nich prasat byl
ERa detekovan ve vSech Castech epidydimu (E1-E3) v epitelialnich bunkach. Ve véku 3-8
meésicl prasat byla lokalizace ERa pfedevs§im v bazalnich bunikéch celého epididymu. Naopak
u osmimési¢nich prasat byl ERa nalezen v mensi mife v téle (E2) a také v ocase (E3)

nadvarlete. Hess a kol. (2011) uvadi nejvyssi miru ERa pfedevsim v ¢asti hlavy nadvarlete.
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ERP byl lokalizovan v celé tkani nadvarlete, tedy v hlave, téle 1 ocase, a to predevSim
Vv epitelidlnich bunikach (Gunawan a kol., 2012, Pearl a kol., 2007). Vyskyt ERP se lisi dle
veéku jedince, podobné jako ve tkédni varlete. U predpubertalnich kaneckii se ERPB objevuje
v nadvarleti v malé mife, o néco vice pak v bunkach epitelu a v hladkosvalovych buiikach
slabé. Opakem je vyskyt v pojivové tkani, kde byla detekce ERP nejvyssi. U dospé€lych kancti
jsou vysledky ptitomnosti ERp jiné. Velmi slabé byl ERB detekovan v epitelidlnich bunkach,
slabé ve hladkosvalovych bufikach a nejvice v pojivové tkani (Carpino a kol., 2004). Trochu
odli$né informace udava Pearl a kol. (2007), kdy jeho vysledky o vyskytu ERB v epididymu
nepotvrdily lokalizaci tohoto receptoru v zavislosti na véku prasete. ERP se u tfimési¢nich
I osmimé&si¢nich prasat vyskytuje v bazalnich buikach celého epididymu. Soucasné se

u dvoumeésicnich vyskytuje ERp také v epitelidlnich bunikéch.

Clovék

Aquila a kol. (2004) detekoval ERa i ve spermatocytech, které se nachazely na
pocatku meiotického déleni a taktéZ v prodlouzenych spermatidach. Lokalizace ERa byla
objevena také v jadrech Leydigovych bunék (Aquila a kol.,, 2004). Jini autofi uvadgji
lokalizaci ERa pouze ve spermatocytech a spermatidach (Pelletier a kol., 2000; Pentikdinen
a kol., 2000).

Piitomnost ERP byla prokdzana piedev§$im ve spermatogonnich, spermatocytech
a V kulovitych spermatidach (Pentikdinen a kol., 2000; Mékinen a kol., 2001; Lambard a kol.,
2004; Aquila a kol., 2004). V prodlouzenych spermatidach nebyla lokalizace ERp potvrzena.
ERp byl detekovan jesté v Leydigovych buiikach stejné jako ERa a navic byla lokace ERf
povrzena i Vv Sertoliho buiikdch (Mékinen a kol., 2001). ERP je zfejmé zodpovédny za
kontrolu proliferace a apoptdzy (Aquila a kol., 2005).

V ejakulovanych spermiich se nachazi oba receptory ERa i ERB (Rago a kol., 2006).
ERa byl detekovan piedevSim ve stfedni ¢asti spermie a ERPB v proximalni ¢asti biciku
(Aquila a De Amicis, 2014). Rago a kol. (2006) dale uvadéji ptitomnost ERa pouze ve stfedni
Casti spermie a ERB v celém bigiku. Udaje o lokalizaci ERs ve spermiich se lisi dle autora.
U clovéka je predpoklad, ze funkci ERP je modulace transkripéni aktivity ERo (Hall
a McdDonnell, 1999).

ERa byly detekovany i v nadvarleti, v hojné mife ve vyvodnych kanalcich (Hess
a Carnes, 2004). Dle Saunders a kol. (2001) se u lidi ERa vyskytuje v epitelidlnich
a bazalnich bunkach epididymu.
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Ostatni savéi druhy

U mysi byla také potvrzena pritomnost obou ERs. ERa byl prokazan
Vv peritubularnich myoidnich bunikach a Leydigovych buiikach (Siriani a kol., 2008; Carreau
a kol., 2010). V Sertoliho bunkach a zarode¢nych buiikach byl lokalizovan ERP (Siriani
akol., 2008). Vysledky lokalizace ERB se Vv pracech rtuznych autorskych kolektiva lisi.
Carreau a kol. (2010) wuvadi pritomnost ERa pouze v Leydigovych burkach
a Vv peritubuldrnich myoidnich bunikach, zatimco ERB byl u mysi detekovan v Leydigovych
bunkach, v Sertoliho buiikkach a v nékterych zarodecnych bunkéach (spermatocyty). U mysi
stejn€ jako u ostatnich druhtl je pfitomnost obou ERs pravdépodobné nezbytné pro zajisténi
sam¢i fertility (Eddy a kol., 1996). Toto bylo potvrzeno hlavné u ERa, kde transkripce zavisi
na veéku, typu zarode¢nych bunék a stadiu vyvoje semenotvorného epitelu, kdezto u ERp je
exprese v téchto oblastech v niz8i mife (Sirianni a kol., 2008). V nadvarleti mysi byl
detekovan ERa nejvice v hlavé (Hess a kol., 2003).

U potkana byly oba tyto ERs v nejvyssi mife objeveny v ovalnych spermatidach, coz
vede k domnénce, Ze estrogeny jsou nezbytné v haploidnich stadiich spermatogeneze (Bois
a kol., 2010). Jini autoti udavaji nejvyssi miru exprese ERa v celé tkani varlat, a to pfedevSim
v zarode¢nych bunkéach (spermatocyty a kulaté spermatidy) a v Lyedigovych buikach
(Pelletier a kol., 2000; Mikinen a kol., 2001; Carreau a kol., 2011b) ERpB byl detekovan
v jadrech Sertoliho bunek (Pelletier a kol., 2000). V nadvarleti byla prokazana ptitomnost
ERa v epitelialnich bunikach, a to jak v jadre, tak i v cytoplazmé (Zaya a kol. 2012). Ovsem
Hess a kol. (2011) uvadi ptfitomnost ERa v nadvarleti zavislou na véku potkana 1 sou€asnou
pritomnost ERa nejvyssi v hlavé a méné v téle a ocase nadvarlete. ERB byl prokézan ve vSech
¢astech nadvarlete v podobném zastoupeni (Hess a kol., 2011).

U hiebce byl ERa detekovan v zarode¢nych i v Leydigovych buiikach, v Serloliho
bunkach jen u pfedpubertalnich hiebeckii. ERP je dle vysledkl pfitomen bez zavislosti na
veku hiebce v Leydigovych 1 Sertoliho buiikach. Lokalizace tohoto receptoru byla navic
prokézéana v zarode¢nych bunkach, ale jen u predpubertalnich hiebeckl. V dalSich bunkéch ve
varleti ERB chybél (Pearl a kol., 2011; Arkoun a kol., 2014). V nadvarleti byla detekce ERa
podminéna podobné jako ve varletni tkani veékem jedince. Hlava a télo nadvarlete
u ptedpubertalnich samcti obsahoval ERa. V ocasu nadvarlete byla pfitomnost tohoto
receptoru negativni. U samctl postpubertalnich byl v ¢asti hlavy nadvarlete lokalizovan ERa,
vV mensi mife potom Vv téle a v ocase nadvarlete. Bez podminky veku byl ERB nalezen v celém
organu nadvarlete (Parlevliet a kol., 2006). V bi¢iku hiebcich ejakulovanych spermii byly
nalezeny ob¢ formy ERs, ERa 1 ERB (Arkoun a kol., 2014).

18



3.3.3.2 GPER u jednotlivych sav¢ich druhi véetné cloveka

Dalsim detekovanym estrogennim receptorem u samcu je GPR 30, transmembranovy
intracelularni estrogenni receptor, znamy také jako G-protein coupled estrogen receptor
GPER (Rago a kol., 2014). Tento receptor je v membrané zanoien sedmkrat a funguje
pravdépodobné jako mediator rychlych negenomickych odpovédi estrogenu v riznych typech
bunék (Olde a Leeblundberg, 2009). Mimo negenomické funkce GPER jsou prokazany v jisté
mife i funkce genomické, a to diky jeho schopnosti interagovat spoleéné s ERs (Jacenik
a kol., 2016).

Swarzt a kol. (2016) dale uvadeji, ze GPER neni pouze asociovany s plazmatickou
membranou, ale jeho pfitomnost miize byt spojena také s cytosolem bunky nebo
s endoplazmatickym retikulem. Dale bylo potvrzeno, ze signalni kaskada GPER zahrnuje
I uvolnéni intracelularnich véapenatych iontd (Prossnitz a kol., 2008). Coz tzce souvisi
S kapacitaci spermii a akrozomalni reakci a ukazuje na pfitomnost GPER ve spermiich
(Publicover a kol., 2007). GPER bylo detekovano ve spermiich ¢lovéka a prasete (Rago
akol.,, 2014). V reprodukénich tkanich dospélych prasat nebyla detekce GPER dosud
popsana. Velikost tohoto receptoru u prasat ¢ini 368 AMK (Uniprot.org., 31.10. 2016).

Ve tkanich varlat a nadvarlat byl GPER detekovan jen u postnatalnich kanecki
v nadvarleti. Imunolokalizace GPER byla popsana u 6,5 tydnu starych kaneckt na fezech téla
nadvarlete. GPER byl lokalizovan nejvice v epitelidlnich buiikach a méné v bunkach
hladkosvalovych (Katleba et al., 2015). U ejakulovanych spermii byla lokalizace prokazana
Vv ekvatoridlni ¢asti hlavicky, v mitochondrialni ¢asti bic¢iku a v akrozomu (Rago a kol., 2014).

U cloveéka byl GPER detekovan hlavné ve spermiich, a to ve stfedni ¢asti bi¢iku
spermie (Rago a kol., 2014). Rago a kol. (2011) pak uvadégji lokalizaci GPER v Leydigovych
bunikach a Sertoliho bunkach varlete.

U mysi bylo prokazano, ze absence GPR 30 (GPER) nezpiisobuje infertilitu. Z ¢ehoz
1ze usoudit, Ze ptitomnost GPR30 nezajistuje kontrolu nad reprodukénimi orgény v zavislosti
na estrogenu (Carreau a kol., 2011a).

U potkani byl GPER detekovan ve spermatocytech av kulatych spermatidach
(Chimento a kol., 2010; 2011). Dalsim mistem lokalizace jsou i Sertoliho bunky (Lucas a
kol., 2010). V nadvarleti byla exprese GPER nejvyssi v téle a ocase a niz§i v hlavé v apikalni

membrané a v cytoplazmé bunek epitelu (Martinez-Traverso a Pearl, 2015). U mysi byla
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pfitomnost GPER prokazdna v zarodecnych buiikdch V semennotvorném kanalku varlat

(Siirianni a kol., 2008).

3.3.4 Funkce estrogennich receptoru

Hess a Carnes (2004) popisuji funkci ERa, kterd zajistuje pomoci pfitomnych
estrogenti (estradiolu) resorpci tekutiny ve vyvodnych kanalcich varlete (transport sodnych
iontd a vody). K tomu dochazi pied pfesunem spermii do hlavy nadvarlete (Hess, 2000,
2003). V ptipad¢, Ze je ERa poskozen, dochazi k inhibici reabsorpce tekutiny ve vyvodnych
kanalcich, coz mize morfologicky poSkozovat spermie, a tim snizovat jejich oplozovaci
schopnost (Hess a Carnes, 2004). Podobné je tomu také u jinych druhli, my$ a makak
(Schleicher a kol., 1984). V této ¢asti nadvarlete dochazi nejen stejné jako v téle nadvarlete
k reabsorpci tekutin a proteint, ale i sekreci proteint, které jsou pak soucasti semenné plazmy
(Syntin a kol., 1999). Diky pfitomnym estrogenim je regulovana produkce téchto proteind,
Které remodeluji membranu spermii, iniciuji jejich motilitu a interakci mezi spermii
a vajickem (Pearl a kol., 2007).

Ackoliv u prasat neni objasnéna piesnd funkce ERP, je zndmo, ze pfitomnost LH
reguluje jeho funkci. LH a ERPB mezi sebou koreluji. LH kontroluje diferenciaci v nadvarleti,
funk¢nost a dozravani spermii pravé diky pfitomnosti ERP (Gunawan a kol., 2012).

U genové inaktivovanych mysi (tzv. knockout animal models) s ERaKO a ERBKO
bylo disledkem absence estrogennich receptorti prokazano, ze mySi ERBKO nemély nijak
poskozenou spermatogenezi. Z ¢ehoZz vyplyva, ze pritomnost ERf v tkani varlete nema piimy
vliv na spermatogenezi (Couse a kol., 1997). Opak tomu byl v piipadé ERaKO mysi, kdy
pfitomnost estrogent je pravdépodobné nezbytna pro pribéh dozravani spermii. Tyto mysi
mély ve svych semenotvornych kandlcich pfiliS mnoho tekutiny, kterd zpisobila destrukci
zarode¢nych bunék (Eddy a kol., 1996; Hess a kol., 1997). U mysi bylo dale zjisténo, Ze pred
pohlavni dospélosti zanikd mnoho zarodecnych bunck vlivem apoptozy, ktera je kontrolovana
n¢kolika geny zahrnujici i expresi ERB (Delbes a kol., 2004). U kiecka in vivo aplikace
estradiolu pfinasela zlepSeni motility spermii a soucasné zvySeni mnozstvi gonadotropinti (Jin
a kol., 2005). Navic fytoestrogeny a estrogeny funguji u potkant jako antioxidanty. Je tedy
potvrzeno, ze estrogeny maji zasadni vliv na spermatogenezi u hlodavci (Carreau a kol.,
2011a).

U lidi pfitomnost ERa zajiStuje kvalitu spermii a plodnost (Suzuki a kol., 2002;
Guarducci a kol., 2006; Lazaros a kol., 2010; Safarinejad a kol., 2010). Estradiol podporuje
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pfezivani zarodecnych bun¢k a motilitu spermii. Navic diky estrogenim mtize probihat
spravna mitogenni aktivita zarodecnych bun€k, dozravani spermatid a zvySovani poctu
zarodeCnych bunék. ERs jsou schopné komunikovat s kandly v bunééné membrané
(vapnikovy kanal, kalmodulin komplex, NO), coz ma ziejmé vliv na motilitu a kapacitaci

spermii (Carreau a kol., 2011a).
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4 Material a metodika

4.1 Zpracovani reproduk¢nich organi a epididymalnich spermii

Vzorky reproduk¢nich organti (varlata, nadvarlata) a epididymalnich spermii
pochézely od dospélych kancti miniprasat chovanych v Ustavu Zivodisné fyziologie
a genetiky AV CR, v.v.i. v Libéchové. Celé organy byly pievezeny na ledu a jejich dalsi
manipulace probihala v laboratoti KVD CZU. Epididymélni spermie byly odsaty pomoci
injekéni jehly a stifkaéky z ocasu nadvarlete. Casti nadvarlete (hlava a t&lo) byly nastiihany
na malé kousky do 20 ml roztoku PBS (Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, USA)
a inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 30 minut. Poté byly filtraci pies gazu
odstranény zbytky tkané a ziskana tak suspenze spermii. Pro dalsi zpracovani spermii byl
pouzit promyvaci roztok PBS. V tomto roztoku byly spermie centrifugovany 2x po dobu
10 minut pti 250 x g.

Po zpracovani Casti organll a spermii byly tyto preparaty vyuzity k imunochemickym
metodam detekce pomoci specifickych protilatek. Z tkdni byly pfipraveny parafinové fezy
a kryotezy. Tyto preparaty byly vyuzity k morfologickému barveni a detekci ERs pomoci
nepiimé imunofluorescencni mikroskopie. Spermie byly zpracovany vlhkou fixaci a dale

pouzity k detekci ERs nepfimou imunofluorescencni mikroskopii.

4.2 Seznam pouzitych protilatek

4.2.1 Primarni protilatky

ERam: Monoklonalni mysi protilatka proti ERa (C-311): sc-787, proti aminokyselinam 495-
595 bovinniho proteinu, Santa Cruz, USA

ERpm: Monoklonalni mysi protilatka proti ERB (1531): sc-53494, proti aminokyselindm 256-
505 lidského proteinu, Santa Cruz, USA

ERar: Polyklonalni krali¢i protilatka proti ERa (HC-20): sc-543, proti C- konci
aminokyselinové sekvence lidského proteinu, Santa Cruz, USA

ERBc: Polyklonalni kozi protilatka proti ERP (L-20): sc-6822, proti oblasti v blizkosti C-
konce aminokyselinové sekvence lidského proteinu, Santa Cruz, USA

GPERR: Polyklonalni krali¢i protilatka proti GPR30 (H-300): sc-134576, proti
aminokyselindm 76-375 lidského proteinu, Santa Cruz, USA.
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G-19r: Polyklonalni kralic¢i protilatka proti GPR30 (K-19-R): sc- 48524-R, proti vnitini ¢asti
aminokyselinové sekvence lidského proteinu.

W11: Polyklonalni krali¢i protilatka proti Wtl (Wilms tumor gene) (C-19): sc-192, proti
C-koncové aminokyselinové sekvenci lidského proteinu Wtl specificky exprimovanému

Vv Sertoliho bunkach (Wang a kol., 2013), Santa Cruz, USA

Ki-67: Monoklonalni krali¢i protilatka proti Ki-67 (SP6) (MA5-14520), pro vizualizaci
jaderného proteinu Ki -67 ve spermatogoniich (Steger a kol., 1998), Thermo Fisher, USA
VEGF: Monoklonalni mysi protilatka proti VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
(C-1): sc-7269 proti aminokyselinové sekvenci 1-140 lidského proteinu, pro vizualizaci
meiotickych bun¢k (Guo a kol., 2004), Santa Cruz, USA

4.2.2 Sekundarni protilatky

Anti-M (anti-mouse): Kozi protilatka proti mysim IgG (cela molekula) konjugovana s FITC,
Sigma-Aldrich, USA

Anti-R (anti-rabbit): Kozi protilatka proti krali¢im IgG (cela molekula) konjugovana s FITC,
Sigma-Aldrich, USA

Anti-G (anti-goat): Kozi protilatka proti kozim 1gG (H+L) konjugovana s FITC, Merck
Millipore, Némecko

Anti-Ma (anti-mouse): Osli protilatka proti mys$im IgG (H+L), Alexa Fluor 555, Invitrogen,
USA

Anti-Ra (anti-rabbit): Osli protilatka proti mysim IgG (H+L), Alexa Fluor 555, Invitrogen,

USA

4.3 Priprava parafinovych Fezi - histologické preparaty
4.3.1 Parafinové blo¢ky odvodnéni a prosyceni vzorku intermédiem

Tkang varlat a nadvarlat byly fixovany v 10 % formolu po dobu 24 hodin. Nasledné
byly tkané nakrajeny na kostky (1 cm?), které byly popsany jako T (testes), E1 (caput), E2
(corpus), E3 (cauda). Po fixaci ve formolu byly tkan¢ proplachnuty v kosickach v tekouci

vode.
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Pted zalitim vzorkd do parafinu byly tkdn¢ odvodnény a prosyceny intermédiem.
Odvodnéni slouzilo k odstranéni vody z tkani. Voda je timto zplisobem nahrazena samotnym
odvodiiovacim médiem. K tomuto ucelu byla vyuzita metoda vzestupné alkoholové
(etanolové) fady: 70 %, 80% a 2x 96 %. Tkané prochazejici alkoholovou fadou byly
ponechény v jednotlivych laznich vzdy po dobu 1 hodiny.

Po laznich alkoholu byly tkan¢ postupné vkladany do lazni s obsahem toluenu. Toluen
slouzi jako ndhrada za alkohol, nebot’ alkohol se nemisi se zalévacim médiem nerozpustnym
ve vod¢ (parafin). Lazné toluenu byly tfi, pficemz v posledni 14zni byl toluen misen v poméru
1:1 s xylenem. V prvnich dvou laznich setrvaly tkan¢ po dobu 40 minut, v posledni lazni
30 minut. Posledni dvé lazn¢ obsahovaly pouze xylen. Doba fixace v téchto laznich byla
30 minut. Tim byla ukoncena vzestupnd alkoholova fada. Voda ztkani byla nahrazena
intermédiem (toluen a xylen).

Finalnim krokem bylo zaliti tkani do parafinu. Kazdy kousek tkan¢ byl vlozen do
specialni komurky. Takto pripraveny preparat byl nasledné¢ =zalit tekutym parafinem
(52-58 °C). Zaliti parafinem probihalo dvakrat. Po prvnim zaliti s odstupem 4 hodin
nasledovalo druh¢ zaliti parafinem. Vytvrzeni druhého zaliti probihalo pii pokojové teploté po
dobu 8 hodin. Vysledkem byly parafinové blocky, které byly fadné popsany jako T (testes),
E1 (caput), E2 (corpus), E3 (cauda) a skladovany pfti pokojové teploté.

4.3.2 Krajeni

Blocky byly krijeny na rotaénim mikrotomu (prototyp BD-RM70, Cina). Pfed
samotnym krajenim byly jednotlivé bloc¢ky pfilepeny na dievénou podlozku. Na podlozku
bylo nakapano nékolik kapek tekutého parafinu. Nasledné¢ byl na pfipravenou podloZzku
priloZzen blocek tkané zality parafinem. Po vytvrzeni parafinu byl horkym skalpelem cely
blocek upraven. Takto ptipravené blocky byly po dobu 1-2 hodin temperovany v lednici, ¢imz
parafin zcela vychladl a 1épe se krajel.

Pfipravené a vytemperované blo¢ky byly nasledné¢ zamontovany do samotného
mikrotomu a krdjeny na fezy o tloust’ce fezu 5-7 um. Jednotlivé fezy byly nejprve natazeny
ve studené vod¢ a nasledné lepeny na skla, kterd byla potifena vrstvou glycerin-bilek.
Napindni a suSeni fezi na sklech probihalo na vyhfevnych deskach o teploté 55 °C. Po

ususeni takovychto preparati probihalo samotné barveni hematoxylin-eosin.
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4.3.3 Barveni hematoxylin-eosin

Prvnim krokem barveni bylo odparafinovani. Pfipravena skla s nalepenymi
parafinovymi fezy se vlozila do lazni s xylenem. Tyto lazn¢ byly dvé a v kazdé¢ lazni setrvaly
preparaty po dobu 5 minut. Poté nasledovaly 3 lazné s alkoholovou fadou: 2x 96 % a pak
70 %. V téchto laznich taktéz setrvaly preparaty vzdy 5 minut. Poslednim krokem
odparafinovani byla rehydratace destilovanou vodou. Rehydratace probihala ve dvou laznich
a doba kazdé 1azn€ preparata Cinila 5 minut.

Po odparafinovani probihalo samotné barveni preparati hematoxylinem (10 minut).
Poté se preparaty postupné oplachly vodou, kyselym alkoholem (96 ml 70 % etanol + 0,1 ml
HCI) a opét vodou. Po oplachu preparatt nésledovala lazeni ve vod€ po dobu 10 minut, az do
zmodrani jader. Preparaty byly néasledné oplachnuty destilovanou vodou a vloZenyy do 14zné
s eosinem na dobu 5 minut. Nakonec byly preparaty oplachnuty destilovanou vodou.

Po obarveni prochazely preparaty jest¢ alkoholovou fadou o koncentraci: 70 % a 2x
96 %. V téchto tech laznich byly preparaty jen oplachnuty.

V piedposlednim kroku se preparaty vkladaly do dvou lazni s karboxylenem (175 ml
xylen + 50 ml karboxylova kyselina) a dvou lazni s xylenem. Zde se podobné jako
Vv ptfedchozim kroku preparaty jen oplachly. Po laznich v xylenu doslo k projasnéni preparati.

Poslednim krokem bylo montovani preparati. Preparaty byly natfeny kanadskym
balzdmem a piekryty krycim sklem. Takto pfipravené preparaty byly dale skladovany pfi
pokojové teploté¢ v krabickach. Nésledné byl pod mikroskopem Nikon Eclipse E 600

zhodnocen stav téchto histologickych preparatt.

4.4 Priprava kryorezi

Tkéané varlat a nadvarlat byly nakrajeny na kostky (1 cm?®). Kostky tkani byly déle
vkladany do formicek a zality gelovym piipravkem TissueTek (OCT Compound for Cryostat
Sectioning, Australie). Takto pfipravené tkan¢ (bloc¢ky) byly zamraZeny v tekutém dusiku
a uskladnény az do zpracovani pii teploté -80 °C. Kazdy blocek byl popsan jako T (testes), E1
(caput epididymis), E2 (corpus epididymis), E3 (cauda epididymis).

Zpracovani zamrazenych tkani (blo¢kd) probihalo na pristroji Cryo-cut (Leica,
Biocev, Vestec) po ptredchozi temperaci piistroje (1 hodina, -20 °C). Do komory Cryo-cut se
postupné vkladaly jednotlivé blocky s tkdnémi, kde se 30 minut temperovaly spolu se skly.

Poté se pomoci TissueTek blocky lepily na podlozku. Na podlozce se kazdy piipraveny
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preparat upravil jednoduchym ofezem. Zhotovené preparaty se postupné vkladaly do ramecku
pted Ziletkou. Tloustka kryofezii dosahovala dle typu tkan¢ od 6 do 8 um. Kazdy tez byl
nalepen na vytemperované podlozni sklo. Hotova skla s fezy byla dale skladovana v mrazaku
pii teplot¢ -20 °C. Preparaty kryofezi byly pouzity V nepiimé imunofluorescen¢ni

mikroskopii k detekci ERs pomoci specifickych protilatek.

4.4.1 Barveni kryofezi hematoxylin-eosin

Pfipravené preparaty se postupné oplachly vodou, kyselym alkoholem (96 ml 70 %
etanol + 0,1 ml HCI) a opét vodou. Po oplachu preparatti nasledovala lazen ve vodé po dobu
10 minut, az do zmodrani jader. Preparaty byly nésledné¢ oplachnuty destilovanou vodou a
vloZzenyy do ldzné seosinem na dobu 5 minut. Nakonec byly preparaty oplachnuty
destilovanou vodou.

Po obarveni prochazely preparaty jest¢ alkoholovou fadou o koncentraci: 70 % a 2x
96 %. V téchto tech laznich byly preparaty jen oplachnuty.

V piedposlednim kroku se preparaty vkladaly do dvou lazni s karboxylenem (175 mi
xylen + 50 ml karboxylova kyselina) a dvou lazni s xylenem. Zde se podobné jako
Vv ptfedchozim kroku preparaty jen oplachly. Po laznich v xylenu doslo k projasnéni preparati.

Poslednim krokem bylo montovani preparati. Preparaty byly natfeny kanadskym
balzamem a piekryty krycim sklem. Takto pfipravené preparaty byly dale skladovany pfi
pokojové teploté¢ v krabickach. Nésledné byl pod mikroskopem Nikon Eclipse E 600

zhodnocen stav téchto histologickych preparatt.

4.5 Neprima imunofluorescence na kryorezech, detekce ERs

45.1 Lokalizace ERs v tkani varlete a nadvarlete

Nepiima imunofluorescenéni mikroskopie byla vyuZita k detekci ERs pomoci
specifickych protilatek na kryofezech varlat (testes T) a nadvarlat (epididymis; E1: caput, E2:
corpus, E3: cauda). Na kazdém sklu byly vétsinou 4 fezy preparati ohrani¢ené specialni fixou
(Sigma-Aldrich). Skla byla fadné popsana, a to i véetné schématu naneseni jednotlivych
protilatek.

Po temperaci kryofezi byla skla omyta v PBS (Phosphate-buffered saline, Sigma-
Aldrich, USA) v kyveté na tiepacce 5 minut. V kyveté probihala nasledna fixace kryotezu

pomoci vymrazeného acetonu -20 °C po dobu 10 minut. Po fixaci byla vSechna skla omyta
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v PBS v kyveté na tfepacce 3x 5 minut. Omyté skla byla dale blokovana SuperBlock médiem
(ThermoFisher) v kyveté 30 minut. Poté byl proveden oplach skel kadinkou s PBS.
Nasledovala inkubace primarnich protilatek fedénych v poméru 1:50 nebo 1:100 v PBS.
Pouzité protilatky: ERam, ERar, ERPm, ERB, ERBg, G-19r, GPERR. Na kazdy preparat bylo
napipetovano mnozstvi 50 pl. Kazda protilatka byla po 2 fezech na sklu ohrani¢ené fixem.
Jako kontroly (KOwm, KORr, KOg) byly pouzity fezy inkubované bez primarni protilatky pouze
s PBS, naneseny vzdy na jeden ohraniceny fez na sklu. Inkubace skel probihala pies noc ve
vlhké komurce v lednici (4 °C). Nasledujici den po inkubaci byla skla omyta 2x 5 minut
v kyveté¢ s PBS na tfepacce. Poté byly na skla naneseny sekundarni protilatky znacené
fluorescein isothiokyanatem (FITC) v mnozstvi 50 ul fedéné v PBS: anti-rabbit (R) 1:500,
anti-mouse (M) 1:300, anti-goat (G) 1:500. Inkubace probihala ve tmé v lednici (4 °C) po
dobu 1 hodiny. Po inkubaci byla skla omyta v PBS vkyvet¢ 3x 5 minut a 5 minut
destilovanou vodou na tfepacce ve tmé. Po osuseni skel probéhlo zamontovani pomoci
Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA). Tim je prodlouZzena doba imunofluorescence
preparati a soucasné oznacena jadernd DNA. Negativni kontroly byly inkubovany jen se
sekundérni protilatkou. Na skla byla pfilozena kryci sklicka a bylo provedeno vyhodnoceni
imunofluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E 600. Nafoceni preparatt bylo provedeno
pomoci kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS

Elements.

4.5.2 Detekce jednotlivych typu testikularnich bunék

Nepiima imunofluorescencni mikroskopie byla vyuzita k detekci jednotlivych typh
bunék (Sertoliho buiiky, spermatocyty a spermatogonie) pomoci specifickych protilatek na
kryotfezech varlat (testes, T). Na kazdém sklu byly vétSinou 3 fezy preparati ohranicené
specidlni fixou. Skla byla fadn¢ popséna, a to i1 v€etné schématu naneseni jednotlivych
protilatek.

Skla byla temperovana na laboratorni teplotu a fezy poté fixovany v kyveté ve
vymrazeném (-20 °C) acetonu:metanolu (1:1) po dobu 10 minut. Po fixaci byla skla omyta 3x
5 minut v kyveté v PBS na tfepacéce. Poté byla skla blokovana po dobu 30 minut pii pokojové
teploté, na kazdy fez bylo naneseno 100 ul bloka¢niho ¢inidla SuperBlock (ThermoFischer).
Nasledovalo omyti skel pomoci PBS. Na fezy byly naneseny primarni protilatky fedéné
v PBS v mnozstvi 50 pl. Pouzité primarni protilatky byly: Wtl krali¢i polyklonalni protilatka,
fedéni 1:50 (znaci Sertoliho buniky), VEGF mysi monoklondlni protilatka, fedéni 1:100 (znaci
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cytoplazmu spermatocytt), Ki-67 krali¢i monoklonalni protilatka, fedéni 1:25 (znaci
spermatogonie). Pro negativni kontroly bylo pouzito jen PBS. Inkubace téchto protilatek
probéhla ve vlhké komurce v lednici (4 °C) pies noc. Nasledujici den byla skla omyta v PBS
v kyveté 2x 5 minut na tfepacce. Poté byly na fezy naneseny sekundarni protilatky anti-Ra
(anti-rabbit) a anti-Ma (anti-mouse) znacené Alexa Fluor 555 v fedéni 1:300. Inkubace téchto
protilatek probihala ve vlhké komurce v lednici (4 °C) ve tmé po dobu 1 hodiny. Po inkubaci
byla skla omyta 3x 5 minut v PBS alx 5 minut v destilované vod¢ v kyveté na téepacce ve
tm¢. Po osuseni skel probéhlo zamontovani pomoci Vectashield s DAPI (Vector Laboratories,
USA). Na skla byla prilozena kryci sklicka. Vyhodnoceni bylo provedeno
imunofluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E 600. Fotografie preparati byly nafoceny
pomoci kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS

Elements.

45.3 Lokalizace ERs spolu s detekci jednotlivych typu testikularnich bunék

Pro detekci ERs a jednotlivych typl bunck testes byla vyuzita také nepiima
imunofluorescencéni mikroskopie. Na kazdém sklu byly zracovany vzdy 3 fezy a skla byla
popsana.

Skla byla vyjmuta z mrazaku a nasledné temperovana, fezy byly ohrani¢eny
specidlnim fixem. Poté byla vytemperovana skla fixovana ve vymrazeném (-20°C) roztoku
aceton:metanol (1:1) po dobu 10 minut. Po fixaci byla skla omyta 3x 5 minut v PBS v kyveté
na tfepacce. Poté byla skla blokovana 30 minut pomoci SuperBlock (ThermoFischer).
SuperBlock byl nakapan v mnozstvi 100 pl ptimo na fezy testes. Po inkubaci byl SuperBlock
ze skel setfepan a skla byla omyta PBS. Nasledovalo naneseni primarnich protilatek proti ERs
v mnozstvi 50 pl na fez. Redéni jednotlivych primarnich protilatek v PBS bylo nasledovné:
ERBwm (1: 50), ERar (1: 50), G-19r (1: 100). Skla s témito primarnimi protilatkami byla
inkubovana po dobu 4 hodin v termostatu pii 37 °C ve vlhké komurce. Na kontroly bylo
naneseno jen PBS v mnozstvi 50 pl. Po inkubaci byla skla oplachnuta pomoci PBS a osusena.
Po osuSeni skel byly naneseny primarni protilatky znacici jednotlivé buiiky. Pomé&r a fedéni
v PBS bylo nasledovné: Wtl (1:50), Ki67 (1:25), VEGF (1:100). Inkubace probihala pies noc
pii 4°C ve vlhké komirce. Na kontroly bylo naneseno jen PBS. Dalsi den byla skla promyta
3x 5 minut v PBS a osuSena. V nésledujicim kroku byly na skla aplikovany sekundarni
protilatky konjugované s FITC fedéné v PBS: anti-mouse (1:300), anti-rabbit (1:500).

Inkubace probihala po dobu 1 hodiny v lednici pii 4°C ve tm¢ ve vlhké komirce (vSechny
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fezy vcetn¢ kontrol). Po inkubaci byla skla oplachnuta PBS a osusena. Na osusena skla byly
naneseny sekundarni protilatky anti-Ma (1:500) a anti-Ra (1:800) konjugované s Alexa Fluor
555 fedéné v PBS. Inkubace téchto protilatek na sklech probéhla v lednici po dobu 1 hodiny
pii 4 °C ve tm¢ ve vlhké komurce (vSechny fezy vcetné kontrol). Po inkubaci byla skla
promyta 3x 5 minut PBS v kyveté na tfepacce ve tm¢ a poté oplachnuta destilovanou vodou
aosuSena. Po osuSeni skel probéhlo zamontovani pomoci Vectashield s DAPI (Vector
Laboratories, USA). Na skla byla pfiloZzena kryci sklicka. Vyhodnoceni bylo provedeno
imunofluorescen¢nim mikroskopem Nikon Eclipse E 600. Fotografie preparat byly nafoceny
pomoci kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS
Elements.

4.6 Neprima fluorescencni mikroskopie na epididymalnich spermiich
4.6.1 Zpracovani preparati spermii vlhkou fixaci

Suspenze spermii izolované z jednotlivych ¢asti epididymu byly zpracovany metodou
vlhké fixace vymrazenym acetonem:metanolem (1:1). Na podlozni sklo byla nakapéana
suspenze spermii v PBS (cca 10° bunék) v objemu 20 pl do krouzku nakresleného specidlnim
fixem. Do krouzku se suspenzi spermii byl dale nakapan roztok smési aceton:metanol (pomeér
1:1) v mnozstvi 50 pl. Nasledovala inkubace po dobu 5 minut. Poté byla skla oplachnuta
pomoci PBS. Nakonec se skla se vzorky nechala zaschnout. Skladovani skel probihalo

Vv lednici pii 4 °C.

4.6.2 Lokalizace estrogennich receptora v epididymalnich spermiich

Pro lokalizaci estrogennich receptori ve spermiich byla vyuZita nepfimé
imunofluorescenéni mikroskopie s pomoci monoklondlnich a polyklonalnich komercnich
protilatek proti estrogennim receptorim. Specifické sekundarni protilatky byly znacené
fluorescein isothiokyanatem (FITC).

Epididymalni spermie z €asti hlavy téla 1 ocasu nadvarlete (E1, E2, E3) fixované
vlhkou fixaci na sklech byly v kyvetach blokované médiem SuperBlock (Thermo Fisher) po
dobu 30 minut. Nasledné¢ byla skla oplachnuta PBS. Na skla byly naneseny primarni
protilatky v mnozstvi 100 pul (ERam, ERar, ERBm, ERBs, GPERR, G-19r - fedény 1:100 v
PBS). U negativnich kontrol byly primarni protilatky nahrazeny PBS. Inkubace probihala ptes
noc Vv lednici (4 °C) ve vlhké komurce. Po inkubaci byla skla promyta v PBS v kyveté, a to 2x
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po dobu 5 minut na tfepacce. Nasledné probihala aplikace sekundarni protilatky znacené
FITC (anti-R 1:500, anti-M 1:300, anti-G 1:500 v PBS) v objemu 100 pl. Negativni kontroly
byly znacené jen sekundarni protilatkou. Inkubace probihala po dobu 1 hodiny v lednici ve
tmé pii 4 °C. Poté byla skla omyta v PBS 3x 5 minut v kyveté¢ ve tm¢ na tfepacce a nasledné
propldchnuta destilovanou vodou. Po osuSeni skel byl na fez aplikovan roztok PNA
znac¢eného rhodaminem v PBS fedény 1:300. Schopnost vazby PNA na sacharidové struktury
pfitomné na vné¢js$i akrozomdalni membrané ndm poslouzila ke zjiSténi integrity akrozomu.
Doba inkubace feziti s PNA dosahovala 30 minut ve vlhké komurce pii pokojové teploté ve
tmé. Poté byla skla omyta vPBS 3x 5 minut v kyveté ve tmé na tfepacce a nasledné
proplachnuta destilovanou vodou v kyveté¢ 5 minut na tfepacce ve tme. Po usuSeni skel
probihalo zamontovani preparati pomoci Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA).
Tim byla prodlouZena doba imunofluorescence preparati a souasn¢ oznacena jaderna DNA.
Na skla byla prilozena kryci sklicka. Vyhodnoceni bylo provedeno imunofluorescen¢nim
mikroskopem Nikon Eclipse E 600. Nafoceni preparati bylo provedeno pomoci kamery
(Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.

30



5 Vysledky

5.1 Morfologie tkani

Za Ucelem rozpoznani spermatickych a somatickych bunck ve tkanich varlat (testes)
anadvarlat (epididymu) byly pfipraveny parafinové ftezy obarvené metodou barveni
hematoxylin-eosin (kap. 4.3.3.).

Na obrazku 5.1 je ptiklad parafinového fezu varlat (testes). Na obrazku jsou zietelné
patrné jednotlivé spermatické buiilky: spermatogonie, spermatocyty, spermatidy a spermie,
véetné bun€k Leydigovych v intersticiu. Spermie v fezu testes soustiedéné uprostfed lumen
svymi bi¢iky sméfuji do stfedu semenotvorného kandlku varlete. Smérem k bazalni
membrané kandlku jsou jasné patrna jednotlivd vyvojova stadia spermatickych bunék:
spermatidy (Spd.), spermatocyty (Spc.) a spermatogonie (Spg). Spermatidy jsou malé
a kulovité, nckteré spermatidy jsou jiz ovalné a prodlouzené. Spermatocyty jsou velké
kulovité bunky. Spermatogonie lezi pii bazdlni membriné¢ semenotvorného kanalku.
V intersticiu se nachazeji Leydigovy bunky sjadrem a vétsim mnozstvim cytoplazmy.
Parafinové fezy epididymu nejsou zahrnuty ve vysledcich, a to z divodu Spatného zobrazeni
jednotlivych bunék. Rezy z¢&asti této tkané byly velmi kiehké, coz mélo za nasledek

poskozeni tkanovych struktur jiz béhem krajeni parafinovych blocki.

Obr. 5.1: Parafinovy rez testes (barveni hematoxylin-eosin); L.B. Leydigovy buiiky, Spg.
spermatogonie, Spc. spermatocyty, Spd. spermatidy,; méritko 100 um,; zvétseni 400x
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Na obrazku 5.2 jsou snimky kryofezl varlat a ¢asti nadvarlat: hlava (E1), télo (E2),
ocas (E3). Tyto tkané€ byly podobné jako tkdné fixované parafinem obarveny barvici metodou
hematoxylin-eosin (kap. 4.4.1). Vysledky tohoto barveni jsou o néco lepsi nez vysledky
barveni parafinovych fezl.. Jednotlivé bunécné struktury jsou lépe probarveny a celkova
snimku jsou velmi dobife patrné jednotlivé spermatické bunky — spermatogonie (Spg.),
spermatocyty (Spc.), spermatidy (Spd.) a spermie a také buiky intersticialni Leydigovy
s dobfe patrnym jadrem. Na obr. E1-E3 jsou postupné zobrazeny jednotlivé ¢asti epididymu —
hlava (E1), t€lo (E2) a ocas (E3). V obrazcich jsou jasn¢ viditelné struktury jednotlivych
bunck. Spermie leZici uprostted lumen jsou obklopeny membranou sekre¢niho epitelu.
V sekre¢nim epitelu jsou viditelnd jadra sekrecnich bunék. Intersticium tvoii viditelné

hladkosvalové buiiky s jasn¢ probarvenymi jadry.

Spermie

Obr. 5.2: Morfologie tkani testes (T) a hlavnich casti epididymu (E1l, E2, E3) na kryorezech
(barveni hematoxylin-eosin): L.b. Leydigovy bunky, Spg. spermatogonie, Spc. spermatocyty,
Spd. spermatidy, spermie; Hl.sv.b. hladkosvalové bunky, S.E. sekrecni epitel; méritko 100 um,
zvetseni 400x.
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5.2 Lokalizace estrogennich receptori v tkani varlete

Pro detekci ERs v reproduk¢nich tkanich prasete byla pouzita metoda nepiimé
imunofluorescencni mikroskopie s pouzitim kryotezt (kap. 4.5.1). Byly pouzity primdrni
protilatky s riznou specifitou fedéné v PBS. Protilatky, které znacily ERs ve tkéni byly ERar,
ERBwm, G-19r. Protilatky, které na fezech neznacily ERs byly ERag, ERam, ERBs, GPERR.

V obrazku 5.3 je vloZena série snimku lokalizace ERs v testes. Modfe jsou znacena
jadra pomoci DAPI a Sipky znaci detekované estrogenni receptory (FITC, zelen¢). Na prvnim
snimku (ERa) je fez s pouzitou protilatkou ERogr. Sipky oznaduji mista s lokalizaci ERa.
Protilatka znacila spermatické bunky (Scp.b.) uvnitt lumen semenotvorného kanalku a také
tkan (Tk) s pravdépodobnym znacenim cytoplazmy Leydovych bunék. Druhym snimkem ze
série je fez s lokalizovanym ERP s pouzitou protilatkou ERPm. Sipky znaéi lokalizaci ERp
Vv bazdlni membrané¢ (B.m.) semenotvorného kanalku a také ve spermatickych builkach
(Scp.b.). Na tfetim obrazku je detekce GPER s pouzitou protilatkou G-19r. Lokalizace GPER
oznacena Sipkami byla nalezena v cytoplazmé Leydigovych bunék (L.b.) a také v bunkach
spermatickych (Scp.b.) Jako negativni kontrola pro protilatky anti-ERar a anti-G-19r (GPER)
byla pouzita sekundarni protilatka proti kralicim IgG (anti-R). Snimek je vlozen do rohu
obrazku GPER a oznacen jako K(R). Negativni kontrola pro protilatku anti-ERBm (sekundarni

protilatka anti-M) je vlozena v rohu tohoto snimku s oznacenim K(M).
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Obr. 5.3: Lokalizace ERs V tkani testes: ERa: Sipky znaci detekci receptoru ERa v misté.
spermatickych bunék (Spc.b) a v tkani ( Tk); ERp: Sipky znaci detekci receptoru v bazalni
membrané (B.m.) a ve spermatickych bunkdch (Spc.b.); GPER: Sipky znaci detekci receptoru
Vv Leydigovych bunkach (L.b.) a spermatickych bunkach (Spc.b.); K(R) negativni kontrola pro
protilatky G-19r a ERar, K(M) negativni kontrola pro anti-ERfPw, pozitivni reakce zelené
(FITC), jadra bunék odie (DAPI); méritko 100 um, zvétseni 400x.

5.3 Lokalizace estrogennich receptorii v tkani nadvarlete

Na obrazku 5.4 jsou zobrazeny fezy epididymu c¢asti E1 (hlava, caput) s jednotlivé
lokalizovanymi estrogennimi receptory. ERo zobrazuje fez s imunolokalizaci pomoci
protilatky ERor. V misté Sipek jsou oznacena mista s lokalizaci ERa zelené (FITC). Protilatka
znacila spermie a bazdlni membranu (B.m.). Modfe jsou zobrazena jadra bunék znacené
DAPI. Detekce ERP s pouzitou protilatkou ERBm byla na fezu této ¢asti epididymu negativni.
Na poslednim obrazku lokalizace GPER pomoci protilatky G-19r viditelna ve spermiich (Sp)
a v sekre¢nim epitelu (SE). Negativni kontroly jsou vloZeny do rohu obrazka. Jako negativni

kontrola pro protilatky anti-ERor a anti-G-19r (GPER) byla pouzita sekundarni protilatka
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proti krali¢im IgG (anti-R). Snimek je oznacen jako K(R). Negativni kontrola pro protilatku

anti-ERBwm (sekundarni protilatka anti-M) je vlozena v rohu tohoto snimku s oznac¢enim K(M).

Obr. 5.4: Lokalizace ERs v tkani epididymu (caput — E1): ERa: Sipky znaci detekci receptoru
ERa v misté bazalni membrany (B.m.) a spermii (Sp); ERp: detekce receptoru v sekrecnim
epitelu (SE) a spermiich (Sp); GPER: Sipky znaci detekci receptoru GPER v misté sekrecniho
epitelu (SE) a ve spermiich Sp); K(R) negativni kontrola pro protilatky G-19r a ERor, K(M)
negativni kontrola pro anti-ERPwm, pozitivni reakce zelené (FITC), jadra bunék odie (DAPI);
méritko 100um, zvétseni 400x.

Na obrazku. 5.5 je ukazana série fotografii s fezy z ¢asti epididymu E2 (t€lo, corpus)
S pouzitymi jednotlivymi protilatkami. Obrazek ERo zobrazuje fez s pouzitou protilatkou
ERor. Lokalizace ERa (FITC zeleng) byla prokazana pouze na spermiich (Sp) v lumen
epididymalniho kanalku a velmi slabé v tkani epididymu. Jadra bunék jsou znafena DAPI
(modie). Na dalsim obrazku ERP je ukazano znaceni pomoci protilatky ERPm, ktera
detekovala cytoplazmu sekre¢niho epitelu (SE) a bazalni membranu (Sipky). Negativni
kontrola pro protilatku anti-ERBm (sekundarni protilatka anti-M) je vlozena v rohu tohoto

snimku s oznac¢enim K(M). Na tfetim obrazku GPER z této série je znaceni protilatkou G-19r.
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Sipka ukazuje lokalizaci GPER v membrané sekre¢niho epitelu (SE) a je viditelna i slaba
reakce v tkani nadvarlete. Na ¢tvrtém snimku ze série GPER(200x) je zobrazen fez E2
s detekci GPER pfi zvétSeni 200x. V tomto obrazku je patrné znaceni protilatky G-19r
v sekre¢nim epitelu (SE) téla nadvarlete. Spermie v lumen kanalk( nejsou viditeln¢ znaceny.
Jako negativni kontrola pro protilatky anti-ERor a anti-G-19r (GPER) byla pouzita
sekundarni protilatka proti krali¢im IgG (anti-R). Snimek je vlozen do rohu obrazku GPER

a oznacen jako K(R).

GPER (200x)

Obr. 5.5: Lokalizace ERS V tkdni epididymu (corpus — E2): ERo: Sipka znaci detekci
receptoru ERa v misté spermii (Sp), sekrecni epitel (SE) je negativni; ERB: Sipky znaci detekci
receptoru ERB v cytoplazmé sekrecniho epitelu (SE) a v tkani, spermie (Sp) jsou negativni;
GPER: Sipky znaci detekci receptoru GPER v membrané sekrecniho epitelu (SE) a v tkani,
spermie (Sp) jsou negativni; K(R) negativni kontrola pro protilatky G-19r a ERor, K(M)
negativni kontrola pro anti-ERpw, meritko 100 um, zvétseni 400x; GPER (200x): Sipky znaci
lokalizaci receptoru GPER v membrané sekrecniho epitelu (SE) a v tkani; méritko 50 um,
zvetseni 200x; pozitivni reakce zelené (FITC), jadra bunék odre (DAPI).

Na obrazku 5.6 je vlozena série fotografii sifezy epididymu E3 (ocas, cauda)

S pouzitymi jednotlivymi protilatkami. Obrazek ERa zobrazuje fez ¢asti epididymu s pouZitou
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protilatkou ERar. Sipky ukazuji znadeni ERar na spermiich (Sp) v lumen epididymélniho
kanalku, v cytoplazmé sekrecniho epitelu (SE) a také v tkani (Tk) kolem kanalku. Na dal$im
obrazku ERP je zobrazeno znadeni pomoci protilatky ERPm. Sipka oznaduje imunolokaci ERB
V bazalni membran¢ (B.m.), reakce s protilatkou byla pozitivni také v hladkosvalovych
bunkach takdn¢ (Tk) a ve spermiich (Sp). Negativni kontrola pro protilatku anti-ERPm
(sekundérni protilatka anti-M) je vlozena v rohu tohoto snimku s oznacenim K(M). Na
poslednim snimku GPER z této série je znadeni protilatkou G-19r. Sipka ukazuje lokalizaci
GPER v membrané sekre¢niho epitelu (SE) a detekci na spermiich (Sp). Jako negativni
kontrola pro protilatky anti-ERar a anti-G-19r (GPER) byla pouzita sekundarni protilatka
proti krali¢im IgG (anti-R). Snimek je vlozen do rohu obrazku GPER a oznacen jako K(R).

Obr.: 5.6: Lokalizace ERs v tkdni epididymu (cauda — E3): ERo: Sipky znaci detekci
receptoru ERo. v misté spermii (Sp), sekrecni epitel (SE), tkan (Tk); ERp: Sipka znaci detekci
receptoru ERP v misté bazalni membrany (B.m.), sekrecni epitel (SE) je negativni; GPER:
Sipky znaci detekci receptoru GPER v memrbrané sekrecniho epitelu (SE) a ve spermiich
(Sp); K(R) negativni kontrola pro protilatky G-19r a ERar, K(M) negativni kontrola pro anti-
ERpw; meritko 100 um, zvétseni 400x;
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5.3.1 Lokalizace ERs spolu s detekei jednotlivych typu testikularnich bunék

Vysledky dualniho znaceni a detekce jednotlivych spermatickych bunék nejsou
uvedeny z divodl nedostate¢né optimalizované metodiky (kap. 4.5.3) znaceni vyvojovych
stadii pomoci protilatek. Zvolené potilatky byly pravdépodobné nevhodné pro spermatické
buniky prasete. Vysledky znaceni byly nespecifické patrné z diivodu nespravného tfedéni

sekundarnich protilatek konjugovanych s Alexa Fluor 555.

5.4 Lokalizace estrogennich receptori v epididymalnich spermiich

Vysledky detekce ERs v epididymalnich spermii jsou ukdzany na nasledujicich
sériich snimkt (obr. 5.7), pro lepsi ptehlednost zde nejsou zafazeny obrazky se znacenim
akrozomu pomoci lektinu PNA, kterym byla detekovana jejich integrita. Imunolokalizace
byla provedena dle metodiky (kap. 4.6.2) pomoci nepfimé imunofluorescen¢ni mikroskopie.
Snimky maji oznafeni Epl (spermie z ¢asti hlavy nadvarlete), Ep2 (spermie z ¢asti téla
nadvarlete) a Ep3 (spermie z ¢asti ocasu nadvarlete). Pouzité protilatky pro imunolokaci
Vv epididymalnich spermiich byly: ERar a G-19r. Protilatky ERam, ERPm, ERBe @ GPERR
neznacily.

V prvni fad¢ snimka (obr. 5.7) je vloZena detekce ERa na spermiich izolovanych
z jednotlivych ¢asti epididymu. Na prvnim snimku jsou spermie z hlavy nadvarlete (Epl).
ERa byl viditelné detekovan ve stiedni ¢asti bi¢iku, Sipka pak znaci slabsi reakci s protilatkou
ERaRr Vv postakrozomalni oblasti hlavi¢ky spermii (PA). Na spermiich z téla nadvarlete (Ep2)
je patrna lokalizace ERa ve stiedni ¢asti bi¢iku spermii a Sipkou je oznacena slaba reakce
Vv ekvatoridlnim segmentu (EqS) na hlavi¢ce spermii. Na poslednim snimku spermii Ep3 z téla
nadvarlete je detekce ERa viditelnd pouze ve stfedni Casti bi¢iku. Dal$i sérii snimkd je
ukazana lokalizace GPER ve spermiich z riznych ¢asti epididymu. Pouzitou protilatkou byla
G-19r. Snimek Epl znadi slabé difuzni zna¢eni GPER v akrozomu, dale jeho detekci v bi¢iku
s vyrazn€jsim znaCenim v cytoplazmatickych kapkach. Snimek Ep2, spermie ztéla
nadvarlete, ukazuje znaceni GPER v bi¢iku. Posledni snimek ze série Ep3 oznacuje misto
lokalizace GPER v akrozomu a slabsi reakce s protilatkou je pak viditelna v bi¢iku. Snimek
negativni kontroly je vloZen ve snimku Ep3. Jako negativni kontrola pro protilatky anti-ERor

a anti-G-19r (GPER) byla pouzita sekundarni protilatka proti kralicim IgG (anti-R). Snimek je
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souCasn¢ negativni kontrolou pro vSechny obrazky s epididymalnimi spermiemi. Celkové
tedy GPER znaci u Epl a Ep2 ptedevsim bicik zatimco Ep3 znaci vcetné biciku i akrozom

téchto spermii.

Obr. 5.7: Lokalizace ERs (ERa a GPER) ve spemiich izolovanych z riuznych cdsti nadvarlete
(Epl — hlava, Ep2 — télo, Ep3 — ocas), Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC,
zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre); PA postakrozomalni regionu, EqS ekvatorialni
segment, Akr akrozom; méritko 10 um, zvétseni 400x

Obrazek 5.8 ukazuje vybrané snimky s detekci ERo a GPER v epididymalnich
spermiich izolovanych z ocasu nadvarlete pomoci protilaitky ERar a G-19r se soucasnym
zna¢enim neposkozenych akrosomii pomoci lektinu PNA (kap. 4.6.2). Na prvnim snimku
(ERa + PNA) je zobrazena lokalizace ERa spole¢né se zna¢enim PNA v akrozomu spermii.
Snimek odpovida obrazku 5.7 oznacenému Ep3 (ERa), jen je navic ukdzana integrita
akrozomu. Detekce ERa je viditelna ve stiedni casti biciku spermii. Druhy snimek ukazuje
pouze znaceni intaktnich akrozomti pomoci PNA ve spermiich. Na tretim snimku je
zobrazena detekce GPER a vazba PNA (GPER + PNA) v epididymalnich spermiich. Snimek
odpovida obrazku 5.7 oznacenému Ep3 (GPER). GPER byl jasné¢ lokalizovan v akrozomu
abiciku spermie, PNA znac¢i nepoSkozeny akrozom. Na Cc¢tvrtém snimku jsou vidét

neporusené akrozomy epididymalnich spermii zna¢ené pomoci PNA.

39



v

9 .
S

GPER + PNA

Obr. 5.8: Lokalizace ERs (ERa a GPER) ve spermiich z ocasu nadvarlete spolu s detekci

integrity akrozomu pomoci PNA (rhodamin, cervené), pozitivni reakce s protilatkou zelené
(FITC), jadra bunék modrie (DAPI); méritko 10 um, zvétSeni 400x.
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6 Diskuze

Pfirozené estrogeny stejné tak jako estrogenni latky z zivotniho prostiedi plisobi na
organismus prostfednictvim estrogennich receptort (ERs). ERs byly nalezeny nejen
v bunikach samiciho, ale také samciho reprodukéniho traktu. Byl popsan vliv estrogennich
latek jak na samci reproduk¢ni tkané, tak na vyvoj spermii. Detekce a lokalizace ERs
v sam¢im reprodukénim traktu a spermiich je proto nezbytnd pro pochopeni uc¢inku
estrogennich latek at’ uz endogennich, nebo téch z vnéjsiho prostiedi na reprodukéni proces.

Zam¢rili jsme se na detekci ERs tkani varlete a nadvarlete u prasat a také na jejich
lokalizaci ve spermatickych buiikach béhem jejich vyvoje a zrani. Pfimy vliv estrogennich
latek na spermie je klicovym v jejich spravném vyvoji. Reprodukce prasat je vyznamnym
ekonomickym aspektem, navic organismus prasete slouzi jako dobry experimentalni model.

Prvni informace o lokalizaci ERs ve tkani varlat popisuje Rago a kol. (2004). Bylo
zjisténo odliSné zastoupeni ERs u prasat dle jejich véku. Konkrétn€ u nedospélych kanct (vék
3 mésice) byla detekce ERo negativni, zatimco detekce ERP byla pozitvni ve
spermatogoniich, v peritubularnich svalovych bunkach a Leydigovych buiikach. U dospélych
kancl (vék 18 mésicli) byla imunodetekci potvrzena lokalizace ERa hlavné ve
spermatogoniich a ve spermatocytech. ERB byl u této vékové kategorie detekovéan silné
pozitivné ve spermatocytech. Nicméné publikované informace o lokalizaci ERs jsou casto
velmi rozdilné. Napiiklad Gunawan a kol. (2011) uvadi detekci ERa pouze v cytoplazmé
Sertoliho bunék. ERP lokalizoval Gunawan a kol. (2012) v cytoplazmé Leydigovych
I Sertoliho bunék a slabé také v zarode¢nych bunkach. Divod odlisného zastoupeni téchto
ERs miize byt v metodikach. S ¢im tzce souvisi 1 vybér primarnich protilatek a jejich Sife
specifity proti ERs.

Také funkce ERs neni s naprostou piesnosti v souCasné dobé zjiSténa. Presto Hess
a Carnes (2004) a Schleicher a kol. (1984) popisuji funkce ERo u prasat, ktera diky
hormondlnimu piisobeni estrogenu umoZziuje resorpci tekutiny ve vyvodnych kanélcich
varlete. V téchto vyvodnych kanalcich dochazi k transportu sodnych iontt a vody. K tomu
dochazi pied presunem testikularnich spermii do ¢asti hlavy nadvarlete (Hess, 2000, 2003).
Absence ERa zplsobuje naruSeni resorpce tekutiny ve vyvodnych kandlnich, coz zplisobuje
poskozeni spermii a naruSuje tak oplozovaci schopnost téchto spermii (Hess a Carnes, 2004).
Funkce ERP prozatim u prasat neni zcela vysvétlena. Nicmén€ u mysi bylo zjisténo, ze mezi
geny které zajistuji fyziologicky zanik zarode¢nych bunék (apoptdza) patii 1 gen s expresi

ERp (Delbes a kol., 2004). Na druhou stranu Couse a kol. (1997) uvadéji, ze u ERBKO mysi
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nebyla zjisténa zména ve spermatogenezi. Proto je fukce ERP v pohlavnim traktu samct
I nadale spekulativni. Informaci o detekci GPER ve tkanich prasat je velmi malo. Jedinym
autorem, ktery tento transmembranovy receptor lokalizoval, byl Katleba a kol. (2015). Jeho
vysledky obsahuji informace o imunodetekci GPER ve tkani nadvarlete z ¢asti corpus u prasat
(vék 6,5 tydne). Proto je vtéto praci kladen diraz na detekci GPER pomoci nepiimé
imunofluorescenéni mikroskopie ve tkanich a taktéz v epididymalnich spermiich. Ve
spermiich prasat byl GPER dekovan pouze jednim autorskym kolektivem (Rago a kol., 2014),
a to pouze ve spermiich ejakulovanych.

Vyuzili jsme metodu barveni hematoxylin-eosin na parafinovych fezech a kryofezech
pro zobrazeni jednotlivych bunéénych struktur ve tkani varlete a nadvarlete prasete.
Ptipravené histologické kryotezy byly vyuzity v dalSich metodickych postupech. Provedeni
této metody slouzilo pro orientaci v lokalizaci bunék a pro spravné uréeni jednotlivych typt
bun¢k spermatickych i somatickych.

Imunolokalizace estrogennich receptori (ERs) ukéazala v buiikach varlat a nadvarlat
jednotliva zastoupeni téchto receptorti. Nase vysledky ukazuji mista lokalizace ERa ve tkéni
varlat ve spermatickych bunikdch uvniti lumen semenotvorného kanalku a taktéz ve tkani
kolem semenotvorného kanalku s pravdépodobnym znacenim cytoplazmy v Leydigovych
bunkach. Gunawan a kol. (2011) detekovali pomoci nepifimé imunofluorescen¢ni mikroskopie
ERa v fezu testes v cytoplazmé Sertoliho bunék, slabé potom v zarodeénych bunkach a velmi
slabé v Leydigovych buiikach. Nicméné znaceni v Sertoliho bunkach neni zcela jednoznaéné
(Gunawan a kol., 2011). Rago a kol. (2004) vyuzivali k detekci ERa ve tkani varlat metodu
imunoperoxidozového barveni. Pouzivali specificku monoklononalni protilatku proti casti
proteinu (570-595 AMK) v C-termininalni doméné lidského ERa (F-10, Santa Cruz). Jejich
vysledky ukazuji jednozna¢nou imunolokalizaci ERa v Sertoliho buiikach a ve spermatidach
(Rago a kol., 2004).

V hlavé nadvarlete jsme detekovali ERa v bazalni membrané a ve spermiich v lumen
epididymalniho kanalu, coz je ve shod¢ s vysledky Gunawan a kol. (2011). V téle nadvarlete
byl ERa detekovan v sekre¢nim epitelu a také ve spermiich v lumen podobné jako u Gunawan
a kol. (2011). Jejich vysledky navic uvade¢ji mista detekce ERa jesté v epitelu. V ocasu
nadvarlete byl ERa detekovan na spermiich v lumen kanalku, v sekrecnim epitelu a ve tkani.
Gunawan a kol. (2011) uvadéji podobné vysledky detekce v epitelu a ve spermiich a navic
V hojné mite v hladkosvalovych bunkach. V nasi metodice i v metodice Gunawan a kol.
(2011) byla pro detekci ERa pouzita polyklonalni protilatka proti C-konci aminokyselinové
sekvence lidského proteinu (sc-543, Santa Cruz). Pon¢kud odlisné vysledky detekce ERa
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publikovali Pearl a kol., 2007. Jejich pouzitd polyklonalni protilatka proti mySimu proteinu
ERa nerozpoznavala tento receptor v kancich epididymalnich spermiich v kanalku na fezech,
ale pouze v sekre¢nim epitelu (hlava, télo, ocas), bazalnich buikach (télo) a v hladko-
svalovych buiikach (hlava) (Pearl a kol., 2007).

ERao jsme detekovali také v epididymalnich spermiich izolovanych z kanalku
jednotlivych ¢asti nadvarlete. Nase vysledky ukazuji, ze ERa je lokalizovan ptedevsim ve
sttedni casti biciku epididymalni spermie. Ve spermiich izolovanych z jednotlivych cCasti
epididymu byla nalezena slabsi detekce ERa také Vv postakrozomalnim regionu hlavicky
spermie z ¢asti hlavy nadvarlete a v ekvatorialnim segmentu v epididymalni spermie z Casti
té¢la nadvarlete. Gunawan a kol. (2011) se zamétil na detekci tohoto receptoru pouze ve
spermiich uvnitt kanalku na fezu jednotlivych ¢ésti epididymu, a to z ¢asti ocasu, kde byla
viditelna lokalizace v postakrozomalmin segmentu a ¢asti biciku spermie. Rago a kol. (2007)
detekovali ERa pouze na ejakulovanych spermiich ve stfedni Casti biciku a slabé v ¢asti
koncové. Nase vysledky detekce ERa v epididymalnich spermiich jsou tedy ojedinélé.

ERp byl detekovan pomoci nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie ve tkani varlete
V bazalni membrané semenotvorného kanalku a ve spermatickych buikach, u kterych nebylo
prokazatelené stadium vyvoje. Gunawan a kol. (2012) popsali detekci ERB v zarode¢nych
buiikach, pfedev§im ve spermatogoniich, v primarnich spermatocytech a ve spermatidach na
fezech testes metodou nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie. Nicméné na snimcich ve
zminéné publikaci nejsou rozpoznatelnd stadia jednotlivych spermatickych bunék
v semenotvorném kanalku a neni jasné, zda nejsou znaleny také Sertoliho bunky. AvSak
detekce ERP v bazalni membrané semenotvorného kanalku byla vtomto prokazatelné
negativni. NaSe pouzitd protilatka byla monoklonalni primarni protilatka ERPm specificka
proti aminokyselinam 256-505 lidského proteinu (sc-53494, Santa Cruz). Gunawan a kol.
(2012) pouzily pro tcel detekce tohoto receptoru polyklonalni kozi primarni protilatku proti
C-termindlni doméné lidského proteinu, ktera je pravdépodobné silngjsi, ale méné specificka
oproti monoklonélni primarni protilatce ERBm pouzité v nasi metodice. Je tedy mozné, Ze
protilatka ERBc mohla oznacit 1 mista S lokalizaci ERa, nebot’ podobnost mezi receptory ERa
a ERP je v DNA-vazajici a ligand-vazajici doméné az 80 % (databaze BLAST).

Rago a kol. (2004) detekovali ERf} imunoperoxidazovym barvenim u dospé€lych prasat
ve spermatogoniich, ve spermatocytech ataké v peritubuldrnich myoidnich buiikach.
Negativni detekce byla prokazana v Sertoliho a Leydigovych bunkach a ve spermatidach. Pro
ucely detekce pouzili monoklonalni protilatku proti lidskému proteinu (MCA1974, Serotec).
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Vysledky Gunawan a kol. (2012) a Rago (2004) se shoduji v pfipadé detekce ERP ve
spermatogoniich a priméarnich spermatocytech. Nase vysledky koresponduji s vysledky obou
autoru v piipadé detekce ve spematickych burikach, ale nebyli jsme schopni uréit jejich presné
vyvojove stadium.

V casti hlavy nadvarlete se nam ERP nepodatil detekovat. Pouzita protilatka byla opét
monoklonalni protilatka ERB proti aminokyselindm 256-505 lidského proteinu (sc-53494,
Santa Cruz). Gunawan a kol. (2012) dokladaji své vysledky detekce pomoci kozi polyklonalni
protilatky ERP v této ¢asti nadvarlete v epitelu. Vzhledem k vybéru polyklonalni protilatky
mohlo dojit k oznaceni i ERa jiz z vyse uvedenych diivodid. Ovsem Carpino a kol. (2004)
zvolili k detekci monoklonalni protilatku ERB vyrobena proti celému lidskému proteinu
(MCA1974, Serotec). U dospélych prasat byla popsana detekce ERP silné pozitivni ve tkani,
slabsi v sekre¢nim epitelu a v hladkosvalovych bunkach. Vysledky se s Gunawan a Kol.
(2012) shoduji v detekci v epitelu hlavy nadvarlete spolu s Carpino a kol. (2004). Nase
vysledky ukazaly lokalizaci ERp v téle nadvarlete v sekre¢nim epitelu a bazalni membrané
kanalku. Detekce ve spermiich nebyla jednozna¢na. Gunawan a kol. (2012) detekovali
pomoci nepfimé imunofluorescenéni mikroskopie ERP v epitelu a ve spermiich v lumen
epididymu. Carpino a kol. (2004) detekovali pomoci monoklonalni protilatky ERpB v téle
nadvarlete dospélych prasat ve tkani, slab&ji pak v epitelu a ve hladkosvalovych buiikach.
Vysledky detekce ERP se mezi autory a nasimi vysledky 1isi pravdépodobné vzhledem
K pouzitym protilatkam, které maji rozdilnou specfitiu. V ocase nadvarlete jsme nalezli
detekci ERp v bazalni membrané kanalku, v hladkosvalovych burnikach a spermiich. Carpino
a kol. (2004) detekovali pomoci imunoperoxidazového barveni ERB u dospélych prasat ve
tkani, slab&ji v epitelu a ve hladkosvalovych bunkach. Gunawan a kol. (2012) popsali
lokalizaci ERp v sekre¢nim epitelu ocasu nadvarlete a ve spermiich. Vysledky detekce jsou u
ostatnich autori a i vnaSem pfipadé¢ odlisné, a to pravdépodobné vzhledem Kk vybéru
a specifité protilatek stejné jako v predchozich ptipadech.

Imunolokace ERP na epididymalnich spermiich izolovanych z kanalkli vSech tfech
¢asti nadvarlete pomoci nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie byla negativni. Gunawan
a kol. (2012) popsali lokalizaci ERP v akrozomu spermii v kandlku na fezu téla nadvarlete,
nicméné znaceni v fezu neni zcela zietelné. Rago a kol. (2007) detekovali ptitomnost ERf
v akrozomu ejakulovanych spermii. Oba autorské kolektivy pouzivali k detekci polyklonalni
protilatky, na rozdil od nami popuzité monoklonalni protilatky (sc-53494, Santa Cruz),
u které nemuselo byt zvoleno vhodné fedéni pro znaceni ERf na roztérech epididymélnich

spermii.
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Detekce GPER transmembranového receptoru v reprodukénich tkanich dospélych
kanct nebyla dosud publikovana. Nase vysledky ukazuji detekci tohoto receptoru jak ve
tkdnich varlat, nadvarlat tak v epididymalnich spermiich izolovanych z kanalku nadvarlete
béhem epididymalni maturace spermii. Pouzitou protilatkou byla polyklonalni G-19 proti
vnitini ¢asti aminokyselinové sekvence lidského proteinu bez konkrétni specifikace (Santa
Cruz). GPER byl ve tkani varlete detekovan v Leydigovych burkach a také ve spermatickych
bunkach. V ¢asti hlavy nadvarlete byl GPER detekovan ve spermiich v lumen epididymu
a v membran¢ sekre¢nich bunék, stejné jako v téle nadvarlete. Katleba a kol. (2015) jako
jediny autor detekoval GPER u prasat (vék 6,5 tydne) ve tkani téla nadvarlete. Misty
imunolokalizace GPER byl epitel a mén¢ potom hladkosvalové bunky. V ocasu nadvarlete
jsme detekovali GPER v sekreénim epitelu a ve spermiich v lumen epididymalniho kanalku.

Detekce GPER v epididymalnich spermiich izolovanych z kanalku nadvarlete (hlava,
télo, ocas) pomoci nepiimé imunofluorescencni mikroskopie prokazaly pritomnost GPER
Vv rizné intenzit¢. Znaceni GPER Vv epididymalnich spermiich z ¢asti hlavy nadvarlete pomoci
polyklonalni protilatky G-19 (Santa Cruz) bylo slabé (diftzni) v akrozomu spermie a silngjsi
v bi¢iku s vyraznym znaenim v cytoplazmatickych kapkach. Imunolokalizace GPER na
epididymalnich spermiich z ¢asti téla nadvarlete byla pozitivni v celém bic¢iku téchto spermii.
V epididymalnich spermiich z ¢asti ocasu nadvarlete byl GPER lokalizovan jednozna¢né
v akrozomu a v bi¢iku. Rago a kol. (2014) detekovali pomoci nepifimé imunofluorescencni
mikroskopie mista GPER na ejakulovanych spermiich ve stfedni ¢asti biciku spermie, dale
pak na hlavicce Vv ekvatorialnim segmentu a v akrozomu. Vysledky Rago a kol. (2014) na
ejakulovanych spermiich a nase vysledky spermii izolovanych z epididymu se do jisté
shoduji. CoZ by mohlo znamenat, Ze béhem epididymalni maturace je GPER pfitomny bez
vyznamné zmény az do stadia zralych spermii v rGznych c¢éastech biciku a predevSim
v akrozomu. Je znamo, Ze béhem epididymalni maturace spermii prochazi spermie fadou
zmen, které vedou k jejich oplozovaci schopnosti. Mezi tyto zmény, patii exprese proteini
v epididymu. Pritomnost téchto proteini se 1iSi v jednotlivych ¢astech epididymu.
Koncentrace proteinil je vysokd mezi pfechodech z hlavy do téla nadvarlete (Dacheux a kol.,
2012). Tyto proteiny se pravdépodobné vazou na plazmatickou membranu epididymalnich
spermii a mohou tak zakryvat mista s GPER, coZ by mohlo mit za nasledek slabé nebo
negativni znaceni protilatkami, jako v piipadé slabé detekce GPER v akrozomu spermii
z hlavy nadvarlete nebo neagtivni reakce z té€la nadvarlete. Naopak v ocasu nadvarlete n¢které
z té€chto proteind z povrchu spermii odchazi (Belleannee a kol., 2011), coz znamena, Zze na

plazmatické membrané mohou byt opét odkryty epitopy pro vazbu pouzitych protilatek. Dalsi
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moznosti zastava fakt, ze muze béhem post-testikularni maturace spermii v epididymu
dochazet ke zméne exprese GPER ve spermii. K potvrzeni tohoto pfedpokladu by bylo nutné
detekovat GPER na urovni mRNA piimo ve spermiich z raznych casti epididymalniho
kanalku. NasSe vysledky wvibec poprvé potvrdily piitomnost GPER V epididymalnich
spermiich prasete.

Otazkou zlstdva samotnd detekce ERs ve spermiich a jejich pfesna lokalizace ve
spermatické bunice. Moznost negenomického mechanismu piisobeni estrogennich latek pies
ERs v plazmatické membran¢ spermii zlistava stale nedofeSena. Napomoci by mohla cilena
extrakce proteinli z riznych casti spermatické bunky a detekce jednotlivych typti ERs.
Nékteré studie vedou k domnénce, ze by i klasické jaderné subtypy (ERa a ER}) mohly byt
pritomné ve fosfolipidové vrstvé a ucastnit se napiiklad kapacitace ¢i akrozomalni reakce

spermii (Schwartz a kol., 2016; Ded a kol, 2010).
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[ Zavér

Detekce jednotlivych estrogennich receptorti pomoci nepiimé imunofluorescencni
mikroskopie prokazala odlisné zastoupeni jednotlivych receptorit ve varlatech, v riznych
Castech nadvarlat a v epididymalnich spermiich prasete. Ve varlatech byly pomoci
specifickych protilatek oznaCeny mista imunolokalizace ERa ve spermatickych buiikach
uvniti lumen semenotvorného kanalku a ve tkani. ERP byl lokalizovan ve spermatickych
bunkdch a vbazidlni membrané semenotvorného kanalku. GPER byl detekovan
Vv Leydigovych buinikdch a ve spermatickych bunkach. Lokalizace jednotlivych ERs byla
prokazana ve spermatickych bunkéch a soucasné s riiznym zastoupenim ERs v somatickych
bunkach varlete. V nadvarleti je zastoupeni ERs rizné. ERa byl detekovan ve spermiich
a Vv bazalni membrané kanalku casti hlavy a také ve tkani v ocase nadvarlete. Vysledky
detekce ER byly negativni v hlavé nadvarlete, zatimco v téle nadvarlete byl ERp nalezen
v sekreénim epitelu a v ocasu nadvarlete v bazalni membrané¢ kanalku. Imunolokalizace
GPER byla jako prvni detekovana v celém nadvarleti ve spermiich a v sekre¢nim epitelu.
Podrobna detekce ERs v epididymalnich spermiich prokazala ERa piedevsim v biciku. ER
nebyl detekovan, zatimco GPER byl detekovan v biciku a také a akrozomu. Pfitomnost ERs
V jednotlivém zastoupeni dle ¢asti organu ma patrné vliv na maturaci spermii. Hypotéza

0 detekci riznych forem ERs v odliSnych fazich vyvoje spermatickych bunck byla potvrzena.
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