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Detekce a lokalizace estrogenovych receptori v sam¢i
reprodukc¢ni soustavé

Souhrn:

Estrogeny ptedstavuji jednu z hlavnich skupin hormontl, které maji schopnost regulovat
reproduk¢ni procesy. Ackoliv jsou povazovany predevsim za samic¢i hormony, maji také velmi
dulezitou ulohu v sam¢i reprodukci. Do zna¢né miry fidi spermatogenezi, zrani spermii, jejich
kapacitaci, akrozomalni reakci a fuzi s oocytem. Uginek estrogenii je zprostiedkovan vazbou
na estrogenové receptory (ERs) v butikach cilovych tkani. V soucasné dob¢ jsou znamé 3 typy
estrogenovych receptorti — ESR1, ESR2 a GPER. Lokalizace téchto receptort ve spermiich je
kli¢em k pochopeni ucinki estrogentl na jejich vyvoj, zrani a funkci.

Tato prace byla zaméfena na detekci ERs ve spermiich v riznych stadiich
posttestikularniho zrani a v tkani varlat a nadvarlat u dospélych kanct.

V této praci se nam podatilo detekovat ESR1 u ejakulovanych a kapacitovanych kanc¢ich
spermii na akrozomu, krcku a biciku. U spermii po akrozomalni reakci (AR) pozitivni signal
ESR1 na akrozomu zanikl, av§ak nové se objevil signal v postakrozomalni oblasti, pozitivni
detekce na biciku pfetrvavala. Pii detekci ESR2 bylo zjisténo nejsilnéjs§i znaceni
u ejakulovanych a kapacitovanych spermii na akrozomu, ekvatoridlnim segmentu a krcku.
U spermii po AR pfetrvaval intenzivni signal ESR2 pouze na kré¢ku. U epididymalnich spermii
jsme zaznamenali detekci GPER na hlavicce a bi¢iku spermie. Dale byl GPER lokalizovan na
akrozomu, krc¢ku a bic¢iku u ejakulovanych a kapacitovanych spermii. U spermii po AR byl
lokalizovan GPER v postakrozomalni oblasti, kr¢ku a biciku, avSak u dalsi zvolené protilatky
proti GPER u AR spermii byl zjistén negativni vysledek. Obecné v detekci byly zaznamenany
rozdily mezi pouzitymi protilatkami, jez jsou zamétené proti riznym epitoptim. Ve tkanich
varlat a nadvarlat se nepodatilo ziskat specifické vysledky znaceni ERs.

V proteinovych extraktech ejakulovanych, kapacitovanych a AR spermii byla detekovana
jedna forma proteinu ESR1 o velikosti 52 kDa. ESR2 byl nalezen ve 3 zkracenych izoformach
0 molekulovych hmotnostech 42 kDa, 35 kDa a 27 kDa. GPER byl detekovan ve 4 izoformach
o molekulovych hmotnostech 80 kDa, 66 kDa, 43 kDa a 25 kDa. GPER byl detekovan i v
proteinovych extraktech epididymalnich spermiich, u kterych byly zjistény 3 izoformy
0 molekulovych hmotnostech 52 kDa, 43 kDa a 29 kDa.

Hypotéza o detekci a lokalizaci ERs v odlisnych fazich vyvoje spermatickych bunék byla
potvrzena jen Castecné. Nekteré vysledky se shoduji s jiZz publikovanymi vysledky. Zasadni
vyznam pro detekci ERs ma zvolend metodika a zejména pouZiti vybranych protilatek. Tato
problematika neni zcela probadana v souvislosti s vlivem hormonii a endokrinnich disruptorti
na vyvoj a zrani spermii a z tohoto ditvodu se jevi velmi perspektivni vé€novat se tomuto tématu
v budoucnu nadale.

Klicova slova: estrogenovy receptor, varle, nadvarle, spermie, Western blot,

imunofluorescen¢ni mikroskopie



Detection and localization of estrogen receptors in the
male reproductive system

Summary:

Estrogens are one of the main groups of hormones that have the ability to regulate
reproductive processes. Estrogens are primarily considered as female hormones, but they also
play a very important role in male reproduction. They are controlling to a large extent
spermatogenesis, sperm maturation, their capacitation, acrosome reaction and fusion with the
oocyte. The effect of estrogens is mediated by binding to estrogen receptors (ERS) in target
tissue cells. Currently, 3 types of estrogen receptors are known - ESR1, ESR2 and GPER. The
localization of these receptors in sperm, is a key to understanding the effects of estrogens on
their development, maturation and function.

This work was focused on the detection of ERs in sperm at various stages of post-
testicular maturation and in testicular and epididymal tissue in adult boars.

In this work, we were able to detect ESR1 on the acrosome, neck and flagellum in
ejaculated and capacited boar sperm. In sperm after the acrosomal response (AR), the positive
signal ESR1 on the acrosome disappeared, but a new signal appeared in the postacrosomal part,
the positive detection on the flagellum persisted. Detection of ESR2 revealed the strongest
staining in ejaculated and capacitated sperm on the acrosome, equatorial segment and neck. In
sperm after AR, an intense ESR2 signal persisted only on the neck. In epididymal sperm, we
detected GPER detection on the sperm head and flagellum. Furthermore, GPER was located on
the acrosome, neck and flagellum in ejaculated and capacitated sperm. In sperm after AR,
GPER was localized in the postacrosomal part, neck and flagellum, but another selected anti-
GPER antibody in AR sperm was found to be negative. In general, differences have been noted
in the detection between the antibodies used, which are focused against different epitopes.
Specific test results for ERs could not be obtained in testicular and epididymal tissues.

One 52 kDa form of ESR1 protein was detected in ejaculated, capacitated, and AR sperm
protein extracts. ESR2 was found in 3 reduced isoforms with molecular weights of
42 kDa, 35 kDa and 27 kDa. GPER was detected in 4 isoforms with molecular weights of
80 kDa, 66 kDa, 43 kDa and 25 kDa. GPER was also detected in epididymal sperm protein
extracts, in which 3 isoforms with molecular weights of 52 kDa, 43 kDa and 29 kDa were found.

The hypothesis of detection and localization of ERs at different stages of sperm cell
development was only partially confirmed. Some results match with the already published
results. The chosen methodology and especially the use of selected antibodies is of fundamental
importance for the detection of ERs. This issue is not fully explored in connection with the
influence of hormones and endocrine disruptors on the development and maturation of sperm.
For this reason it seems very promising to continue with this topic in the future.

Keywords: estrogen receptor, testis, epididymis, sperm, Western blot, immunofluorescence
microscopy
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1 Uvod

Vyvoj a funkce reproduk¢ni soustavy jsou regulovany pohlavnimi steroidnimi hormony.
Védecké studie v prubéhu poslednich dvou desetileti prokdzaly u samce fyziologicky
pozadavek na estrogen. Estrogeny vznikaji v reproduk¢énim traktu samic a samct aromatizaci
testosteronu (Hess 2003; Arkoun et al. 2014; Bidlingmaier 2019). U samcii je aromataza aktivni
ve varlatech, hlavn¢ v Sertoliho, Leydigovych, zarode¢nych bunkach (Arkoun et al. 2014; Fietz
et al. 2014; Bidlingmaier 2019; Cooke & Walker 2022), dale v nadvarlatech a prostaté (Arkoun
et al. 2014). Fyziologicka hladina estrogentl je nezbytna pro vyvoj varlat a produkci spermii,
avsak jejich vysoka nebo nizka hladina vede k naruseni spermatogeneze (Cooke & Walker
2022). Estrogeny hraji diilezitou roli téméft ve vSech fyziologickych procesech spermii od jejich
vzniku v zarodeéném epitelu varlat az po oplodnéni oocytu spermii ve vejcovodu (Ded et al.
2013).

Estrogenové receptory byly nalezeny v sam¢im reprodukénim traktu mnoha druhti savct
(Hess 2003). Intracelularni receptory ESR1 a ESR2 nachazejici se obvykle v jadie nebo
cytosolu puisobi genomicky, to znamena, ze maji funkci transkripénich faktort. Tyto receptory
jsou po aktivaci estrogenem schopny fidit transkripei cilovych gend (Gunawan et al. 2011;
Gunawan et al. 2012; Arkoun et al. 2014; Rago et al. 2014; Dumasia et al. 2016; Bidlingmaier
2019). Transmembranovy receptor GPER se nachazi v cytoplazmatické membrané a na
endoplazmatickém retikulu, kde aktivuje rychlou protein kindzovou kaskadu. Jeho piisobeni je
tedy negenomické (Lecomte et al. 2017, Prossnitz et al. 2007; Kang et al. 2010). Funkce ERs
neni stale objasnéna a je nadale zkouména. Je vSak potvrzeno, Zze ERs maji velmi vyznamny
ucinek na reprodukéni soustavu, a proto se tato prace zabyva detekci a lokalizaci ERs
v reprodukénich tkanich a pohlavnich bunkach u kance.

2 Védecka hypotéza a cile prace

Estrogenové receptory jsou nezbytné pro vazbu estrogenti v cilovych tkdnich. Cilem
prace byla detekce alokalizace estrogenovych receptorti ve spermiich a v tkanich varlete
a nadvarlete kance.

Cil prace byl zaloZen na hypotéze, Ze estrogenové receptory ESR1, ESR2 a GPER budou
detekovany v jednotlivych vyvojovych stadiich spermii a také ve tkani varlete i nadvarlete.



3 Literarni reSerse

3.1 Spermie

3.1.1 Spermatogeneze

Vyvoj spermii je vysoce organizovany d¢j, ktery je zahajen v puberté a probiha
v zarodeéném epitelu semenotvornych stocenych kanalka varlat po cely Zivot samce (Weiss
2010; Dumasia et al. 2016; De Sousa et al. 2018; Teves & Roldan 2022).

Tento proces je c¢lenén do dvou na sebe navazujicich etap. Prvni znich je
spermatogeneze, zahrnujici vyvoj spermii od spermatogonie po spermatidy (obrazek 2).
Druhym obdobim je spermiogeneze, pti které dochazi k pfeméné spermatid ve zralé spermie
(obrazek 1) (Weiss 2010; Gunawan et al. 2011; Dumasia et al. 2016).

Spermatogonie jsou kulovité diploidni buiiky nachazejici se u bazalni membrany
semenotvornych kanalkli. Tyto kmenové buiiky se mitoticky déli za vzniku dcefinych bunék
spermatogonii A a spermatogonii B. Spermatogonie typu A setrvavaji ve stadiu
nediferencovanych bunék, spermatogonie typu B se mitoticky déli a dale diferencuji (R0OIj
2001; Teves & Roldan 2022).

Ze spermatogonii B vznikaji primarni spermatocyty, které podstupuji nejdiive prvni
meiotické déleni za vzniku sekundarnich spermatocyti s haploidnim poctem chromozomd.
Nasleduje druhé meiotické déleni, vznikaji spermatidy (Moore & Persaund 2008; Weiss 2010;
Teves & Roldan 2022).

Spermatidy se jiz dale nedéli. Maji jadro s kondenzovanym chromatinem. Prochazeji
dalSim vyvojem, ktery zahrnuje tvorbu akrozomu, bi¢iku a ztratu vétSiny cytoplazmy. Béhem
spermiogeneze se z kulovitych bun¢k postupné vyvijeji spermie, které maji hlavicku a bicik
spojené krékem a jsou ze zarode¢ného epitelu uvoliiované do lumen sto¢enych kanalkt
(Sutovsky & Manandhar 2006; Dumasia et al. 2016; Teves & Roldan 2022).

Golgi apparatus Head
Mitochondria
Acrosomal Acrosome
vesicle Nucleus

Midpiece

Centrioles

Spermatid nucleus

Flagellum
Microtubules

Tail
Flagellum

Obrazek 1 — Vyvoj spermie béhem spermiogeneze (Silber 2018).
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Obrazek 2 — Schematické zndzornéni spermatogeneze a spermiogeneze u savcit (Guerra-
Carvalho et al. 2021).

3.1.2 Morfologie

Spermie je slozena ze 3 hlavnich ¢asti — hlavicky, kréku a bi¢iku (obrazek 3). Morfologie
spermii se zna¢né 1i$i napii¢ druhy i plemeny (Sousa et al 2013; Hook et al. 2021). Vétsina
sav¢ich spermii jsou relativné jednoduché buiiky s kulatymi nebo lopatkovitymi symetrickymi

vvvvvv

hacek (Hook et al. 2021).

Délka spermie u muze a kance je 50-60 pum, u hiebce, psa a kocoura 60 um, u kozla
60—70 um, u berana 70—80 um, u byka 75-90 um (Pesch & Bergmann 2006). Teves & Roldan
(2022) dokonce uvadi, ze celkova délka savéich spermii se pohybuje v rozmezi od 30 do
350 pm.


https://www-sciencedirect-com.infozdroje.czu.cz/science/article/pii/S1871141320304716?via%3Dihub#bib0033

Hlavicka - |

Bicik —

Obrazek 3 — Schématicky ndkres kanci spermie.

(A) Pohled na spermatickou buniku v fezu. 1 — plazmaticka membrana; 2 — vnéjsi akrozomalni
membrana, 3 — akrozomdlni enzymova matrice; 4 — vnitini akrozomalni membrana, 5 — jaderny
obal; 6 — jadro; 7 — zadni prstenec a krcek; 8 — mitochondrie; 9 — proximalni cast biciku, 10 —
prstenec, 11— vidknité pouzdro; 12 — axonema + vnéjsi husta vidkna.

(B) Povrchovy pohled na hlavicku spermie a stiedni cast biciku: 13 — akrozomalni cepicka, 14
— preekvatorialni oblast; 15 — ekvatorialni oblast; 16 — postekvatorialni oblast
(postakrozomalni oblast) (Gadella et al 2008).

Hlavi¢ka

Hlavicka spermie se skldda z akrozomu a jadra, které jsou obklopeny plazmatickou
membranou slozenou z glykoproteini a lipidd. Akrozom je pod plazmatickou membranou
ulozena bunécna organela podoby vacku, zaujimajici predni ¢ast hlavicky spermie (Vacek
2006). Tvofii ho vngjsi a vnitini akrozomalni membrana (Toshimori & Ito 2003). Na akrozomu
1ze odlisit dv€ hlavni ¢asti, akrozomalni Cepicku a ekvatoridlni segment (Brener et al. 2003).
Zadni ¢ast hlavicky mimo akrozom se nazyvéa postakrozomalni oblast (Brener et al. 2003;
Kierszenbaum et al. 2003). Akrozom obsahuje hydrolytické enzymy umoziujici penetraci
spermie pies zona pellucida oocytu, predevsim akrosin a hyaluronidazu (Hirohashi
& Yanagimachi 2018). Spermie s abnormalnimi akrozomy maji zhorSenou schopnost pronikat
skrz vrstvy oocytu (Saacke 2008).

Jadro obsahuje kondenzovany chromatin s haploidni genetickou vybavou (Pesch
& Bergmann 2006). Velikost a tvar hlavicky spermie jsou ur¢eny velikosti a tvarem buné¢ného
jadra a akrozomu. Zmény ve velikosti hlavicky spermie odrazeji anomalie v obsahu DNA
(Lewis et al. 2003), mohou naznaCovat narusenou strukturu chromatinu nebo zmény
na akrozomu (Pena et al. 2005). Abnormality chromatinu vznikaji nejcastéji b&hem
spermatogeneze (Andrabi 2007).
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Tvar hlavicky ovlivituje motoriku spermie (Noorafshan & Karbalay-Doust 2010),
konkrétné zptsob a intenzitu pohybu (Gillies et al. 2009). Malo et al. (2006) uvadi, Ze spermie
s prodlouzenymi hlavickami se pohybuji rychleji nez spermie s hlavickami zaoblenymi.
Spermie s vys$Simi hodnotami elipticity (délka hlavicky/Sitka hlavicky) a $irsi stiedni ¢asti maji
niz8i schopnost progresivniho pohybu (Gil et al. 2009).

Gorski et al. (2018) a Kondracki et al. (2020) uvadi, Ze tvar a rozméry spermii mohou
souviset s jejich koncentraci. U prase¢ich spermii prokazali, ze se zvySujici koncentraci spermii
Vv ejakulatu se velikost hlavicek spermii zvétSovala a jejich tvar byl kulatéjsi.

Bicik

Bicik je nejdelsi ¢asti spermie, kterd zajist'uje jeji pohyb. Sklada se z kréku spojujiciho
hlavicku s bi¢ikem, stiedni ¢asti tvofené mitochondridlni pochvou, hlavni ¢asti a koncové ¢asti.
Stiedem biciku probiha osové vldkno axonema, skladajici se ze dvou centralnich mikrotubult

a kruhové uspotadanych deviti dvojic mikrotubuli (obrazek 4) (Yanagimachi 1994; Eddy
2006).

Acrosome Ouler Dynein Arm (ODA)

Fibrous sheath e—
& /. Inner Dynein Arm (IDA)
Nucleus Radial spoke (RS)
Mitochondrial sheath W/
. 3 Outer dense fiber (ODF)

Mitochondria ° o—_'

Fibrous sheath Microtubule Doublets (MTDs)

Central pair (CP)

Nexin-Dynein e

Regulatory Complex
(NDRC)

Longitudinal column

Axoneme

Obrazek 4 - Schematické zndzornéni hlavnich struktur bi¢iku. Pravé schéma znazornuje pricny
rez hlavni casti biciku ukazujici organizaci axonemy (Touré et al. 2021).

3.1.3 Epididymalni maturace spermii

Spermie jsou na vystupu z varlete morfologicky kompletni, ale nepohyblivé a neschopné
oplodnit oocyt (Dacheux & Dacheux 2014). Po uvolnéni ze semenotvorného epitelu
varlat postupuji systémem vyvodnych kanalku varlete do nadvarlete, a teprve v nadvarleti
funkéné€ dozravaji. Zde spermie podstupuji fadu biochemickych zmén (Gunawan et al. 2011,
Gunawan et al. 2012; Menad et al. 2020). Jedna se ptedevsim 0 zabudovani cholesterolu
a proteint do plazmatické membrany, ¢imz se spermie stava odolnou proti indukci predcasné
akrozomalni reakce. Dochazi rovnéz ke zménam v jadie, akrozomu a bic¢iku. Tyto procesy jsou
regulovany piedevsim proteiny sekretovanymi varlaty a nadvarlaty. Mnoho z nich se vaze na
povrch spermii, jiné podporuji maturaci (Cornwall 2014; De Sousa et al. 2018). Nadvarletni
tekutina obsahuje mimo proteinti i glykoproteiny, enzymy a ionty (Dacheux & Dacheux 2014).
Ve vyvodu nadvarlete dochazi k reabsorpci vody, témér 80—90 % testikularni tekutiny je
reabsorbovano prostiednictvim akvaporinovych kanalti (Hess & Cooke 2018).
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Zrani spermii v ocasu nadvarlete trva 1 az 2 tydny (Dacheux & Dacheux 2014; De Sousa
et al. 2018). Po maturaci sam¢i gameta ziskava schopnost pohybu a migrace v samic¢im traktu,
muize podstoupit kapacitaci, vazat se na membranu oocytu a fGzovat snim (Dacheux
& Dacheux 2014).

3.1.4 Ejakulace

Béhem ejakulace jsou epididymalni spermie obohaceny sekrety pfidavnych pohlavnich
zl4z. Semennd plasma obsahuje dekapacitacni faktory, které zabranuji predcasné kapacitaci
a akrozomalni reakci, zaroven tedy zamezuji schopnost spermiim rozpoznat 00Cyt. Semenna
plasma prodluzuje zivotnost spermii a latky v ni obsazené podporuji schopnost se vazat na
epitel vejcovodu. Ejakulované spermie prochazejici pohlavnim traktem samice jSOU ve svém
postupu zpomaleny mukoidnim prostfedim a jsou zachycovany fasinkovymi epitelialnimi
bunkami vejcovodu Vv tzv. rezervoaru. V tomto rezervoaru dochazi k zadrzeni spermii,
nejpohyblivéjsi, funkéné a morfologicky intaktni spermie jsou z néj postupné uvolfiovany ve
vlnach, ¢imz se snizuje pravdépodobnost polyspermického oplodnéni a zaroven prodluzuje
zivotnost spermii do doby, nez dojde k ovulaci oocytu. Rezervoar je také mistem, kde dochazi
ke kapacitaci a hyperaktivaci spermii (Hunter 2007; Pereira-Lourengo et al. 2019; Zigo et al.
2020).

3.1.5 Kapacitace

Aby byla spermie schopna oplodnit oocyt, musi po ejakulaci podstoupit proces kapacitace
(Mackt & Cech 2002; Sebkova et al. 2012; Ded et al. 2013). Kapacitace zahrnuje fadu fyzikalng
chemickych zmén. Jedna se 0 molekularni zmény na plazmatické membrané, odstranéni
stabilizaéniho (ochranného) obalu spermie, zménu metabolismu (zvyseni produkce energie
v mitochondriich), zvySeni pH, zvySeni koncentrace intracelularnich iontd vapniku
a hydrogenuhli¢itant, fosforylaci proteint, aktivaci systému cAMP/PKA, zménu charakteru
pohybu (hyperaktivaci) (Darszon et al. 2006; Ded et al. 2010; Megnagi et al. 2015; Bernecic
etal. 2019; Zigo et al. 2020). Lipidy hraji zasadni roli ve strukturni a funkéni organizaci
plazmatické membrany spermii. Hlavni zmény se tykaji efluxu cholesterolu, coz vede k poklesu
pomeéru cholesterol/fosfolipidy a tim se zvySuje fluidita membréany. Tyto lipidové a proteinoveé
modifikace na membrané se pravdépodobné podileji na expresi signalnich drah. Zapojené
signalni drahy maji za nasledek kaskadovou tvorbu fosforylaci proteinti fizenych nékolika
kinazami (Travert et al. 2009; Sebkova et al. 2012). Kapacitované, hyperaktivované spermie
putuji za oocytem do mista oplozeni (horni tfetina vejcovodu) (Darszon et al. 2006; Megnagi
et al. 2015; Bernecic et al. 2019; Zigo et al. 2020).

Kapacitace muze byt také provedena in vitro pomoci specifickych médii, ktera tento
proces podporuji (Ded et al. 2010). Kapacitace in vitro vyzaduje pfitomnost tii kli¢ovych
slozek: vapniku, hydrogenuhli¢itanovych ionti a bovinniho sérového albuminu (BSA)
(Darszon et al. 2006).
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3.1.6 Akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce je exocytarni déj zahajeny bezprostiedné po primarni vazb¢ spermie
na oocyt (Gadella et al. 2001). Nejprve dochazi k fazi plazmatické membrany spermie s vnéjsi
akrozomalni membranou, po které nasleduje vyliti obsahu akrozomalnich enzymi. Tyto
enzymy napomahaji K priniku spermie skrz bunéénou vrstvu oocytu cumulus oophorus a ptes
glykoproteinovy obal zona pellucida (obrazek 5) (Gadella et al. 2001; Pesch & Bergmann 2006;
Hirohashi & Yanagimachi 2018). Uvolnéné hydrolytické enzymy jsou nutné k rozpusténi zony
pellucidy pfi penetraci spermii a umoziuji jejich vstup do perivitelinniho prostoru. S oocyty
splyvaji pouze spermie se zreagovanymi akrozomy (Ikawa et al. 2010). Pokud je vSak
akrozomalni reakce zahajena pfili§ brzy pied navazanim na zonu pellucidu, dojde ke ztraté
enzymu a spermie pozbyvaji schopnost priniku skrz zonu, a tedy nejsou schopné oplodnéni
(Gadella et al. 2001). Progesteron a zona pellucida spoustéji akrozomalni reakci tim, ze
ovliviiuji toky iontll. Dochazi k dal§imu zvySovani koncentrace vapenatych iontl, zvyseni pH,
ovlivnéni metabolismu fosfolipidi, hladin cAMP a fosforylaci proteint (Gadella et al. 2001,
Darszon et al. 2006)

Obrazek 5 - Mechanismus interakce
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Fresh reprodukcnim traktu spermie podléhaji
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3.1.7 Fize gamet

Oplozeni neboli fertilizace je proces spojeni dvou gamet (oocytu a spermie) (Gadella
etal. 2001; Wassarman et al. 2001). Z populace milionti spermii se k oocytu dostanou jen
desitky ¢i stovky spermii a pouze jedna spermie dokaze oocyt uspésné oplodnit (Ded et al.
2013). Pred oplozenim se ovulovany oocyt nachazi v meiotickém bloku metafaze 11 bunécného
cyklu. Ekvatorialni segment hlavicky spermie tésné piileha k oocytu a fazuje s jeho obalem. Po
fazi se uvolnuji aktivacni faktory, které vyuzivaji vnitini vapnikové signalni drahy ke spusténi
reaktivace meiotického cyklu oocytu a aktivaci antipolyspermické obrany oocytu. Tato Signalni
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kaskada vynuti dokon¢eni meidzy oocytu a vypuzeni druhého polarniho téliska. Tyto udalosti
podporuji vznik prvojader a replikaci zygotické DNA. Miseni chromozomi je obecné
povazovano za konec oplozeni a zac¢atek embryonalniho vyvoje (Gadella et al. 2001; Zigo et al.
2020).

3.2 Estrogeny

Estrogeny jsou steroidni hormony S pleiotropnimi u¢inky. Jejich nejznaméjsi tlohou je
kontrola fijového/menstruacniho cyklu u samic/zen (Dostalova et al. 2017). Ackoli jsou
estrogeny predevSim povazovany za samic¢i hormony, maji také diilezitou roli v sam¢im
reprodukénim traktu (Gunawan et al. 2012; Bidlingmaier 2019).

Estrogeny vznikaji v reprodukéni soustavé samic a samcll aromatizaci testosteronu (Hess
2003; Arkoun et al. 2014; Bidlingmaier 2019). Cytochrom P450 aromataza neboli estrogen
syntaza je enzym, ktery katalyzuje aromatizaci androgend za vzniku estrogent (Hess 2003;
Fietz et al. 2014).

U samic syntéza aromatazy probiha pfedevsim v granul6znich bunkach predovula¢nich
Graafovych folikuld, pozdgji ve zlutém télisku a béhem gravidity také v placenté (Bidlingmaier
2019). Estrogeny jsou nezbytné pro vyvoj samicich reprodukénich organt a sekundarnich
pohlavnich znakd (Luo & Liu 2020). Béhem pohlavniho cyklu hraji estrogeny kli¢ovou roli
v sekreci luteinizac¢niho hormonu (LH) a folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a nasledné
regulaci zrani folikuld. Estrogeny maji také vliv na strukturu endometria a konzistenci hlenu
Vv déloznim ¢ipku (Bidlingmaier 2019).

U samci Se aromataza Vyskytuje ve varlatech, hlavné v Sertoliho, Leydigovych,
zarodeénych bunkach (Arkoun et al. 2014; Fietz et al. 2014; Bidlingmaier 2019; Cooke
& Walker 2022), dale v nadvarlatech a prostaté (Arkoun et al. 2014). Estrogeny hraji dileZitou
roli téméf ve vSech fyziologickych procesech spermii od produkce spermii ve varlatech az po
oplodnéni v vejcovodu (Ded et al. 2013). Uvadi se, ze estrogeny se podili na regulaci motility
spermie a jsou nezbytné pro ejakulaci spermii ovlivnénim staht hladkého svalstva nadvarlete
(Gunawan et al. 2011).

Je dobfe zdokumentovano, ze ve varleti jsou pfitomny relativné vysoké hladiny
estrogent, které jsou dokonce vyssi nez hladiny v krevnim séru samic. Napiiklad u potkant se
hladina 17pB-estradiolu v séru samic potkanti pohybuje mezi 30 a 90 pg/ml (v zavislosti na fazi
estralniho cyklu), zatimco v tekutin¢ varlete samcu je jeho koncentrace 250 pg/ml. Podobné
u netéhotnych Zzen se koncentrace 17p-estradiolu v krevni plazmé pohybuje v rozmezi 50 az
400 pg/ml, zatimco ve spermatické Zile samcu je jeho koncentrace kolem 1000 pg/ml
(Dostalova et al. 2017). Estrogen je pfitomen vV mimotadné vysoké koncentraci i ve spermatu
(Hess 2003, Gunawan et al. 2011).
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Obrazek 6 — Priumérné koncentrace estrogenii (pg/ml) ve varletni tekutiné u potkana, opice,
byka a kance (Hess 2003).

3.2.1 Estrogenové receptory

Utinek estrogentl na cilové buiiky je zprostfedkovan estrogenovymi receptory (ERS).
V soucéasné dobé jsou znamé tii typy estrogenovych receptori (tabulka 1). ERS jsou zasadni pro
vyvoj, zrani, kapacitaci a akrozomalni reakci spermii. Moduluji intracelularni hladinu vapniku.
Absence ERs v reprodukénich tkanich ma za nasledek negativni G€¢inky na produkci hormont,
spermatogenezi, koncentraci spermii, motilitu spermii a celkovou plodnost (Siriani et al. 2008;
Cooke & Walker 2022).

Estrogenové receptory jsou pfitomny ve varlatech, eferentnich kanélcich a nadvarletech
u vétsiny druhd (Hess 2003), byly nalezeny v riznych bunéénych strukturach: v cytosolu, jadru,
plazmatické membrang, endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu (Levin 2009).

Estrogenova signalizace je komplexni proces, ktery zavisi na bunééném prostiedi
a ptitomnosti receptorti (Dostalova et al. 2017). Estrogenové receptory pusobi jako transkripéni
faktory v jadie buniky (obrazek 7). Po navazani hormonu na receptor se receptor spoji s DNA
regulujici transkripci genu a nasledné ovliviiuje bunénou aktivitu (ESR1, ESR2). Avsak
receptor GPER pusobi tak, Ze indukuje rychlé negenomické drahy prostiednictvim
intracelularnich sekundarnich posli (Gunawan et al. 2011; Gunawan et al. 2012; Arkoun et al.
2014; Rago et al. 2014; Dumasia et al. 2016; Bidlingmaier 2019). Negenomicky zpisob
pusobeni je ve srovnani s genomickym velmi rychly a trva n€kolik sekund az minut (Gruber et
al. 2002; Heldring et al. 2007; Prossnitz et al. 2007).

Kinetické chovani ERs v buikéach umoziuje rychle interagovat s rlznymi proteiny,
chromatinem a DNA. ERs se piesouvaji na riiznd mista v buiikach, aby korigovaly aktivaci
nebo potlacovaly exprese cilovych geni (Kumar et al. 2011.) Estrogenové receptory ESR1
a ESR2 jsou steroidni receptory, které se po navazani ligandu translokuji do jadra (Zimmerman
et al. 2016). Jsou slozeny z odlisnych, ale funkéné interagujicich domén: N-koncové domény,
domény vazajici DNA a domény vazajici ligand (Zhao et al. 2008; Kumar et al. 2011).
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Tabulka 1 — Charakteristika estrogenovych receptorit
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Obrazek 7 - Mechanismus ucinku estrogenovych receptorit (Lecomte et al. 2017).
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Estradiol (E2) zprostiedkovava fenotypové zmény v buitkkach vazbou na sviij receptor.
E2 vstupuje do buiiky pfes lipidové membrany a vaze se na ERS v cytoplazmé nebo v jadre.
ERs zprosttedkovava E2 u€inky prostfednictvim raznych transkripénich mechanismt. V jadie
aktivovany ERs tvofi dimer v tésné blizkosti DNA pifimo v mistech ERE nebo nepiimo
v mistech Spl nebo Apl. Aktivovany ERS je schopen fidit kofaktory a RNA polymerazu II,
ktera umoznuje transkripci cilovych gent (genomové ptisobeni ERS). Kromé toho mohou ERS
vyuzivat rychlé negenomické pulsobeni prostfednictvim aktivace intracelularnich kinaz
souvisejicich se signalizaci ristového faktoru (Lecomte et al. 2017).

Estrogenovy receptor 1 (ESR1; ERa)

ESRI1 je zapojeny do spermatogeneze a spermiogeneze. Podili se na regulaci zrani spermii
(Gunawan et al. 2011). ESR1 zajistuje kvalitu spermii a plodnost (Lazaros et al. 2010;
Safarinejad et al. 2010), naopak ztrata ESR1 je pti¢inou neplodnosti (Cooke & Walker 2022).
ESR1 je pravdépodobné jedinym estrogenovym receptorem potifebnym pro normalni vyvoj
a funkci sam¢iho reprodukéniho traktu (Cooke & Walker 2022).

ESR1 v saméich reprodukénich tkanich

V odborné literatufe jsou Casto uvadény o lokalizaci ESR1 ve tkanich reprodukénich
organti samcil velmi protichlidné informace. Gunawan et al. (2011) napftiklad zjistili, Ze ESR1
je ve varlatech prasat pifitomen pouze v cytoplazmé Sertoliho bunék. Receptor ESR1 ve
varlatech dospélych kanct prokazali také Rago et al (2004), avSak pouze v zarodecnych
bunikach. Ve spermatidach a Sertoliho buitkach nebyl tento receptor detekovan. Stejni autofi
shledali tkan varlat u tfimési¢nich kanecki pro tento receptor jako negativni. ESR1 byl také
detekovan v Leydigovych bunkach varlete u hiebecku pied pubertou a u prepubertalnich
a dospivajicich hiebcti v Sertoliho bunkach (Arkoun et al. 2014). U mnoha druhid savct byl
ESR1 prokazan v Leydigovych bunikach a epitelu vyvodnych kanalka varlat (Carreau & Hess
2010). Pritomnost ESR1 v hlavé nadvarlete je vysoce diilezita, protoze estrogen hraje kli¢ovou
funkci v reabsorpci tekutiny béhem transportu spermii z varlete do hlavy nadvarlete. Tato
reabsorpce tekutiny je nezbytna pro pieziti a zrani spermii béhem jejich deponovani
v nadvarlatech (Gunawan et al. 2011; Menad et al. 2020). Predpoklada se, ze ESR1 je
zodpovédny za regulaci koncentrace spermatu a mtze se podilet na pieziti a motilité spermii
(Rago et al. 2007). Gunawan et al. (2011) identifikovali vyrazny signal ESR1 ve vrstvé
hladkého svalstva v hlavé, téle i ocasu nadvarlete kance. ESR1 v nadvarleti moduluje sekreci
oscilinu, ktery podporuje zralost a zivotaschopnost spermii (Gunawan et al. 2011). Prestoze
byly nalezeny rozdily v lokalizaci ESR1 v nadvarleti riznych druht savci, jeho pfitomnost
Vv epitelu eferentnich kanalkd se ukazala napfic sledovanymi druhy savci jako velmi konstantni
(Hess 2003; Hess et al. 2011; Hess & Cooke 2018). Gunawan et al. (2011) a Menad et al.
(2020) uvad¢ji, ze v epitelu eferentnich kanalki nadvarlete se exprimuje velké mnozstvi
estrogenovych receptorti obecné.
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ESR1 ve spermiich

Gunawan et al. (2011) a Dostalova et al. (2017) popisuji lokalizaci ESR1
Vv epididymalnich a ejakulovanych spermiich v postakrozomalni oblasti a ve stfedni ¢asti biciku
u lidi a prasat. Lokalizace ESR1 v postakrozomalni oblasti implikuje jeho zapojeni do procesu
oplodnéni. Je diilezité poznamenat, ze v postakrozomalni oblasti spermii jsou identifikovany
dalsi proteiny, jako je equatorin a oscilin, které se také podileji na procesu oplodnéni.
Antalikova et al. (2020) lokalizovali ESR1 u byku v ejakulovanych a kapacitovanych spermiich
na akrozomu, u akrozomalnich spermii byl ESR1 lokalizovan v ekvatorialni a postakrozomalni
oblasti (obrazek 8). Arkoun et al. (2014) zjistili lokalizaci ESR1 u koni pfedevsim na bi¢iku
ejakulovanych spermii.

Proteinova databaze uvadi molekulovou hmotnost proteinu ESR1 u kance 66 kDa
(UniProt 2022a). U kancich ejakulovanych spermii byl detekovan protein 0 molekulové
hmotnosti 67 kDa (Rago et al. 2007). Pouzitim riznych protilatek proti ESR1 byl v lidskych
ejakulovanych spermiich detekovan protein molekulové hmotnosti 66 kDa a jeho zkracena
varianta 46 kDa (Dostalova et al. 2017). U bycich epididymalnich, ejakulovanych,
kapacitovanych a AR spermii byly nalezeny dv¢ izoformy ESR1 70 a 30 kDa (Antalikova et al.
2020). Arkoun et al. (2014) detekovali u hieb¢ich ejakulovanych spermii protein o hmotnosti
66 kDa.

Estrogenovy receptor 2 (ESR2; ERp)

ESR2 je zapojen do procesti od vyvoje spermii aZ po oplodnéni oocytu. ESR2 byl u samct
nékterych sledovanych druhl savcid lokalizovan v zarode¢nych bunkach, Leydigovych
a Sertoliho bunkach varlat, nadvarletnich epitelialnich bunkach a spermiich, coz ukazuje na
dilezitou roli ESR2 v procesu spermatogeneze (Gunawan et al. 2012; Arkoun et al. 2014;
Dumasia et al. 2016). ESR2 hraje roli nejspise v regulaci prvniho meiotického déleni nebo ve
zvyhodnéni vstupu primarnich spermatocytti do apoptotické drahy (Gunawan et al. 2012).

Gunawan et al. (2012) a Dumasia et al. (2016) uvedli, ze ESR2 reguluje apoptdzu spermii
a spermatocytd. Pfed dosazenim pohlavni zralosti podstupuje fada zarodecnych bunék
fyziologickou apoptotickou smrt, ktera je fizena velkym poctem gend, vcetné genu
souvisejictho s ESR2. Nadmérna exprese ESR2 vede k zastavé cyklu vyvoje zarodecnych
bun€k nebo apoptéze a nasledné neplodnosti. V disledku toho dochazi k blokadé ristu
zarode¢nych bunék (Gunawan et al. 2012; Dumasia et al. 2016). Samci postradajici ESR2 jsou
vSak plodni bez vyznamnych reproduk¢énich abnormalit (Antonson et al. 2020).
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ESR2 v sam¢ich reprodukénich tkanich

ESR2 byl prokazan ve varlatech, vyvodnych kanalcich, nadvarlatech a prostaté u vétSiny
zkoumanych druhd savcd (Hess 2003; Rago et al. 2004). Ve tkani varlat je pievladajici
variantou estrogenovych receptort (Shaha 2008). Napfiiklad Carrerau et al. (2010) u mysi tento
receptor detekovali ve varleti v Leydigovych a Sertoliho butikach i spermatocytech. Rago et al.
(2004) prokazali pozitivni signal pro ESR2 v Leydigovych buiikach a spermatogoniich kaneckt
ve véku 3 mésicii, u dospélych kancii v zarode¢nych bunkach semenotvornych kanalkt, ale
v Leydigovych a Sertoliho bunikdch ESR2 kanct prokazan nebyl. Gunawan et al. (2012)
detekovali ESR2 u kanci v cytoplasmé Leydigovych a Sertoliho bunék, slab&ji pak
V cytoplazmé bunék zarodeénych. ESR2 byl lokalizovan v hlavé, téle i ocasu nadvarlete
hiebcti (Arkoun et al. 2014) i kancti ptedevsim v epitelialnich bunkach (Gunawan et al. 2012).
U bykut Pearl et al. (2007) dokladuji ESR2 ve vSech ¢astech nadvarlete. Stejnou lokalizaci
ESR2, tedy ve tkani hlavy, t¢€la i ocasu nadvarlete uvadi u n¢kolika sav¢ich druhti i Hess et al.
(2011). ESR2 ma vyraznou expresi v eferentnich kanalcich, podobné jako ESR1. Exprese ESR2
se zda byt relativné slabsi v hlavé nadvarlete, ale silngjsi v téle, ocasu a chamovodu (Hess
2003).

ESR2 ve spermiich

U mysich ejakulovanych spermii byl ESR2 lokalizovan na hlavié¢ce spermie (Gunawan
et al. 2012). Sebkova et al. (2012) rovnéz identifikovali ESR2 na hlavi¢ce mySich spermii,
konkrétné v akrozomalni oblasti. U prasecich ejakulovanych spermii byl ESR2 piitomen v
akrozomu (Rago et al. 2007). U bycich spermii byl ESR2 detekovan na akrozomu,
Vv ekvatoridlni a postakrozomalni oblasti, nicméné dle fdze maturace spermii byly pozorovany
zmény v lokalizaci (obrazek 8) (Antalikova et al. 2020). U hieb¢ich ejakulovanych spermii byl
ESR2 lokalizovan na bi¢iku, autofi udavaji toto zjisténi do souvislosti s moznosti modulace
motility spermii (Arkoun et al. 2014). U lidskych ejakulovanych spermii byl ESR2 rovnéz
detekovan v bic¢iku spermie (Dostalova et al. 2017).

Podle databaze UniProt (2022b) je vypocétena molekulova hmotnost klasické formy ESR2
59 kDa pro ¢loveka, kance a mys. Aquila et al. (2004) v ejakulovanych spermiich ¢lovéka
udavaji molekulovou hmotnost 55 kDa. Lambardovi et al. (2004) se podaftilo detekovat dva
pruhy o hmotnosti 50 a 60 kDa pouze v kulatych spermatidach ¢lovéka, nikoli ve zralych
spermiich. Obdobné byl protein ESR2 o molekulové hmotnosti 50 a 59 kDa nalezen také
v kanc¢ich ejakulovanych spermiich (Rago et al. 2007). U mys$i byl detekovan protein
odpovidajici molekulové hmotnosti 64 kDa (Sebkova et al. 2012; Dostalova et al. 2017).
U bykai se ve spermiich (EP, EJ, KAP a AR) nasly dv¢ izoformy ESR2, a to jedna o molekulové
hmotnosti 47 kDa a druha 30 kDa (Antalikova et al. 2020). Arkoun et al. (2014) detekovali
protein ESR2 molekulové hmotnosti 61 kDa Vv ejakulovanych spermiich hiebct.
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Estrogenovy receptor spirazeny s G proteinem (GPER, GPR30)

GPER je 7-transmembranovy protein, ktery patéi do superrodiny G protein-coupled
receptor (GPCR). Nenachazi se v plazmatické membrang, ale byl také detekovan
v membranovych organelach jako je endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat (Prossnitz
etal. 2007; Dostalova et al. 2017). GPER je kédovany genem GPER1 (Otto et al. 2009).
Strukturalné nesouvisi s klasickymi receptory ESR1 a ESR2. Je povazovan za receptor, ktery
se podili pouze na negenomickém plisobeni estrogenu bez zapojeni transkripnich mechanismu.
Estradiol se vaze na GPER s vysokou afinitou a zprostiedkovava rychlé ucinky, véetné aktivace
kindzy, mobilizace intracelularniho vépniku a stimulace intracelularniho cAMP (cyklicky
adenosin monofosfat) (Prossnitz et al. 2007; Kang et al. 2010). Také bylo prokazano zapojeni
receptoru GPER do regulace proliferace spermatogonii a apoptézy spermatocytil, spermatid
a Sertoliho bun¢k (Dostalova et al. 2017).

GPER v sam¢ich reprodukcnich tkanich

Informace o lokalizaci receptoru GPER ve tkani reprodukénich organti samcti nejsou
priliS rozséhlé. Rago et al. (2011) detekovali tento receptor v Leydigovych a Sertoliho buiikach
varlat ¢loveéka. Rago et al. (2014) pozitivni znaceni detekovali v zarode¢nych bunkach varlat
u mysi. V praci Krej¢ifové et al. (2018) byl nalezen GPER ve varletni tkani kanct
v Leydigovych bunkach a spermatickych bunkach. Také byl lokalizovan ve vSech ¢astech tkané
nadvarlat, coz naznaCuje, ze pritomnost GPER pravdépodobné hraje roli pii zrani
a deponovani spermii do nadvarlete (Krejéifové et al. 2018).

GPER ve spermiich

Rago et al. (2014) identifikovali GPER vyhradné ve stfedni ¢asti bi¢iku lidskych
ejakulovanych spermii. Pfitomnost GPER by z tohoto divodu mohla znamenat zapojeni do
estrogenové signalizace souvisejici s energetickym stavem spermii, coZ moduluje hlavni
funkeni vlastnosti spermii. Pokud jde o kanci spermie, GPER byl identifikovan v akrozomalni
oblasti a ekvatorialnim segmentu, coz mize souviset se ziskanim fertiliza¢ni schopnosti. Déle
byl GPER u kancii prokazan i ve stiedni Casti bi¢iku (Rago et al. 2014). Krejcifova et al. (2018)
nasli GPER v bi¢iku epididymalnich kanéich spermiich ze v§ech zkoumanych ¢asti nadvarlete.
U bykt byl GPER lokalizovan U ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomadlnich spermii
Vv postakrozomalni oblasti, navic bylo pozitivni znaceni detekovano jesté u epididymalnich
spermii v ekvatorialni oblasti a u ejakulovanych a kapacitovanych spermii na apikalni ¢asti
akrozomu (obrazek 8) (Antalikova et al. 2020). Lokalizace GPER v apikalni ¢asti akrozomu
bycich ejakulovanych spermii naznacuje, ze tento receptor se uplatituje v rychlé signalizaci
véetné tokd iontd a funkci sekundarnich posld, které vedou ke kinazové aktivité ovliviujici
kapacitaci spermatu a akrozomalni reakci. GPER je tedy ziejmé tizce spojen s obéma procesy,
podili se na zménach tykajicich se urovné hladiny vapniku (Rago et al. 2014). U ejakulovanych
spermii hiebct byl GPER nalezen v kréku, ve stiedni ¢asti bi¢iku a hlavi¢ce (Arkoun et al.
2014; Gautier et al. 2016).
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Proteinova databaze uvadi molekulovou hmotnost proteinu GPER pro kance 39 kDa
(UniProt 2022c). U kancich a lidskych ejakulovanych spermii byly detekovany proteiny
o0 velikosti 42 kDa (Rago et al. 2014), u hiebce Arkoun et al. (2014) uvadéji proteiny
0 molekulové hmotnosti 38 a 41 kDa. Krej¢ifova et al. (2018) detekovali u kance protein
s molekulovou hmotnosti 42 kDa v extraktech epididymalnich spermii pochazejicich z hlavy
atéla nadvarlete. V extraktu spermii z ocasu nadvarlete byly stanoveny molekulové
hmotnostmi 30, 38 a 48 kDa. Antalikova et al. (2020) potvrdili pfitomnost receptoru GPER
Vv proteinovych extraktech nadvarlete, u ejakulovanych, kapacitovanych a AR spermii u byku
v molekulové hmotnosti 18 a 38 kDa.

ep — ekvatorialni a
postakrozomalni oblast

ej, kap — apikalni oblast
akrozomu a postakrozomalni
oblast

ar — postakrozomalni oblast

GPER1 ep, ej, kap, ar — akrozom,
ESR2 ] kréek

ej — ekvatorialni oblast
ej, kap — akrozom,

postakrozomalni oblast

ej, kap — akrozom
ar — ekvatorialni a
postakrozomalni oblast

Obrazek 8 — Grafické schéma lokalizace estrogenovych receptorit na spermii byka
(Antalikova et al. 2020).
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4 Material a metodika

4.1 Spermie

Inseminacni a nativni davky pochazely od plemennych kancti zZ inseminacni stanice
LIPRA PORK a.s. Skrsin. Nativni davky obsahovaly spermie pouze od jednoho kance, kdezto
inseminaéni davky mohly byt také od jednoho kance nebo obsahovaly smés spermii od dvou
az ti1 kancu — tzv. heterogenni davky. Nativni ejakulat byl béhem dopravy uchovavan v boxu
Z polystyrenu, aby nedoslo k priliSnym vykyvim teploty vzorkii. Spermie byly zpracovany jen
s kratkym odstupem po dorudeni do laboratore KVD CZU. Konzervované inseminaéni davky
byly pfevazeny a v laboratofi uchovavany v temperovaném boxu pfi teploté¢ 17 °C do druhého
dne, kdy byly spermie zpracovany.

4.1.1 Zpracovani vzorki

Kvalita vzorki, ptredevSsim pohyblivost, morfologie a koncentrace spermii, byla
kontrolovana mikroskopicky prostfednictvim stolniho mikroskopu Nicon Eclipse E200
(Japonsko) pti zvétSeni 100x%.

Ziskavani epididymalnich spermii z nadvarlete

Nadvarletni tkan pro ziskdni epididymalnich spermii pochédzela od dospélych kanct
miniprasat chovanych v Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. v Libéchove.

Nadvarle bylo oddéleno od varlete. Bylo rozdéleno na 3 ¢asti — hlava, télo a ocas. Pro
obnazeni kanalk se spermiemi bylo potfeba odstranit povrchovou vazivovou vrstvu. Jednotlivé
useky nadvarlete byly rozstfihany na casti velikosti asi 0,5 cm a vlozeny do zkumavky
s roztokem PBS na bunky (roztok byl pfipraven rozmichanim 1 tablety v 200 ml destilované
vody; Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, USA). Zkumavky byly vloZeny do termostatu
na 37 °C po dobu 30 minut. Doslo tak k vyplavani spermii z kanalk. Hrubé kousky tkané byly
pfecezeny pies gazu a jemna tkai byla odstranéna pomoci centrifugace (NF 400R, Merci, CR)
5 minut pii 50 x g. Supernatant byl pfesat do €isté zkumavky a nasledovala dalsi centrifugace
20 minut pii 300 x g pro ziskani Cisté suspenze spermii. Spermie byly dvakrat promyty
v roztoku PBS na buiiky a odstfed’ovany 10 minut pfi 250 x g. Takto ziskané spermie byly
pouzity pro piipravu vzorka spermii fixovanych na skli¢ka pro imunofluorescenéni mikroskopii
a pripravu pelet spermii pro SDS elektroforézu.
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Piiprava vzorki ejakulovanych spermii

Do 15 ml zkumavky byl napipetovan 1 ml suspenze ejakulovanych spermii a k nému bylo
ptidano 5 ml roztoku PBS na buiiky (Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, USA), ktery
byl ohiaty na laboratorni teplotu. Poté byl vzorek jemné promichan a odstfedén na centrifuze
(NF 400R, Merci, CR) pii 300 x g po dobu 10 minut. Z diivodu zachytavani spermii na sténu
zkumavky bylo provedeno odstiedéni na dvakrat po 5 minutach, po prvnim odstfedéni byla
zkumavka otoc¢ena o 180°. Nasledn¢é byly spermie promyty dvakrat roztokem PBS na bunky
a odstfedény za stejnych podminek, supernatant byl vzdy odstranén. Ziskana peletka spermii
byla oznacena a ulozena v mrazaku pro pozd¢jsi SDS elektroforézu.

4.1.2 Kapacitace ejakulovanych spermii in vitro

Spermie urcené ke kapacitaci byly promyty v PBS na bunky. Po odstfedéni (pti 300 % g
po 10 minut) byly promyty v Basic Hepes mediu a znova bylo provedeno odstiedéni. Po
odstranéni supernatantu bylo Kk peletce spermii pfidano kapacitatni médium Basic Hepes
v mnozstvi 10 ml. Kapacitace probihala v termostatu s 5 % CO> pii teploté 38,5 °C po dobu
3,5 hodiny u nativnich vzorkt a 1,5 hodiny u inseminac¢nich davek. Do termostatu byly
zkumavky uloZeny tak, aby se ke spermiim volné¢ dostal CO2 . V priibéhu kapacitace byla
suspenze nékolikrat lehce promisena. Po kapacitaci byly spermie odstfedény pii 300 x g po
10 minutach, supernatant byl odstranén. Po promyti 2 x v PBS na buiky a odstiedéni byly
peletky uloZzeny do mrazaku pro pozdéji provedenou SDS elektroforézu.

M¢édia uréena pro kapacitaci byla pfipravena z téchto komponent:

Basic Hepes Kapacitaéni médium
1 1 destilované H.O 40 ml Basic Hepes
2,383 g Hepes 0,0792 g glukdza
6,6634 g NaCl 0,022 g pyruvat sodny
0,2386 g KClI 0,8 g BSA (bovinni sérum
0,0408 g NaH2PO4 albumin)
1,4 ml laktat sodny 0,00672 g NaHCO3
0,10018 g MgCI2 x 6H20 0,01176 g CaCl2
0,0220 g pyruvat sodny
2,186 g sorbitol
0,025 ml gentamicin
0,065 g penicilin
0,1 g PVA Poly (vinylalkohol)

23



4.1.3 Indukce akrozomalni reakce u spermii kapacitovanych in vitro

K suspenzi kapacitovanych spermii s PBS na buiiky o objemu 10 ml bylo pfidano 10 pl
kalcia ionoforu (Sigma Aldrich, USA). Inkubace probihala 1,5 hodiny v termostatu s 5% CO
pii 38,5 °C za tcelem indukce akrozomalni reakce u spermii. Po vyjmuti suspenze z termostatu
byly spermie odstfedény pii 300 x g po 10 minut, po odstranéni supernatantu byly 2 x promyty
v PBS na buiiky a vzdy odstfedény, vyslednd peleta byla ulozena do mrazadku pro pozdéjsi
provedeni SDS elektroforézy.

4.2 Pouzité protilatky

K detekci estrogenovych receptort byly pouzity nasledujici protilatky:

PRIMARNI PROTILATKY

ERo (C-311): sc-787: mys$i monoklonalni protilatka proti aminokyselinam
495-595 bovinniho proteinu (Santa Cruz Biotechnology, USA)

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

ERP (1531): sc-53494: mysi monoklonalni protilaitka proti aminokyselinam
256505 lidského proteinu (Santa Cruz Biotechnology, USA)

ERBP (L-20): sc-6822: kozi polyklonalni protilatka proti oblasti v blizkosti
C — konce aminokyselinové sekvence lidského proteinu (Santa Cruz Biotechnology,
USA)

ERpP (H-150): sc-8974: krali¢i polyklonalni protilatka proti aminokyselinam
1-150 lidského proteinu (Santa Cruz Biotechnology, USA)

GPR30 (H-300): sc-134576: krali¢i polyklonalni protilatka proti aminokyselinam
76-375 lidského proteinu (Santa Cruz Biotechnology, USA)

GPER/GPR30 NBP1-31239: krali¢i polyklonalni protilatka proti sekvenci
v C — konci lidského GPR30 (Novus Biologicals, USA)

GPER/GPR30 NLS4271: polyklonalni  krali&i protilatka proti  peptidu
ze 3. extracelularni domény lidského GPER/GPR30 (Novus Biologicals, USA)
SEKUNDARNI PROTILATKY

Imunofluorescence:

Anti — M: kozi proti mysim IgG s FITC, Alexa Fluor 488 (GAM 488), Invitrogen, USA
Anti — M: kozi proti mySim IgG s Cy5 (GAM Cy5), Invitrogen, USA

Anti — R: kozi proti krali¢im IgG s FITC, Alexa Fluor 488 (GAR 488), Invitrogen, USA
Anti — R: kozi proti krali¢im IgG, Alexa Fluor 555 (GAR 555), Invitrogen, USA

Anti — R: kozi proti krali¢im IgG s Cy5 (GAR Cy?5), Invitrogen, USA

Anti — G: osli proti kozim IgG s FITC, Alexa Fluor 488 (DAG 488), Invitrogen, USA
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Western blot:

Anti — M: kozi proti mysim IgG s kienovou peroxidazou (anti mouse HRP), Bio-Rad,
USA

Anti — R: kozi proti krali¢im IgG s kienovou peroxidazou (anti rabbit HRP), Bio-Rad,
USA

Anti — G: krali¢i proti kozim IgG s kienovou peroxidazou (anti goat HRP), Bio-Rad, USA

Pouzité fedéni jednotlivych protilatek pro jednotlivé metody je uvedeno v piiloze
v tabulkéach 3,4 a 6.

4.3 Neprima imunofluorescence na spermiich

4.3.1 VIhka fixace preparata spermii acetonem na skle

Na podlozni sklo byly nakresleny hydrofobni fixou (Liquid Blocker, PAP — pen for
immunostaining; Sigma-Aldrich, USA) 2 krouzky, do nakreslenych krouzkl byla napipetovana
suspenze spermii fedénd v PBS na buiikky v mnozstvi 20 pl.

Nasledné bylo ptidano k suspenzi spermii do obou krouzka 50 ul vymraZeného acetonu.
Po inkubaci 5 minut nasledoval oplach skel PBS na bunky. Sklicka byla ponechana pfi
laboratorni teploté do zaschnuti, poté byla uchovavana v lednici pti 4°C do dal$iho zpracovani.

4.3.2 Lokalizace ERs ve spermiich

Sklicka se spermiemi fixovanymi acetonem byla po vyjmuti z lednice lehce omyta PBS
a osuSena. Poté byla skla pfemisténa do vlhké komirky. Do kazdého fixou nakreslené¢ho
krouzku bylo napipetovano 150 pl SuperBlocku (Thermo Fischer Scientific, USA) pro
blokovani nespecifickych vazeb. Po inkubaci 30 minut nasledoval oplach PBS a osuSeni skel.
Do levého krouzku byla nanesena zvolena primarni protilatka v celkovém mnozstvi 100 pl
fedéna v PBS. Primarni protilatka se fedila v pomérech 1:10 — 1:100 (v pfiloze tabulka 3). Do
pravého krouzku bylo napipetovano pouze 100 pl PBS jako negativni kontrola. Inkubace
spermii s primarni protilatkou probihala ve vlhké komurce v lednici pfi 4°C ptes noc.

Druhy den byla sklicka promyta v roztoku PBS. Po osuseni byla do obou krouzki se
spermiemi nanesena sekundarni protilatka (anti-mouse, anti-rabbit nebo anti-goat) konjugovana
s FITC v objemu 100 pl v fedéni 1:300 v PBS. Sklicka byla inkubovana 30 minut ve tm¢ ve
vlhké komurce pii laboratorni teploté. Po oplachu skel roztokem PBS a osuseni skel byl na skla
nanesen PNA lektinu (peanut agglutinin) s rhodaminem (Eervené barvy pro sledovani integrity
akrozomu; Vector Laboratories, USA) v poméru 1:1000 v PBS do obou krouzkt. Po inkubaci
30 minut ve tmé ve vlhké komirce pfi laboratorni teploté byla skla jemné oplachnuta roztokem
PBS a destilovanou vodou. Po osuseni skel byla skla zamontovana pomoci VestaShieldu DAPI
(4',6diamidin-2-fenylindol, modré barvy pro oznaceni jaderné DNA; Vector Laboratories,
USA) a piekrytim krycim sklem. Vyhodnoceni bylo provedeno prostiednictvim
imunofluorescen¢niho mikroskopu Nikon Eclipse E600 (Japonsko). Preparaty byly snimany
kamerou Nicon Digital Sight DS-Fil (Japonsko) a pro analyzu obrazu byl vyuzit pocitacovy
software NIS Elements. Vysledky byly vyhodnoceny prostiednictvim programu Gimp,
Microsoft Excel a Microsoft Powerpoint.
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4.4 Kryorezy

Preparaty s fixovanymi tkanémi byly pfipraveny v laboratoii fyziologie a reprodukce
Ustavu biochemie a genetiky Zivo&ichii Slovenské akademie véd a poskytnuty pro nase pouziti
a provedeni metody nepiimé imunofluorescence. Tkan¢ varlat a nadvarlat, ze kterych byly
zhotoveny kryofezy, byly nakrajeny na kosti¢ky o velikosti 1 cm®. Nasledn& byly vloZeny do
formicek a byly osSetfeny piipravkem TissueTek (OCT Compound for Cryostat Sectioning,
Australie). Bloc¢ky tkani byly uchovavany v tekutém dusiku pfi teploté¢ -80 °C.V dalsim
zpracovani byly blo¢ky nakréajeny na pfistroji Cryo — cut (Leica, Biocev, Vestec) na tenké fezy
tloustky okolo 5 pm. Kazdy fez byl natazen a nalepen na vytemperované podlozni sklo. Takto
pfipravend skla s fezy byla skladovana v mrazéku pfi teploté -20 °C do dalsiho zpracovani.
K detekci ERs byly kryotezy fixovany vymrazenym acetonem na -20°C po dobu 10 minut.

4.5 Neprima imunofluorescence na kryorezech

45.1 Lokalizace ER ve tkanich

Skla s fixovanymi kryofezy byly vyndany z mrazaku a nechala se vytemperovat. Poté byl
proveden oplach PBS. Po oschnuti skel a ohrani¢eni jednotlivych fezti hydrofobni fixou (Liquid
Blocker, PAP — pen for immunostaining; Sigma-Aldrich, USA) byl do vytvofenych krouzkt
aplikovan SuperBlock (Thermo Fischer Scientific, USA) o objemu 100 ul. Po 30 minutové
inkubaci nasledoval oplach PBS nebo 0,9% NaCl a osuseni. Na jednotlivé vzorky tkani byly
naneseny primarni protilatky (ERa (C-311): sc-787; ERpB (H-150): sc-8974; GPER/GPR30
NLS4271) fedéné 1:40 — 1:50 v PBS (v ptiloze tabulka 4) o celkovém objemu 50 pul do kazdého
krouzku. Na preparat uréeny jako negativni kontrola bylo naneseno stejné mnozstvi PBS.
Tkanové fezy byly inkubovany s primarni protilatkou celou noc ve vlhké komtirce v lednici pti
4°C. Druhy den byly fezy oplachnuty PBS (nebo 0,9% NaCl) a osuSeny. Byla nanesena
sekundarni protilatka (FITC Alexa Fluor 488, Cy5, TRITC Alexa Fluor 555) fedéna 1:300 —
1:500 v PBS o celkovém objemu 50 pul na jeden krouzek. Inkubace probihala pti laboratorni
teploté¢ 1 hodinu ve tm¢ ve vlhké komurce. Nasledoval oplach PBS (nebo 0,9% NaCl)
a destilovanou vodou. Skla byla po osu$eni zamontovana pod kryci skla pomoci VestaShieldu
s DAPI. Vyhodnoceni bylo provedeno za pouziti imunofluorescen¢niho mikroskopu Nikon
Eclipse E600 (Japonsko). Preparaty byly snimany kamerou Nicon Digital Sight DS-Fil
(Japonsko) a pro analyzu obrazu byl vyuzit poc¢itatovy software NIS Elements.
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4.6 Western blot analyza

SDS elektroforéza vyuziva polyakrylamidového gelu. Gel obsahuje detergent
dodecylsiran sodny (SDS), ktery ud€luje proteinlim stejny zaporny naboj a umoziuje tak
separaci proteini na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Molekulova hmotnost separovanych
proteini byla porovnavéna s pfedbarvenymi molekulovymi standardy Precision Plus Protein ™
All Blue Prestained Protein Standards nebo Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-
Rad, USA). Pii SDS elektroforéze byla vyuzita aparatura Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell (Bio-Rad, USA).

4.6.1 Priprava proteinovych extrakti ze spermii vzorku

Z mrazaku byly vyndany pfipravené peletky spermii o objemu cca 50 ul. Po jejich
povoleni na ledu k nim bylo pfidano 150 pl vzorkového neredukujiciho pufru. Takto pfipravena
suspenze byla opakované po dobu 30 minut stiidavé lyzovana na ledu a protiepavana. Poté byly
vzorky 5 minut povaieny v termobloku CH-100, Heating/Cooling dry Block (Biosan, Litva) pii
100 °C a odstiedény na odstfedivce 2 minuty pii 10 000 x g a4 °C. Supernatant byl
piepipetovan do ependorfek a bylo k nému piidano 5 ul merkaptoethanolu. Vzorky byly
opétovné 5 minut povafeny pii 100 °C. Takto pfipravené lyzaty byly pouzity na SDS
elektroforézu.

4.6.2 SDS elektroforéza

Pro separaci extrahovanych proteinti pomoci SDS elektroforézy v polyakrylamidovém
gelu byl pozit 12% separacni gel a 4% zaostiovaci gel.
SloZeni separacniho gelu:

12% separacni gel

2,5ml 1.5 M Tris HCI (pH 8,8) (Bio-Rad, USA)
4 ml 30% akrylamid (Bio-Rad, USA)
3,5 ml destilovana H,O
100 pl 10% SDS (dodecylsiran sodny) (P-Lab, CR)
4,5 ul TEMED (tetramethylethylendiamin; GE Healthcare, Svédsko)
35 ul (az 70 ul) 10% APS (peroxodisiran amonny; Merci, CR)

Separacni gel byl nanesen pomoci pipety mezi skla aparatury ukotvena do sestavy. Gel
byl poté prevrstven destilovanou vodou. Béhem 30 minut doslo k polymeraci gelu. Destilovana
voda byla slita. Na separa¢ni gel byl nanesen zaostfovaci gel nasledujiciho slozeni:

4% zaostiovaci gel

625 ul 0,5 M Tris HCI (pH 6,8) (Bio-Rad, USA)
325 ul 30% akrylamid
1,52 ml destilovana H.O
25 ul 10% SDS
3,8 ul TEMED
35 ul 10% APS
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Vzapéti po naliti zaostfovaciho gelu byl mezi skla vloZen hieben pro vytvarovani jamek
k naneseni vzorkd. Po 30 minutach polymerace gelu byla sestava skel do nadoby aparatury
s elektroforetickym pufrem. Po vyjmuti hiebeni byly do jamek naneseny vzorky o objemu
12 ul a standard o objemu 3 ul pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky. Pofadi nanaSek vzorki je
uvedeno Vv piiloze v tabulce 5. Elektroforéza probihala nejdiive asi 30 minut pii 80 V, po
prostupu vzorki zaostiovacim gelem byla hodnota napéti zvySena na 140 V po dobu 1 hodiny.
SloZeni pufru pro elektroforézu:

Elektroforeticky pufr
7,5 g TRIS 2-amino-2-(hydroxymethyl) propan-1,3-diol
36 g glycin
2,5 g SDS (dodecyl siran sodny)
0,5 litru destilované vody — zasobni roztok
Pracovni roztok — 200 ml zasobniho elektroforetického pufru + 800 ml destilované vody

4.6.3 Elektroprenos separovanych proteinii na NC membranu

Po dokonc¢eni SDS elektroforézy byly gely vyjmuty ze skel sestavy. Gel byl vlozen do
sendvi¢e Slozeného z poréznich houbicek, chromatografickych  papiri Whatman
a nitrocelulozové (NC) membrany (GE Healthcare Amersham Hybond-ECL, USA). Sendvi¢
byl uzavien v perforované kazeté a byl vlozen do blotovaci aparatury (Bio-Rad, USA). Nadoba
byla zalita blotovacim pufrem a uzaviena vikem. Elektropfenos probihal za pribézného
chlazeni pfti konstantnim proudu 0,5 A a 200 V piiblizné 1 hodinu.

SloZeni pufru pro Western blot:

Western blot pufr
3,03g TRIS
14,4 g glycin
100 (200) ml metanol
doplnéni do 1 litru destilovanou vodou

4.6.4 Vizualizace separovanych proteini na NC membrané barvenim Ponceau

Po zakonceni elektropfenosu byl sendvi¢ rozebran. Membrina byla oplachnuta
destilovanou vodou. Pro vizualizaci proteinii na nitrocelulozové membrané a pro kontrolu
ucinnosti jejich odpovidajiciho ptenosu pii dostatecné koncentraci v jednotlivych vzorcich bylo
provedeno barveni Ponceau S red (0,1% Ponceau S v 5% kyseliné octové, Sigma Aldrich,
USA) po dobu pfiblizn¢ 1 minuty. Po kontrole kvality ptenosu proteinii byla membrana
odbarvena v destilované vodé a poté PBS — T. Nasledovala blokace vazebnych mist na NC
membrané pomoci 5% suseného mléka (Blocking agent, Bio-rad, USA) v PBS na tfepacce po
1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po blokaci bylo provedeno 2x promyti po 5 minutach v PBS —
T.
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PBS — fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline) pH 7,2
90 g NaCl
12 g Na2HPO4 % 12 H20
2 g NaH2PO4 x 2 H20 do 1 litru pro zasobni roztok.

Pracovni roztok: 1 dil PBS do 9 dilt destilované vody.

PBS-T 5 % mléko
1 litr PBS 2,5 g susené mléko
0,5—-1 ml Tween 50 ml PBS 1x koncentrované

Membrana byla vlozena do kapsic¢ky z parafilmu. Na jeji licovou stranu s prenesenymi
proteiny byla nanesena primarni protilatka proti estrogenovému receptoru o objemu 2 ml.
Protilatka byla nafedéna v pomérech 1:250-1:500 v PBS (v pfiloze tabulka 6). Pro srovnani
nanasek vzorku a kontrolu v nich obsazenych proteinti byla na kontrolni membranu (nebo na
odmytou membranu jiz pouzitou) nanesena protilatka proti a tubulinu v fedéni 1:10000 v PBS.
Membrana, kterd slouzila jako negativni kontrola, byla inkubovana pouze s PBS. Membrany
byly ulozeny v lednici ptes noc pii 4 °C.

Po inkubaci s primarni protilatkou byla membrana promyvana v PBS —T pro 10 minutach
ve 3 opakovanich. Poté byla na membranu nanesena sekundarni protilatka konjugovana
s kienovou peroxidazou Vv tedéni 1:3000 v celkovém objemu 3 ml v PBS. Pouzité byly
sekundarni protilatky proti mysim, krali¢im nebo kozim IgG. Inkubace probihala 1 hodinu na
rotaéni tfepacce. Poté byl proveden oplach 4x v PBS — T po 5 minutach a 2 x v PBS také
v intervalu 5 minut.

4.6.5 Imunodetekce proteinii na NC membrané

Vizualizace studovanych proteinti byla provedena pomoci metody chemiluminiscence se
substratem SuperSignal West Pico PLUS (Thermo Fischer Scientific, USA) a pfistroje Azure
c300 Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA). Vysledky detekce byly vyhodnoceny
denzitometricky v programu C-Digit Studio (LICOR, USA), Microsoft Excel a STATISTICA.

4.6.6 Odmyti NC membrany pro opakované pouziti

Po imunodetekci proteini v piistroji Azure c300 Gel Imaging System (Azure Biosystems,
USA) byla membrana odmyta. K odmyti byl pouzit komer¢ni roztok Western blot stripping
Buffer (Thermo Fischer Scientific, USA). Malé mnozstvi roztoku bylo nalito na membranu
umisténou Vv nadob¢, pol0 minutach na tfepacce byl slit. Membrana byla nasledné promyta
5 minut v PBS — T a 5 minut v PBS. Poté byla znovu pouzita nebo byla uchovana v mrazaku
pro pozd¢jsi vyuZiti.
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5 Vysledky

Byla provedena detekce a lokalizace estrogenovych receptorti (ERS) pomoci specifickych
protilatek (kapitola 4.2) u epididymalnich, ejakulovanych a kapacitovanych spermii a spermii
po indukci akrozomalni reakce (AR) (kapitola 4.1) a ve tkani varlat a nadvarlat (kapitola 4.4)
za vyuziti metody nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie (kapitola 4.3 pro spermie; kapitola
4.5 pro tkan¢). Vysledky ziskané pii imunofluorescenéni mikroskopii byly doplnény analyzou
proteinovych extrakti metodou Western blot (kapitola 4.6).

5.1 Lokalizace estrogenovych receptori ve spermiich

Pro detekci ERs ve spermiich byla zvolena imunofluorescenéni mikroskopie (kapitola
4.3) s pouzitim fixovanych spermii pomoci vymrazeného acetonu (kapitola 4.3.1). Vysledky
detekce ERs v kancich spermiich jsou uvedeny nize na nasledujicich sériich snimkii (obrazky
9 az 24). Obrazky zahrnuti 4 typy snimkd: modré znaceni hlavi¢ek spermii (DAPI) znazoriuje
jadernou DNA, zelené znaceni (FITC) znaci pozitivni detekci zkoumaného ERs, Eervené
znaeni znazoriuje integritu akrozomu a na poslednim snimku jsou vSechna zminéna znaceni
slou¢ena dohromady. Ke vSem studovanym vzorkum byly provedeny negativni kontroly
(obrazek 25). Dale byly veskeré ziskané vysledky schématicky znazornény na obrazku 26
a podrobnéji zapracovany do tabulky 2. Rozdily mezi nativnimi a insemina¢nimi davkami
spermii nebyly pozorovany. Vysledky uvedené v této praci jSOU prezentovany na inseminaénich
davkach.

Pii zpracovani vzorktl spermii procesem in vitro kapacitace (kapitola 4.1.2) , bylo
.predpokladano, ze spermie tento proces podstoupily. Kapacitace byla podpofena inkubaci
Vv kapacita¢nim médiu s Hepes. Vzorky, u kterych byla provedena indukce akrozomalni reakce
(kapitola 4.1.3) byly hodnoceny zaroven s detekci ERs na spermiich za vyuziti nepiimé
imunofluorescence. Sortovani bunék bylo provedeno podle piitomnosti a nepfitomnosti
akrozomu na zaklad¢ vazby lektinu PNA na akrozom. U riznych vzorki po in vitro AR bylo
zjisténo ruzné procento spermii, které tento proces podstoupily. Bylo hodnoceno celkem 200
bunék. U kazdého prezentovaného vzorku AR je uvedeno v legendé pod obrazkem kolik
procent spermii prodélalo akrozomalni reakci.
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5.1.1 Detekce ESR1 protilatkou ERa (C-311)

K detekci ESR1 byla pouzita myS$i monoklonalni protilatka ERo (C-311): sc-787 v fedéni
1:50 a sekundarni protilatka proti mySim IgG Alexa Fluor 488 fedéna 1:300. Na obrazcich
9 — 11 je zobrazena detekce ESR1 u EJ, KAP a AR spermii.

Ejakulované spermie

U ejakulovanych spermii (obrazek 9) bylo detekovano pozitivni znaceni na akrozomu,
kréku a stfedni ¢asti biciku. U individudlnich spermii bylo detekovano slabé znaceni celého
biciku.

Obrazek 9 — Lokalizace ESR1 myS$i monoklonalni protilatkou ERa (C-311) v ejakulovanych
spermiich.
Al —modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1,B2 — zelené¢ FITC pozitivni reakce ESR1 na akrozomu (akr), kréku (kr€) a stfedni ¢asti
bi¢iku (s¢), individudlni spermie slabé znaceni celého biciku (bi€), snimky jsou zobrazeny
v odlisném zvétSeni, pii vétsSim zvétSeni (obrazek B2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie
s detailngj$im znacenim studovaného proteinu,

C1 — Cerven¢ PNA (detekce integrity akrozomu),

D1,D2 — prolozeni snimktt DAPI + FITC + PNA, snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétseni,
pti vétSim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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Kapacitované spermie

U kapacitovanych spermii (obrazek 10) bylo detekovano pozitivni znaceni na akrozomu,
krcku a stfedni ¢asti biciku, u individudlnich spermii bylo detekovano slabé znaceni celého
biciku, tak jako u EJ spermii (obrazek 9).

Obrazek 10 — Lokalizace ESRI myS$i monoklonalni protilaitkou ERo (C-311) in vitro
kapacitaci.

Al — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelené FITC pozitivni reakce ESR1 na akrozomu (akr), krcku (kr€) a stiedni Casti
biciku (s€), individudlni spermie slabé znaceni celého bi¢iku (na snimku neni zobrazeno, silny
signal potladil slaby signal), snimky jsou zobrazeny v odlisSném zvétSeni, pii v&tSim zvétSeni
(obrazek B2) jsou viditelné detailni Casti spermie s detailngjSim znacenim studovaného
proteinu,

C1 — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu),

D1, D2 — prolozeni snimki DAPI + FITC + PNA, snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétSeni,
pti vétSim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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Spermie po akrozomalni reakci

U spermii, které prosly AR (obrazek 11) byla pozorovana zména v lokalizaci ESR1
V porovnéni s EJ a KAP spermiemi (obrazek 9 a 10). U AR spermii byl ztracen pozitivni signal
na akrozomu, naopak se objevil v postakrozomalni oblasti. Signal v kré¢ku, stiedni ¢asti a leckdy
Vv celém biciku zlstal zachovan.

Al

Obrazek 11 — Lokalizace ESRI mysi monoklondlni protilatkou ERo (C-311): sc-787 ve
spermiich po in vitro akrozomalni reakci

A1l —modife DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelen¢ FITC pozitivni reakce ESR1 v postakrozomalni oblasti (po), krcku (krc)
astiedni casti biCiku (s€), individudlni spermie cely bicik (s¢), snimky jsou zobrazeny
v odliSném zvétSeni, pii vétSim zvétSeni (obrazek B2) jsou viditelné detailni Casti spermie
s detailn&j$im znacenim studovaného proteinu,

C1 — cervené PNA (detekce integrity akrozomu), procento akrozomalné zreagovanych spermit
bylo v tomto vzorku 75%, na snimku je pozorovana 1 spermie (ozna¢ena modrou Sipkou),

u které neprobé&hla akrozomalni reakce, ostatni spermie maji zcela rozpadlé akrozomy, a proto
nejsou na snimku pozorovany,

D1, D2 — prolozeni snimktit DAPI + FITC + PNA, snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétSeni,
pii vétsim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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5.1.2 Detekce ESR1 protilatkou ERa (HC-20)

K detekci ESR1 byla vyzkouSena i jina primarni protilatka, a to krali¢i polyklonalni
protilatka ERa (HC-20): sc-543 v fedéni 1:50 a sekundarni protilatka proti krali¢cim IgG Alexa
Fluor 488 fedénd 1:300. Na obrazcich 12 — 14 jsou znazornéné lokalizace ESR1 u EJ, KAP
a AR spermii.

Ejakulované spermie

U ejakulovanych spermii byl zjistén vyrazny signadl ESR1 ve stfedni ¢asti biciku, pon¢kud
slabsi signaly v nizkém zastoupeni byly detekované i na akrozomu a v postakrozomalni oblasti
(obrazek 12).

Al

Obrazek 12 — Lokalizace ESRI pomoci krali¢i polyklondlni protilatky ERa (HC-20)
v ejakulovanych spermiich.

A1l —modife DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelené FITC pozitivni reakce ESR1 ve stfedni ¢asti bi¢iku (s¢), individualni spermie
slabé znaeni akrozomu (akr) a postakrozomalni oblasti (po), snimky jsou zobrazeny
v odliSném zvé&tSeni, pii vétsim zvétSeni (obrazek B2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie
s detailn€j$im znacenim studovaného proteinu,

C1 — Cerven¢ PNA (detekce integrity akrozomu),

D1, D2 — prolozeni snimki DAPI + FITC + PNA, snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétSeni,
pii vétsim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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Kapacitované spermie
U kapacitovanych spermii (obrazek 13) bylo pozorovano totozné znaceni ESR1 jako
u ejakulovanych spermii (obrazek 12), a to ve stiedni ¢asti biCiku, slab&ji pak V niz§im
zastoupeni na akrozomu a v postakrozomalni oblasti.

Obrazek 13 — Lokalizace ESRI pomoci kradli¢i polyklonalni protilatky ERa (HC-20) ve
spermiich po in vitro kapacitaci.

A — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B — zelené FITC pozitivni reakce ESR1 na stfedni ¢asti bic¢iku (s¢), individudlni spermie slabé
znaceni akrozomu (akr), postakrozomalni oblasti,

C — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu),
D — prolozeni snimkt DAPI + FITC + PNA.
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Spermie po akrozomalni reakci

Spermie po AR (obrazek 14) mély rovnéz pozitivni detekci ESR1 ve stiedni ¢asti bi¢iku
a slabé znaceni v postakrozomalni oblasti jako EJ a KAP spermie (obrazek 12 a 13), nicméné
vlivem akrozomalni reakce slaby signal na akrozomu zmizel. Navic se vSak objevil

v

intenzivngj$i signal v hlavni a koncové ¢asti biciku.

Obrazek 14 — Lokalizace ESRI pomoci krali¢i polyklonalni protilatky ERa (HC-20) ve
spermiich po AR.

A — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B — zelené¢ FITC pozitivni reakce ESR1 na stfedni c¢asti biciku (s€), slabé znaceni
postakrozomalni oblasti (po), hlavni a koncové Casti biciku (bi€), slaby signal na akrozomu
zmizel,

C —Cervené PNA (detekce integrity akrozomu), akrozomovée zreagovanych spermii bylo 80 %,
akrozomy nejsou vidét z dlivodu jejich rozpadu po prodélané akrozomalni reakei,

D — proloZeni snimkti DAPI + FITC.
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51.3 Detekce ESR2 protilitkou ERp (H-150)

K detekci ESR2 byla pouzita krali¢i polyklonalni protilatka ERB (H-150): sc-8974
viedéni 1:50 a sekundarni protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 488 fedéna 1:300.
Na obrazcich 15 — 17 je znazornéna detekce GPER u EJ, KAP a AR spermii.

Ejakulované spermie

Receptor ESR2 byl lokalizovan u ejakulovanych spermii (obrazek 15) na akrozomu,
v ekvatoridlnim segmentu a krcku. Byly pozorovany individuality ve znaceni stiedni Casti
bic¢iku nebo celého biciku.

Obrazek 15 — Lokalizace ESR2 pomoci krali¢i polyklondlni protilatky ERfS (H-150)
v ejakulovanych spermiich.

A1l — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelené FITC pozitivni reakce ESR2 na akrozomu (akr), na ekvatoridlnim segmentu
(es), krcku (krc), individualni spermie na stfedni ¢asti biciku (s¢) nebo slabé znaceni na celém
bi¢iku, snimky jsou zobrazeny v odliSném zvétSeni, pii vétSim zvétSeni (obrazek B2) jsou
viditelné detailni ¢asti spermie s detailnéj$im znacenim studovaného proteinu,

C1 — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu),

D1, D2 — prolozeni snimktit DAPI + FITC + PNA, snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétSeni,
pti vétSim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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Kapacitované spermie

Receptor ESR2 byl lokalizovan u kapacitovanych spermii (obrazek 16) na akrozomu,
v ekvatoridlnim segmentu a kr¢ku. Individudlni znaceni celého biciku, které bylo
u ejakulovanych spermii ojedin€lé, bylo pozorovano témeét u vSech kapacitovanych spermii.

Obrazek 16 — Lokalizace ESR2 pomoci kralici polyklondlni protilatky ERS (H-150) ve
spermiich po in vitro kapacitaci.

A1l —modife DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelené FITC pozitivni reakce ESR2 na akrozomu (akr), ekvatoridlnim segmentu
(es)a krcku (krc€), slabé znaceni biciku, snimky jsou zobrazeny v odliSném zvétSeni, pii vEtSim
zvétSeni (obrazek B2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie s detailngj$im znaenim studovaného
proteinu,

C1 — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu),

D1, D2 — prolozeni snimktit DAPI + FITC + PNA, snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétSeni,
pii vétSim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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Spermie po akrozomalni reakci

Receptor ESR2 byl lokalizovan u AR spermii (obrazek 17) v krcku a slabé na celém
bic¢iku. Silny signdl na akrozomu u AR spermii zmizel, také zmizel signal v ekvatoridlnim
segmentu v porovnani s EJ a KAP spermiemi (obrazky 15 a 16).

Obrazek 17 — Lokalizace ESR2 pomoci kradli¢i polyklondlni protilatky ERp (H-150) ve
spermiich po in vitro akrozomadlni reakci.

A — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),
B — zelené FITC pozitivni reakce ESR2 na kr¢ku a slabé na biciku,

C —Cervené PNA (detekce integrity akrozomu), akrozomové zreagovanych spermii bylo 70 %,
spermie nejsou na snimku C1 vidét, divodem je zcela rozpadly akrozom po prodélané
akrozomalni reakci,

D — proloZeni snimki DAPI + FITC.
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5.14 Detekce GPER protilatkou GPR30 (H-300)

K detekci GPER byla pouzita krali¢i polyklonalni protilatka GPR30 (H-300): sc-134576
v fedéni 1:50 a sekundarni protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 488 fed¢éna 1:300. Na
obrazcich 18 — 20 je znédzornéna detekce GPER u EJ, KAP a AR spermii.

Ejakulované spermie

Receptor GPER byl u ejakulovanych spermii (obrazek 18) lokalizovan na akrozomu.
Také byl lokalizovan na bi¢iku. Na snimcich je slaby signal na bic¢iku potlacen intenzivnim
signalem na akrozomu.

C1

Obrazek 18 — Lokalizace GPER pomoci kralici polyklonalni protilatky GPR30 (H-300)
v ejakulovanych spermiich.

A1l —modife DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelené FITC pozitivni reakce GPER na akrozomu (akr), slaby signal na bi¢iku (bic),
snimky jsou zobrazeny v odliSném zvétSeni, pti vétSim zvétSeni (obrazek B2) jsou viditelné
detailni ¢asti spermie s detailn€j$im znacenim studovaného proteinu,

C1 — Cerven¢ PNA (detekce integrity akrozomu),

D1, D2 — prolozeni snimkiit DAPI + FITC + PNA, snimky jsou zobrazeny v odliSném zvétSeni,
pii vétsim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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Kapacitované spermie

Receptor GPER u kapacitovanych spermii (obrazek 19) byl shodné lokalizovan, tak
jako u EJ spermii (obrazek 18), a to na akrozomu a bi¢iku. Opét je snimcich slaby signal na
bi¢iku potlacen intenzivnim signalem na akrozomu.

Obrazek 19 — Lokalizace GPER pomoci krali¢i polyklondlni protilatky GPR30 (H-300) ve
spermiich po in vitro kapacitaci.

A — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B — zelené FITC pozitivni reakce GPER na akrozomu (akr), byl pozorovan 1 slabsi signal na
biciku, ktery neni na tomto snimku viditelny (silny signal potlacil slaby signal),

C — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu),

D — proloZeni snimki DAPI + FITC + PNA.
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Spermie po akrozomalni reakci

U spermii po AR (obrazek 20) nebylo detekovano zadné znaceni na rozdil od EJ a KAP
spermii (obrazky 18 a 19) Na snimku B je zachycena spermie (oznacena bilou Sipkou), ktera
podstoupila akrozomalni reakci a tém¢f ztratila pozitivni znaceni na GPER. Pro srovnani je na
stejném snimku zobrazena spermie (ozna¢end modrou Sipkou), kterd neprod¢lala akrozomalni
reakci a pietrvava u ni pozitivni znaceni na akrozomu a biciku.

Obrazek 20 — Lokalizace GPER pomoci krali¢i polyklondlni protilatky GPR30 (H-300) ve
spermiich po in vitro akrozomalni reakci.

A — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),
B — zelen€ FITC,

C — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu), procento spermii, které prodélalo akrozomalni
reakci po in vitro inkubaci v tomto vzorku bylo pouze 20%,

D — proloZeni snimktit DAPI + FITC + PNA.
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5.1.5 Detekce GPER protilatkou GPER/GPR30 NLS4271

K detekci GPER byla vyzkouSena i dalsi primarni protilatka, a to krali¢i polyklonalni
protilatka GPER/GPR30 NLS4271 v fedéni 1:50 a sekundarni protilatka proti krali¢im IgG
Alexa Fluor 488 tfedéné 1:300. Na obrazcich 21 — 24 je znazornéna detekce GPER u EP, EJ,
KAP a AR spermii.

Epididymalni spermie

Ve spermiich izolovanych z nadvarlete (obrazek 21) bylo zachyceno zna¢eni GPER na
hlaviéce abi¢iku. Nejsilngj§i znaeni na hlavicce bylo lokalizovano na akrozomu
a postakrozomalni oblasti. Slabsi znaceni se vyskytovalo v malych okrscich po celé hlavic¢ce
a celém bic¢iku. U spermii z hlavy nadvarlete se vyskytovalo 14 % pozitivnich detekci na celém
biciku. U spermii z téla nadvarlete bylo zjiSténo 41 % pozitivnich detekci na bic¢iku. U spermii
z ocasu nadvarlete bylo zjistétno 72 % pozitivnich detekci na bi¢iku z celkového poctu

200 hodnocenych bun¢k (graf 1).
A Ci
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Cc2
EP2
C3
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Obrazek 21 — Lokalizace GPER pomoci kralici polyklondlni protilatky GPER/GPR30
NLS4271 v epididymalnich spermiich. EP1— spermie z hlavy nadvarlete, EP2 — spermie z téla
nadvarlete, EP3 — spermie z ocasu nadvarlete. Zobrazené snimky jsou v riuzném zvétseni.

Al, A2, A3 — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2, B3 — zelen¢ FITC pozitivni reakce GPER na hlavicce spermie (hl), od EP1 ptes EP2
po EP3 se zvySoval pocet spermii s pozitivni reakci na biciku (bic¢) (graf 1),

C1, C2, C3 — Cerven¢ PNA (detekce integrity akrozomu),
D1, D2, D3 — prolozeni snimki DAPI + FITC+ PNA.
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Pozitivni detekce GPER na biciku

200
0,
% 150 143 (72%)
C
=}
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3 81 (41%)
@]
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28 (14%)
0
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Spermie z jednotlivych ¢asti nadvarlete

Graf 1 — Pocet bunék s pozitivni detekci GPER na bic¢iku. EP1 — spermie z hlavy nadvarlete,
EP2 — spermie z téla nadvarlete, EP3 spermie z ocasu nadvarlete.

Ejakulované spermie

U ejakulovanych spermii (obrazek 22) bylo detekovano GPER se silnym signdlem na
kréku. Dale bylo pozorovano znac¢eni na akrozomu ve formé¢ drobnych okrskii a ve stfedni
¢asti biciku. U nékterych spermii bylo zaznamenano pozitivni znaceni na celém biciku.

c

Obrazek 22 — Lokalizace GPER pomoci krali¢i polyklondlni protilatky GPER/GPR30
NLS4271 v ejakulovanych spermiich.

A — modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B — zelené€ FITC pozitivni reakce GPER na krcku spermie, stiedni ¢asti biciku, slabé okrsky na
akrozomu (akr) a biciku (bic¢),

C — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu),
D — proloZeni snimkid DAPI + FITC+ PNA.
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Kapacitované spermie

U kapacitovanych spermii (obrazek 23) byl GPER detekovan na krcku a celém biciku,
slabé znaceni bylo pozorovano v drobnych okrscich na hlavicce.

Obrazek 23 — Lokalizace GPER pomoci krali¢i polyklondlni protilatky GPER/GPR30
NLS4271 ve spermiich po in vitro kapacitaci.

A1l —modife DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelen¢ FITC pozitivni reakce GPER na kréku (kr€) a biciku (bi€), slabé okrsky na
hlavicce (hl), snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétSent, pii vétSim zvetSeni (obrazek B2) jsou
viditelné detailni ¢asti spermie s detailn€j$im znacenim studovaného proteinu,

C1 — Cervené PNA (detekce integrity akrozomu),

D1, D2 — prolozeni snimkti DAPI + FITC+ PNA, snimky jsou zobrazeny v odlisném zvétSeni,
pii vétSim zvétSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni ¢asti spermie.
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Spermie po akrozomalni reakci

U AR spermii (obrazek 24) byl pozorovan silny signal v postakrozomalni oblasti oproti
EJ a KAP spermiim (obrazky 22 a 23). Okrskové znaceni na hlavicce, celém krcku a biciku
zustalo zachovano, tak jak bylo pozorovéano u EJ a KAP spermii.

Obrazek 24 — Lokalizace GPER pomoci krali¢i polyklondlni protilatky GPER/GPR30
NLS4271 ve spermiich po in vitro akrozomadlni reakci.

A1l —modife DAPI (znaceni jaderné DNA),

B1, B2 — zelené¢ FITC pozitivni reakce GPER v postakrozomalni oblasti (po), krcku (kr€)
a biciku (bic), slabé okrsky na hlavi¢ce (hl), snimky jsou zobrazeny v odliSném zvétSeni, pii
vetsim zvetSeni (obrazek B2) jsou viditelné detailni Casti spermie s detailnéjSim znacenim
studovaného proteinu,

C1 —Cervené PNA (detekce integrity akrozomu), procento spermii, které prodélalo akrozomalni
reakci v tomto vzorku bylo 80%, akrozomy nejsou pozorovany z divodu jejich rozpadu po
akrozomalni reakci,

D1, D2 — proloZeni snimkti DAPI + FITC, snimky jsou zobrazeny v odliSném zvétSeni, pii
vetsim zvetSeni (obrazek D2) jsou viditelné detailni Casti spermie.
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U vSech studovanych vzorki spermii (EP, EJ, KAP a AR) byla provedena negativni
kontrola (obrazek 26), kterd ve vSech pokusech vysla negativné. Primérni protilatka nebyla
inkubovéna. Kontrola byla inkubovana pouze se sekundarni protilatkou (Alexa Fluor 488).

Obrazek 25 — Negativni kontrola u ejakulovanych spermii.
A — spermie zobrazené v kanélu FITC bez pozitivni reakce,

B — prolozené snimky spermii negativni kontroly DAPI + FITC + PNA.

Pro shrnuti veskerych vysledki dosazenych v této praci bylo vytvoieno schéma lokalizaci
estrogenovych receptorti (obrazek 26). Blizsi specifikace znaeni U spermii, které prosly
jednotlivymi fazemi maturace byly zpracovany do tabulky 2 nize.

ESR1 ESR2 GPER

«— akr

hi4 +«— €5 m

«—— po

«— krc

bic -

Obrazek 26 — Schématické znazornéni vSech lokalizaci estrogenovych receptorii.

Tmavsi barva znazoriuje silny signal, svétlejsi barva slaby signal. Vysvétlivky: hl —
hlavicka, bi¢ — bicik, akr — akrozom, es — ekvatorialni segment, po — postakrozomalni oblast,
kr¢ — kréek, s¢ — stiedni ¢ast, h¢ — hlavni ¢ast, k¢ — koncova ¢ast.
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Tabulka 2 — Piehled pozitivnich detekci estrogenovych receptorit pomoci specifickych

protildatek. (NP — neprovedeny pokus).

protilatky epididymalni ejakulované
akrozom, kréek,
stiredni ¢ast
biciku,
individualni
spermie slabé
znaceni celého
biciku
stiredni ¢ast
biciku,
individualni
spermie slabé
znaceni akrozomu
a postakrozomalni
oblasti
akrozom, krcek,
slabé znaceni
ekvatorialniho
segmentu,
individualni
spermie stiedni
¢ast nebo cely
bicik

ERa (C-311):

sc-787 NP

ERa (HC-20):

5c-543 NP

ERp (H-150):

sc-8974 NP

GPR30 (H-
300): sc-
134576

akrozom, slabg
NP bicik
kréek, slabé
okrsky na hlavicce
predevsim na
akrozomu, bi¢ik

GPER/GPR30
NLS4271

okrsky po
celé hlavicce,
bic¢ik

kapacitované

akrozom, kréek,
stiedni ¢ast
biciku,
individualni
spermie slabé
znaceni celého
bic¢iku
stiredni cast
bic¢iku, slabé
znaceni
akrozomu,
postakrozomalni
oblasti

akrozom,
ekvatorialni
segment, kréek,
slabé znaceni
bi¢iku

akrozom, slabé
bigik

krcek, cely

bicik, slabé
okrsky na
hlavicce

akrozomalni

postakrozomalni
oblast, krcek,
stiredni ¢ast
bi¢iku,
individualni
spermie cely bicik
stiredni ¢ast
bic¢iku, slabé
znaceni
postakrozomalni
oblasti, hlavni a
koncové ¢asti
biciku

kréek, slabé
znaceni biciku

ztrata signalu

postakrozomalni
oblast, krcek,
cely bicik, slabé
okrsky na hlavicce

Tento piehled znazornuje specifické znaceni jednotlivych protilatek, které maji detekovat
ERs. Protilatky ERa (C-311): sc-787 a ERa (HC-20): sc-543 rozpoznavaly ESR1. Mezi témito
protilatkami jsou pozorovatelné rozdily v lokalizaci tohoto receptoru u jednotlivych spermii.
Protilatka ERP (H-150): sc-8974 rozpoznavala ESR2. Protilatky GPR30 (H-300):
sc-134576 a GPER/GPR30 NLS4271 rozeznavaly receptor GPER. RovnéZz je mozné vidét
rozdilnou lokalizaci GPER pfi pouziti téchto odlisnych protilatek. Kazda protilatka je zamétena
proti odliSnym epitoptiim, a proto je lokalizace ERs odlisna. Protilatky: ERP (1531): sc-53494,
ERp (L-20): sc-6822 a GPER/GPR30 NBP1-31239 na spermiich neznacily a ERS pomoci
téchto protilatek se nepodatilo detekovat.
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5.2 Lokalizace estrogenovych receptoru ve tkani varlat a
nadvarlat

Z tkang varlat a nadvarlat byly zhotoveny kryotezy, které byly fixovany vymrazenym
acetonem. Pro lokalizaci estrogenovych receptori byla zvolena nepiima imunofluorescencni
mikroskopie (kapitola 4.5). Tkané byly inkubovany se 3 typy primarnich protilatek: ERa (C-
311): sc-787, ERPB (L-20): sc-6822, GPER/GPR30 NLS427 v rizném fedéni. Byly pouzity
| rizné typy a fedéni sekundarnich protilatek (Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555, Cy5). Ruzné
varianty spocivaly i v fedéni protilatek v PBS nebo fyziologickém roztoku (podrobné
informace v piiloze v tabulce 4). I pfes tyto provedené varianty experimentd Se estrogenové
receptory ve tkani varlat a nadvarlat nepodafilo lokalizovat. Imunofluorescen¢ni znaceni bylo
nespecifické (obrazek 27) nebo nebylo vibec detekovano. Duvodem téchto vysledki byla
pravdépodobné neoptimalizovana metodika.

hladkosvalové bunky

sekrecni epitel

lumen kanalku

spermie

Obrazek 27 - Lokalizace GPER ve tkdni nadvarlete (ocas). Byla pouZita primarni protilatka
GPER/GPR30 NLS4271 a sekundarni protilatka proti kralicim IgG Alexa Fluor 488 redena
1:300, zvétseni 200x.

A —modie DAPI (znaceni jaderné DNA),

B — zelené€ FITC pozitivni reakce GPER v sekre¢nim epitel (bild Sipka) a spermiich (modra
Sipka), znaceni se jevi jako nespecificke,

C — prolozeni snimkii DAPI + FITC.
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5.3 Lokalizace estrogenovych receptorii v
proteinovych extraktech ze spermii na NC membranach

Pro detekci ERs byla provedena extrakce proteind (kapitola 4.6.1), které byly separovany
pomoci SDS elektroforézy ve 12% akrylamidovém gelu (kapitola 4.6.2) a pieneseny na NC
membranu (kapitola 4.6.3). Poté byla provedena vizualizace proteinii barvenim Ponceau
(obrazek 28) (kapitola 4.6.4). Po odbarveni byly membrany inkubovany se specifickymi
protilatkami proti ERs (kapitola 4.2) a byla provedena imunodetekce (kapitola 4.6.5).
U detekovanych proteinti byly vypocteny molekulové hmotnosti (obrazek 29-32) a byla
provedena denzitometricka analyza (graf 2—4) a statistické vyhodnoceni.

ST EJ EJ KAP KAP AR AR

Obrazek 28 - Vizualizace pienesenych proteinii barvenim Ponceau na NC membrdné.

Na membrany byly vzdy nanéseny vzorky od dvou kancti v chronologickém potadi dle
stadia maturace od ejakulovanych spermii, spermii po in vitro kapacitaci, az po spermie, které
podstoupily in vitro akrozomalni reakci.
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5.3.1 Detekce ESR1 protilatkou ERa (HC-20)

K detekci ESR1 v proteinovych extraktech spermii byla pouzita primarni protilatka ERo
(HC-20) v fedéni 1:250 a sekundarni protilatka proti krali¢im IgG konjugovana s HRP v fedéni
1:3000. Byl imunodetekovan jeden protein ESR1 o velikosti 52 kDa (obrazek 29) v EJ, KAP a
AR spermiich. Dale byla provedena denzitometricka a statisticka analyza tohoto proteinu (graf
2).

ESR1 a tubulin
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Obrazek 29 - Imunodetekce ESR1 na vzorcich extrahovanych proteinii ze spermii.

V programu STATISTICA byla provedena analyza, v niz byla porovndvana
vyznamnost mnozstvi ESR1 v proteinovych extraktech z EJ, KAP a AR spermii pomoci
t-testu (v ptiloze tabulka 8). Z vysledkl vyplyva ze: existuje statisticky vyznamny rozdil mezi
ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi v mnozstvi ESR1. Také existuje statisticky
vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po akrozomalni reakci
v mnozstvi ESR1 a neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi kapacitovanymi spermiemi
a spermiemi po akrozomalni reakci v mnozstvi ESR1.

ESR1 53‘ kDa

1,6

A
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Graf 2 - Denzitometricka analyza mnoZstvi proteinu ESRI (52 kDa) vitaZend k optické
denzité o tubulinu ve vzorcich. Chybové usecky znazornuji smeérodatnou odchylku od priumeéru.
Svorky s hvezdickou vyjadruji statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky.

Relativni opticka denzita
o
0 -
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5.3.2 Detekce ESR2 protilatkou ERp (H-150)

Pro detekci ESR2 byla pouzita primarni protilatka ER B (H-150): sc-8974 v fedéni 1:250
a sekundarni protilatka proti kralicim IgG konjugovana s HRP v fedéni 1:3000. Western blot
analyzou byly detekovany v ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomalné¢ zreagovanych
spermiich 3 izoformy ESR2 o molekulovych hmotnostech 27 kDa, 35 kDa a 42 kDa (obrazek
30). Dale byla provedena denzitometrickd a statistickd analyza mnozstvi proteinu
ESR2 (35 kDa) (graf 3).
ESR2 o tubulin
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Obrazek 30 - Imunodetekce ESR2 na vzorcich extrahovanych proteinii ze spermii.

V programu STATISTICA byla provedena analyza, v niz byla porovnavana
vyznamnost mnozstvi ESR2 (na zéklad¢ denzitometrické analyzy) v proteinovych extraktech z
EJ, KAP a AR spermii pomoci t-testu (v pfiloze tabulka 9). Z vysledki vyplyva ze: neexistuje
statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po kapacitaci, rovnéz
neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi a Spermiemi po
akrozomalni reakci, ale existuje statisticky vyznamny rozdil mezi spermiemi po kapacitaci
a spermiemi po akrozomalni reakci v mnozstvi ESR2.
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Graf 3 - Denzitometrickda analyza mnoZstvi proteinu ESR2 (35 kDa) vitaZena k optické
denzité a tubulinu ve vzorcich. Chyboveé usecky znazornuji smeérodatnou odchylku od primeéru.
Svorka s hvezdickou vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky.
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5.3.3 Detekce GPER protilitkou GPER/GPR30 NLS4271

Pro detekci GPER byla pouzita primarni protilitka GPER/GPR30 NLS4271 v fedéni
1:500 a sekundarni protilatka proti krali¢im IgG konjugovana s HRP v fedéni 1:3000. Western
blot analyzou byly detekovany v ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomaln¢ zreagovanych
spermiich 4 izoformy GPER o molekulovych hmotnostech 80 kDa, 66 kDa, 43 kDa a 25 kDa
(obrazek 31). Dale byly detekovany v epididymalnich spermiich 3 izoformy GPER
0 molekulovych hmotnostech 52 kDa, 43 kDa a 29 kDa (obrazek 32). Dale byla provedena
denzitometricka a statisticka analyza proteinu GPER (66 kDa) (graf 4).

GPER a tubulin
ST EJ EJ KAP KAP AR AR ST EJ EJ KAP KAP AR AR
250kDa v L
150 kDa —» N "
100kDa —
75kDa — [ p—,
— - — = <« 66kDa
50 kDa—— i ----- = @ <« 55kDa
«—43kDa
37 kDa— 0 -
25kDa—» . « 25kDa
20 kba—» -
15kDa___,

Obrazek 31 - Imunodetekce GPER na vzorcich extrahovanych proteinii ze spermii.

GPER a tubulin
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Obrazek 32 - Imunodetekce GPER na vzorcich extrahovanych proteinit 7 epididymalnich
spermii.
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V programu STATISTICA byla provedena analyza, v niZ byla porovnavana vyznamnost
mnozstvi GPER v proteinovych extraktech z EJ, KAP a AR spermii pomoci
t-testu (v ptiloze tabulka 10). Z vysledkd vyplyva ze: neexistuje statisticky vyznamny rozdil
mezi ejakulovanymi, kapacitovanymi a spermiemi po akrozomalni reakci v mnozstvi GPER.

GPER 66 kDa
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Graf 4 - Denzitometricka analyza mnoZstvi proteinu GPER (66 kDa) vitaZenad k optické
denzité a tubulinu ve vzorcich. Chyboveé usecky znazornuji smeérodatnou odchylku od primeéru.
Mezi vzorky nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil.

Relativni opticka denzita

Protilatky ERa (C-311) a ER B (1531): sc-53494 nefungovaly na membranach piili§
spolehliveé, detekovat ERs se podatilo jen v nékterych piipadech. Protilatka ER B (L-20):
$C-6822 neznacila na membranach vibec (tabulka 6).

Vysledky ERS z nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie a proteinti pfenesenych na
NC membranu jsou formou detekce ano/ne uvedeny v piiloze v tabulce 7. Z této tabulky
vyplyva, ze nekteré specifické protilatky nemusi byt pro danou analytickou metodu vhodné.
Také jsou zde znazornény rozdily v detekci u nékterych vzorki, které mohou byt zplisobené
individualitou kanct.
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6 Diskuze

Spermie po dokonceni spermiogeneze je sice morfologicky vyvinuta, ale neni schopna
rozpoznat ani oplodnit oocyt. Tyto schopnosti ziskava az béhem fazi matura¢niho zrani.
V prub¢hu maturace dochazi ke znaénym reorganizacim proteint, lipida a sacharidti na povrchu
spermie. Bé&hem téchto jsou komponenty jednotlivych domén plazmatické membrany
pfidavany, nahrazovany, ménény, pfeskupovany a ztraceny (Brener et al. 2003; Darszon et al.
2006; Ded et al. 2010; Megnagi et al. 2015; Bernecic et al. 2019; Zigo et al. 2020). Pfi studiu
proteintl je nutné vzit v tvahu skute¢nost, ze spermie prochdzi témito zménami, a proto mohou
byt jednotlivé proteiny v danych fazich matura¢niho vyvoje 1épe ¢i hiife detekovatelné.

Tato prace je zamétena na detekci a lokalizaci proteinl estrogennich receptorti v tkani
varlat a nadvarlat a ve spermatickych bunikach u kanci. Prase¢i model je vhodnym organismem
pro experimentalni Ucely. Tkdné¢ a buiiky jsou pro vyzkum snadno dostupné, navic tento
organismus je velmi podobny lidskému. Cili i praseéi spermie jsou na urovni podobnosti
lidskych spermii (Geisert et al. 2019).

Estrogeny u samcl jsou nutné pro normdlni pribéh spermatogeneze, vyvoj spermii
a jejich motilitu, kapacitaci a akrozomalni reakci spermii. Primarni funkce estrogent u samci
spociva v regulaci mnozstvi tekutiny ve vyvodnych kanalcich varlete (Gunawan et al. 2011,
Hess 2003; Gunawan et al. 2011; Hess et al. 2011; Hess & Cooke 2018; Menad et al. 2020).
Estrogeny ptisobi na organizmus prostiednictvim estrogenovych receptort (ERs). ERs jsou
zapojeny do regulace normalni funkce reprodukénich procest. Nékteré z nich, konkrétné ESR1
a ESR2, jsou umistény v jadfe, byla vSak prokazana pfitomnost receptoru GPER, ktery je
asociovany Sbunécnou membranou. Pro pochopeni ucinkli estrogenovych receptorii
ovliviiyjicich pochody Vv reprodukéni tkani samce je nezbytné provést detekci a lokalizaci
jednotlivych ERs v pohlavnich organech a pohlavnich buiikdch. Této problematice se vénovalo
mnoho autort, ktefi publikovali pomérné riznorodé vysledky nejen v zavislosti na zvoleném
druhu zvifete, ale v ramci jednoho druhu. Dtivodem téchto odlisnosti miize byt mnoho aspekta,
mezi né lze zatadit naptiklad rozdilné podminky pii zpracovani vzorkd, odliSny metodicky
piistup nebo pouziti jinych protilatek a jejich fedéni.
Lokalizace ERs ve spermatickych buiikach v pribéhu jejich zrani

Gunawan et al. (2011) lokalizovali ESR1 pomoci protilatky ERa (HC-20)
Vv postakrozomalni oblasti a bi¢iku epididymalnich spermii kancti. My jsme pomoci stejné
protilitky ERo (HC-20) lokalizovali ESR1 ve stfedni casti biciku, slab&ji pak
Vv postakrozomalni oblasti hlavicky spermii u ejakulovanych, kapacitovanych a AR spermii.
U ejakulovanych a kapacitovanych spermii navic bylo pozorovano slabé znaceni akrozomu.
U spermii po akrozomalni reakci bylo zaznamenano slabé znaceni hlavni a koncové c¢asti
bi¢iku. Pouzita protilatka ERa (HC-20) je krali¢i polyklonalni protilatka cilena proti C-konci
aminokyselinové sekvence lidského proteinu. Rago et al. (2007) detekovali ESR1 u kanct
v ejakulovanych spermiich ve stfedni ¢asti bi¢iku a slabé v ¢asti koncové pomoci mysi
monoklonalni protilatky ERa (F-10), ktera rozpoznava mapovani epitopu v oblasti C-konce
lidského ESR1. My jsme pouzili jesté primarni mysi monoklonalni protilatku ERa (C-311),
ktera je zaméfena proti aminokyselinam 495-595 bovinniho proteinu. Byla detekovana silna
signalizace ve stfedni ¢asti biciku u ejakulovanych, kapacitovanych spermii a spermii po

55



akrozomalni reakci. U ejakulovanych a kapacitovanych spermii byl navic zaznamenan vyrazny
signal na akrozomu, ktery byl u spermii po akrozomalni reakci (AR) ztracen. Naopak u spermii
po AR byl ESR1 detekovan v postakrozomalni oblasti. U ejakulovanych, kapacitovanych
spermii a spermii po AR byl pozorovan slaby signal na biciku.

Rago et al. (2007) identifikovali ESR2 v akrozomu ejakulovanych spermii kance za
pouziti protilatky ERB (H-150). Tato lokalizace je v souladu s naSimi vysledky ziskanymi se
stejnou protilatkou u ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Av§ak my jsme detekovali jesté
dalsi znaceni ESR2, a to v ekvatoridlnim segmentu, kr¢ku a bic¢iku ejakulovanych
I kapacitovanych spermii. U spermii po akrozomalni reakci bylo ztraceno pozitivni znaceni
akrozomu, zachovalo se pouze silné znaceni krcku a slabé znaceni celého bi¢iku. Protilatka
ERp (H-150) je krali¢i polyklonalni protilatka proti aminokyselinam 1-150 lidského proteinu.
K detekci ESR2 jsme vyzkouseli i dalsi protilatky, a to ERB (1531) mysi monoklonalni
protilatku proti aminokyselinam 256505 lidského proteinu a ERP (L-20) kozi polyklonalni
protilatku proti oblasti v blizkosti C-konce aminokyselinové sekvence lidského proteinu. Ani
jedna z té&chto protilatek vsak nefungovala. Netspéch detekce je velmi diskutabilni. Mohl byt
zpusoben nevhodnou fixaci, nevyhovujicim fedénim protilatek, nebo tim, Ze jsou protilatky
vyrobené na mys$im, krali¢im, kozim ¢i lidském modelu a nemusi tudiz zcela dobte fungovat
na modelu prasec¢im. Také zplsob fixace je zasadni z hlediska zachovani ¢i poruseni celistvé
struktury spermie. V zavislosti na typu pouzité fixacni latky muze dochazet k Castecné nebo
uplné propustnosti plazmatické membrany. Pouzitd protilatka tak mize vice ¢i méné pronikat
ptes plazmatickou membranu do spermatické buniky. V této préci jsme fixovali spermatické
builkky metodou vlhké fixace s vymraZzenym acetonem, ktery bunénou membranu
permeabilizuje.

Krejcitova et al. (2018) detekovali GPER v bi¢iku kanéich epididymalnich spermii
pochazejicich ze vSech zkoumanych ¢asti nadvarlete (hlava, télo, ocas) za pouziti kralici
polyklonalni protilatky K-19-R. Rago et al. (2014) lokalizovali GPER na akrozomu, v
ekvatoridlnim segmentu a stfedni ¢asti bi¢iku ejakulovanych spermiich kancii. Tyto vysledky
vychazely shodné u obou pouzitych primarnich protilatek, kralici polyklonalni protilatky
LS-A4271, jez mapuje tieti extracelularni doménu lidského GPER a krali¢i polyklonalni
protilatky K-19-R mapujici vnitini oblast lidského GPER. V nasi praci jsme méli k dispozici
3 odlisné protilatky, a to GPR30 (H-300) krali¢i polyklonalni protilatku proti aminokyselinam
76-375 lidského proteinu, krali¢i polyklonalni protilatku GPER/GPR30 NBP1-31239 proti
sekvenci v C-konci lidského GPER a krali¢i polyklonalni protilatku GPER/GPR30 NLS4271
proti peptidu ze 3. extracelularni domény lidského GPER. S protilatkou GPR30 (H-300) jsme
shodn¢ lokalizovali GPER na akrozomu a bi¢iku u ejakulovanych spermii, stejné tak
u kapacitovanych spermii. U spermii po akrozomalni reakci byl signal na akrozomu ztracen.
S protilatkou GPER/GPR30 NLS4271 byla zjisténa rozdilna lokalizace. Tuto protilatku jsme
pouzili u epididymalnich spermii, kde jsme GPER detekovali na hlavi¢ce a bi¢iku. Zajimavosti
je, ze se od spermii pochazejicich z hlavy pres spermie z téla po spermie z ocasu nadvarlete
zvysovala intenzita pozitivniho znaceni na bic¢iku. Toto zjisténi naznacuje, ze by se GPER mohl
podilet na ziskdni schopnosti pohybu u spermii. U ejakulovanych, kapacitovanych spermii
aspermii po AR jsme zaznamenali intenzivni signal v kréku a bi¢iku, slabsi signal byl
pozorovan v malych okrscich na hlavi¢ce. U spermii po akrozomalni reakci byl navic detekovan
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signal v postakrozomalni oblasti. Tteti protilatka GPER/GPR30 NBP1-31239 nefungovala. Po
inkubaci spermii s touto protilatkou jsme zadné fluorescencni znaceni nedetekovali. Diivodem
je zifejmé opét otazka vybéru protilatek i odliSnych metodickych postupt.

Lokalizace ERs ve varletni a nadvarletni tkani

ERs byly zkoumany ve varlatech a nadvarlatech mnoha savcich druhii. ESR2 je v celém
sam¢éim reprodukénim traktu vSudypiitomny, zatimco ESR1 je tkanové specificky (Gunawan
etal. 2011; Hess et al., 2011; Arkoun et al. 2014).

Gunawan et al. (2011) lokalizovali ESR1 pomoci krali¢i polyklonalni protilatky ERa
(HC-20) v cytoplazmé Sertoliho a Leydigovych bunék a v zarode¢nych bunikach kancich varlat.
V nadvarleti byl ESR1 lokalizovan v epitelidlnich bunkach hlavy a téla nadvarlete
a v hladkosvalové tkani ocasu nadvarlete.

Gunawan et al. (2012) zvolili u kanct pro detekci ESR2 polyklonalni kozi protilatku ER3
(L-20). ESR2 byl lokalizovan pomoci této protilatky také v zarodeénych, Leydigovych
i Sertoliho bunkach varlat a také v epitelidlnich buiikdch hlavy, téla a ocasu nadvarlete.
Krejcitfova et al. (2018) lokalizovali GPER pomoci protilatky K-19-R ve varletni tkani kanct
v Leydigovych a spermatickych bunkach, byl rovnéz lokalizovan v tkani vSech usekl
nadvarlat.

V naSich experimentech byly tkanové fezy z varlat a nadvarlat inkubovany se 3 typy
protilatek: ERa (C-311), ERB (L-20) a GPER/GPR30 NLS427. V fezech tkani varlat
I nadvarlat kance bylo pozorovano i nespecifické znaceni. Dokonce byla ve tkani varlat
i nadvarlat zaznamenana autofluorescence. Pro eliminaci nespecifit ve znaceni byly pouzity
rizné sekundarni protilatky (Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555, Cy5). Vysledkem vsak bylo
i nadale nespecifické znacCeni nebo Zadné znadeni detekovano nebylo. Tyto neuspokojivé
vysledky mohly byt zptisobeny nevhodné zvolenou metodikou. Dal§im divodem mohlo byt
také ovlivnéni stavu epitopu ERs fixaci vymrazenym acetonem, jehoz disledkem
pravdépodobné byla slabsi vazba specifickych protilatek a ziskani negativnich vysledku. Jinou
pravdépodobnou pii¢inou by mohl byt snadny prunik protilatky do bunék a jeji navazani se na
podobné epitopy za vzniku nespecifického znaceni.

Lokalizace ERs v proteinovych extraktech ze spermii na NC membrané

Proteinovéd databaze uvadi molekulovou hmotnost ESR1 u kance 66 kDa (UniProt
2022a). Vyrobce protilatek Santa Cruz Biotechnology (USA) uvadi molekulovou hmotnost
u ESR1 dlouhé izoformy 66 kDa, kratké izoformy 54 kDa, ER46 48 kDa a ER36 36 kDa. Rago
et al. (2007) u kancich ejakulovanych spermii detekovali mysi monoklonalni protilatkou ERa
(F-10) protein o molekulové hmotnosti 67 kDa. My jsme detekovali pomoci protilatky ERa
(HC-20) v ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomalné zreagovanych spermiich kanct
zkracenou variantu ESR1 o velikosti 52 kDa.

.Databaze UniProt (2022b) uvadi molekulovou hmotnost ESR2 59 kDa u kanct. Vyrobce
protilatek Santa Cruz Biotechnology (USA) uvadi pro ESR2 molekulovou hmotnost 56 kDa.
Rago et. al (2007) nalezli s pomoci protilatky ERP (H-150) u kancich ejakulovanych spermii
protein ESR2 o velikosti 50 a 59 kDa. My jsme detekovali v ejakulovanych, kapacitovanych
a akrozomaln¢ zreagovanych spermii kanct 3 izoformy ESR2 o molekulovych hmotnostech
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27 kDa, 35 kDa a 42 kDa rovnéz pti pouziti protilatky ERB (H-150). Tyto vysledky naznacuji,
ze ESR2 je pravdépodobné glykosylovany. Moznosti, ktera také prichazi v uvahu, je rozpad
ESR2, protoze ke vzorku nebyly pfidany proteindzové inhibitory.

Proteinova databaze UniProt (2022c) uvadi u kance molekulovou hmotnost proteinu
GPER 39 kDa. Vyrobce protilatek Santa Cruz Biotechnology (USA) uvadi molekulovou
hmotnost 38 kDa. Rago et al. (2014) pti pouziti protilatek K-19-R a LS-A4271 GPER prokazali
u ejakulovanych kanc¢ich spermii protein o velikosti 42 kDa. Krejéifova et al. (2018) detekovali
pomoci protilatky K-19-R protein GPER rovnéz s molekulovou hmotnosti 42 kDa v extraktech
epididymalnich spermii pochazejicich z hlavy a téla nadvarlete kance. V extraktu spermii
zocasu nadvarlete stanovili jest¢ dalsi proteiny o molekulové hmotnostmi
30, 38 a 48 kDa. My jsme detekovali v epididymalnich spermiich izoformy GPER
0 molekulovych hmotnostech 52 kDa, 43 kDa a 29 kDa. Dale jsme detekovali v ejakulovanych,
kapacitovanych a akrozomalné zreagovanych spermiich kancu 4 izoformy GPER
0 molekulovych hmotnostech 80 kDa, 66 kDa, 43 kDa a 25 kDa. V pfipadé molekulovych
hmotnosti 80 kDa a 66 kDa se muze jednat o dimery GPER. Protein GPER 0 molekulové
hmotnosti 52 kDa mohl podstoupit postranslaéni modifikaci nebo protilatka mohla rozpoznat
jiny protein, ktery je podobny GPER. Molekulova hmotnost 43 kDa je velmi blizka vysledku
42 kDa, kter¢ zjistili Rago et al. (2014) a Krejcifova et al. (2018). Rovnéz molekulova hmotnost
29 kDa zjisténa u epididymalnich spermii je velmi blizkda hmotnosti 30 kDa, kterou
identifikovali Krej¢itfova et al. (2018). Molekulova hmotnost GPER 25 kDa je pravdépodobné
zkracena forma tohoto receptoru.

Urcité rozdily ve zjiSténé molekulové hmotnosti mohly byt zplsobeny detekci
specifickych novych sestfihovych variant nebo pouzitim jiné metodiky a protilatek rizného
puvodu (Dostalova et al. 2017). Rozdily zjisténé v detekci ERs mohou byt zapiic¢inéné
I postranslaénimi modifikacemi. Postransla¢ni modifikace se vyskytuji na postrannich fetézcich
aminokyselin nebo peptidovych vazbach. Jsou nejCastéji zprosttedkovany enzymatickou
aktivitou. Enzymy jako kinazy, fosfatazy, transferazy a ligazy ptidavaji nebo odstranuji
funk¢ni skupiny (proteiny, lipidy nebo cukry) do nebo z postrannich fetézcti aminokyselin.
Protedzy S§tépi peptidové vazby, dochdzi tak k odstranéni specifickych sekvenci nebo
regulacnich podjednotek. Signalni peptid proto muze byt odstépen. Mnoho proteinl je
modifikovano kratce po dokonceni translace, aby zprostfedkovaly spravné sbaleni proteinu
ajeho stabilitu nebo aby protein nasmérovaly do odliSnych bunéénych kompartmenti
(napf. jadro, membrana). Naptiklad glykosylace probiha v mistech, kde se nachazi serin,
asparagin nebo treonin. Dalsi modifikaci, které probiha na proteinech, je ubikvitinace, ktera
miize zmenit molekulovou hmotnost proteinu az o 8§ kDa. Dals$i postranslacni modifikace jsou
fosforylace, nitrosylace, methylace, acetylace, lipidace a proteolyza, vS§echny mohou ovlivnit
detekci a lokalizaci ERs (Jensen 2004; Kiernan 2007; Ramazi & Zahiri 2021).

Nase vzorky proteinti spermii byly pro elektroforetické rozdéleni ptipravovany
Vv redukujicich podminkach. Nabizi se moznost nedokonalé redukce a tim pfetrvani vzdjemného
spojeni proteinil disulfidickymi mustky za vzniku dimert
(66kDa a 80kDa GPER). Naopak nizsi zjisténé molekulové hmotnosti u ESR2 mohly byt
zapric¢inéné nevhodnou manipulaci s proteiny a jejich naslednou degradaci.
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Protilatky ERa (C-311) a ER B (1531): sc-53494 nefungovaly pii detekci separovanych
proteinti na membranach zcela spolehlive, detekce ERs se nezdafila ve vSech experimentech.
Protilatka ER B (L-20): sc-6822 neznacila proteiny na membranach vibec.

Z denzitometrické analyzy ESR1 z proteinovych extraktt kan¢ich spermii Ize zaznamenat
zvysujici se koncentraci receptoru ESR1 pocinaje od spermii ejakulovanych ptes kapacitované
az ke spermiim po AR. Nabizi se idea, Ze ejakulované spermie maji na povrchu velké mnozstvi
proteinti ze semenné plasmy (Hunter 2007; Pereira-Lourengo et al. 2019; Zigo et al. 2020),
které mohou ESR1 obalovat, a proto mize byt ESR1 hiie detekovatelny. Pti kapacitaci tyto
proteiny odchazeji, u spermii béhem akrozomalni reakce se rozpada akrozom, spermie ma
méné cytoplasmy a ESR1 muze byt proto snaze detekovatelny. V ptipadé denzitometrické
analyzy ESR2 byla nejvyssi koncentrace protein zjisténa V ejakulovanych spermiich,
U kapacitovanych spermii byla i v porovnani s koncentraci u spermii po AR koncentrace
nejniz§i. Toto zjisténi by mohlo odpovidat pfedpokladu, Ze v ejakulovanych spermiich mize
byt ESR2 zakotven pomoci palmitoylace do vnitini vrstvy plazmatické membrany (Cohen
2021), tudiz mize byt dobfe detekovatelny. Ubytek mize byt dan moznou ztratou akrozomi
béhem kapacitace a manipulace se vzorkem, piekvapujici je navySeni po AR, ale to mlze byt
zpusobeno lepsi izolovatelnosti ER2 u spermii bez akrozomu, kdy dochazi k odhaleni oblasti
(napf. jadro a cytoplasma jsou pfistupnéjsi), kde je také ukotven ESR2. U denzitometrické
analyzy GPER nebyly pozorovany vyrazné rozdily v koncentraci tohoto receptoru mezi
spermiemi ejakulovanymi, kapacitovanymi a témi po AR. Vysledky denzitometrické analyzy
mohly byt ovlivnény manipulaci a procesy pfi ziskani proteinovych extraktt. Napiiklad ve
vzorcich ejakulovanych spermii mohlo byt pfitomné urcité mnozstvi jiz kapacitovanych
spermii, Ve vzorcich spermii po in vitro akrozomalni reakci nemusely nékteré spermie tento d¢j
podstoupit.

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze je velmi obtizné detekovat na kanc¢im modelu ERs na
zaklad¢ protilatek vyrobenych na jiném druhu, miZe tak dochazet k mnoha nepfesnostem
a nespecifitam.
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[ Zavér

Estrogenové receptory u spermii a v tkanich reprodukénich organti jsou pfedmétem
zajmu mnoha odbornych studii. Diivodem tohoto pomérné intenzivniho védeckého badani je
jejich pfitomnost v zivocisnych buiikach cilovych tkani, ktera je nezbytné nejen pro navazani
hormont estrogentl, ale umoznuje i vazbu endokrinnich disruptorti, které tak mohou ovlivnit
gametogenezi a reprodukci celkove.

Nase prace byla zalozena na hypotéze, ze budou estrogenové receptory ESR1, ESR2
I GPER prokazany v jednotlivych vyvojovych stadiich spermii a rovnéz ve tkani varlete
a nadvarlete kancii. Estrogenové receptory byly v nasi praci prokazovany ve spermiich
ziskanych ~ znativni iz inseminaéni davky a  vtkdnich metodou  nepfimé
imunofluorescen¢ni mikroskopie. ESR1  se podafilo lokalizovat na akrozomu,
Vv postakrozomalni oblasti, krcku a biciku. ESR2 byl nalezen ve stejnych strukturach s odliSnou
intenzitou znaceni, navic byl zjiStén pozitivni signdl i1 v ekvatoridlnim segmentu. GPER
byl detekovan na akrozomu, v malych okrscich po celé hlavicce, postakrozomalni oblasti,
kréku a biciku. Mezi spermiemi jednotlivych stadii zrani byla pozorovéna lokalizace ERs
rozdilné, také pouziti jednotlivych protilatek mélo vliv vyslednou lokalizaci. NaSe vysledky
ziskané pfi detekci estrogenovych receptori ve tkanich varlat a nadvarlat nebyly prikazné.
V pfevazné vétsiné experimentii bylo detekované znaceni pouze nespecifické. Za ucelem
ziskani komplexnéjSich informaci o estrogenovych receptorech ve spermiich kanct byla
provedena také jejich detekce v proteinovych extraktech na nitrocelul6zové membrané. V EJ,
KAP a AR spermiich byly detekovany proteiny ESR1 0 molekulové hmotnosti 52 kDa. ESR2
byl nalezen ve 3 zkracenych izoformach 42 kDa, 35 kDa a 27 kDa. GPER byl detekovan ve
4 izoformach : 80 kDa, 66 kDa, 43 kDa a 25 kDa. GPER byl detekovan i v proteinovych
extraktech epididymalnich spermii, u kterych byly zjistény 3 izoformy 52 kDa, 43 kDa
a 29 kDa.

Odlisnosti naSich a publikovanych vysledkt jinych autor by mohly byt, zptisobené
volbou pouzitych protilatek, volbou metodického postupu, ale i pfitomnosti dimeri ¢i naopak
kratkych forem receptorti, jez maji vliv na kone¢ny vysledek. Predpoklad, ze vSechny sledované
estrogenové receptory budou prokazany V jednotlivych vyvojovych stadiich spermii a také ve
tkani varlete, byl splnén jen casteéné. Vzhledem K existenci velké variability vysledkd
publikovanych v odbornych ¢lancich riznych autorti se ukazuje nutnost dalSiho pokracovani
experimentalni prace zabyvajici se tématem estrogenovych receptort.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symbola
akr —akrozom
AR — spermie po akrozomalni reakci, akrozomalni reakce
bi¢ — bicik
DNA — deoxyribonukleova kyselina
E2 — estradiol
EJ — ejakulované spermie
EP1 — spermie z hlavy nadvarlete
EP2 — spermie z téla nadvarlete
EP3 — spermie z ocasu nadvarlete
ERs — estrogenovy receptor
ESR1 — estrogenovy receptor alfa
ESR2 — estrogenovy receptor beta
es — ekvatorialni segment
FITC — fluorescein isothiokyanat
GPER - estrogenovy receptor spojeny s G proteinem
h¢ — hlavni ¢ast
hl — hlavicka
ID — inseminacni davka
1gG — protilatka
KAP — kapacitované spermie
k¢ — koncova ¢ast
kr¢ — kréek
NAT — nativni davka
NC membréna — nitrocelul6zova membrana
PBS — fosfatovy pufr
PNA — peanut aglutinin
po — postakrozomalni oblast
s¢ — stfedni cast
ST — proteinovy standard

VZPred — vzorkovy pufr redukujici
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9 Samostatné prilohy

Tabulka 3 — Vysledky znaceni spermii fixovanych na sklech po imunofluorescencénim mikroskopovani

el sekundarni | Fedéni sek.
vzorky primarni protilatka prim. rotilatka rotilatk * | fluorescence znaceni u EJ znaceni u KAP znaceni u AR
protilatky P p Y

1D 668+711 ER o (C-311): sc-787 1:100 GAM 488 1:300 ne X X X

1D 730+740 ER a (C-311): sc-787 1:100 GAM 488 1:300 ne X x X

EPL EP2,EP3 | ER o (C-311): sc-787 1:50 GAM 488 1:300 ne X x X

D

Saseesiras | ER®(C311):sc787 1:50 GAM 488 1:300 ne X X X

ID 7404679 ER « (C-311): sc-787 1:50 GAM 488 1:300 ano akrozom, kréek, stfedni &ast biciku, slabé cely bicik akrozom, kréek, stfedni &ast biciku, slabé cely bicik postakrozomalni oblast, krczli(éli"ed”' cast biciku, slabé cely

ID 756+673 ER « (C-311): sc-787 1:50 GAM 488 1:300 ano akrozom, kréek, stfedni &ast biciku, slabé cely bicik akrozom, kréek, stfedni &ast biciku, slabé cely bicik postakrozomalni oblast, krczli(éli"ed”' cast biciku, slabé cely

ID 756+700 ER o (C-311): 5c-787 1:50 GAM 488 1:300 ne X X X

NAT 679 ER « (C-311): sc-787 1:50 GAM 488 1:300 ano akrozom, kréek, stfedni East biciku, slabé cely bicik akrozom, kréek, stfedni East biciku, slabé cely bicik postakrozomalni oblast, krczli(éli"ed”' cast biciku, slabé cely

NAT 700 ER a (C-311): sc-787 1:50 GAM 488 1:300 ano akrozom, kréek, stiedni &ast biciku, slabé cely bicik akrozom, kréek, stiedni &ast biciku, slabé cely bicik postakrozomalnf oblast, krczli(éi"ed”' gast biciku, slabé cely

NAT 730 ER a (C-311): s¢-787 1:50 GAM 488 1:300 ano akrozom, kréek, stiedni &ast biciku, slabé cely bicik akrozom, kréek, stiedni &ast biciku, slabé cely bicik postakrozomalnf oblast, krczli(éi"ed”' gast biciku, slabé cely

tak ani oblast, krcek, stredni cast bitiku, slabé cely

NAT 744 ER o (C-311): s¢-787 1:50 GAM 488 1:300 ano akrozom, kréek, stedni st bitiku, slabé cely bicik akrozom, kréek, stiedni st bitiku, slabé cely bicik postakrozomaint 0blast, rcziéﬁ( redni cast bictku, slabe cely

ID 740+679 ER o (HC-20) sc-543 1:50 GAR 488 1:300 ano stfedni cast biciku, slabé akrozom a postakrozomalni stfedni ¢ast biciku, slabé akrozom a postakrozomalini oblast stfedni Cast biciku, slabé po,sfa,kroz-?lmalnl oblast a hlavnia
oblast koncova ¢ast biciku

ID 756+673 ER o (HC-20) sc-543 1:50 GAR 488 1:300 ano stfedni Cast biciku, slabé akrozom a postakrozomalni stfedni ¢ast biciku, slabé akrozom a postakrozomalini oblast stredni cast biciku, slabé pqsfalkro%?fnalnl oblast a hlavnia
oblast koncova ¢ést biciku

NAT 679 ER o (HC-20) sc-543 1:50 GAR 488 1:300 ano stfedni ¢ast biciku, slabé akrozom a postakrozomalini stredni cast biciky, slab akrozom a postakrozomalni oblast stfedni ¢ast biciku, slabé pqsfalkro%?fnalnl oblast a hlavnia
oblast koncova ¢ést biciku

NAT 744 ER o (HC-20) sc-543 1:50 GAR 488 1:300 ano stfedni &ast biciku, slabé akrozom a postakrozomlni stiedni ¢ast biciku, slabé akrozom a postakrozomdlni oblast stfedni east biciku, slabé po,sfa,kmz,?malm oblast a hlavnia
oblast koncova ¢ést biciku

ID 685+673 ER B (1531): sc-53494 1:100 GAM 488 1:300 ne X x X

ID 700+679 ER B (1531): sc-53494 1:100 GAM 488 1:300 ne X x X

NAT 700 ER B (1531): sc-53494 1:100 GAM 488 1:300 ne X x X

NAT 711 EJ ER B (1531): sc-53494 1:100 GAM 488 1:300 ne X x X

NAT 730 ER B (1531): sc-53494 1:100 GAM 488 1:300 ne X x X

ID 668+711 ER B (1531): sc-53494 1:100 GAM 488 1:300 ne X X X

1D 7304740 ER B (1531): sc-53494 1:100 GAM 488 1:300 ne X X X

EPL EP2,EP3 | ER B (1531): sc-53494 1:50 GAM 488 1:300 ne X X X

D

aareegizas | ERB(1531):sc:53494 1:50 GAM 488 1:300 ne X X X

ID 756+700 ER B (1531): sc-53494 1:50 GAM 488 1:300 ne X X X




fedéni

134576

vzorky primarni protilatka prim. sekur.n!aml redEr.n’sek. fluorescence znaceni u EJ znaceni u KAP znaéeni u AR
g protildtka protilatky
protilatky

ID Ao Y o e M Y o
73446684745 ER B (H-150): sc-8974 1:50 GAR 488 1:300 ano akrozom, ekvatorialni segment, kréek, bi¢ik akrozom, ekvatorialni segment, kréek kréek , bicik
1D 756+700 ER B (H-150): sc-8974 1:50 GAR 488 1:300 ano akrozom, ekvatorialni segment, kréek, bi¢ik akrozom, ekvatorialni segment, kréek kréek , bi¢ik
ID 685+673 ER B (L-20): sc-6822 1:100 DAG 488 1:300 ano X X X
ID 700+679 ER B (L-20): sc-6822 1:100 DAG 488 1:300 ano X X X
NAT 700 ER B (L-20): sc-6822 1:100 DAG 488 1:300 ano X X X
NAT 711 EJ ER B (L-20): sc-6822 1:100 DAG 488 1:300 ne X X X
ID
73446684745 ER B (L-20): sc-6822 1:50 DAG 488 1:300 ne X X X
ID 756+700 ER B (L-20): sc-6822 1:50 DAG 488 1:300 ne X X X
NAT 730 ER B (L-20): sc-6822 1:50 DAG 488 1:300 ne X X X
NAT 700 GPER/GPR30 NBP1- 1:30 GAR 488 1:300 ne X X X

31239
NAT 730 GPER/GPR30 NBP1- 1:30 GAR 488 1:300 ne X X X

31239
ID 668+711 GPER/GPR30 NBP1- 1:10 GAR 488 1:300 ne X X X

31239
ID 730+740 GPER/GPR30 NBP1- 1:10 GAR 488 1:300 ne X X X

31239
NAT 679 GPER/GPR30 NBP1- 1:10 GAR 488 1:300 ne X X X

31239
NAT 744 GPER/GPR30 NBP1- 1:10 GAR 488 1:300 ne X X X

31239
EP1, EP2, EP3 GPER/GPR30 NLS4271 1:50 GAR 488 1:300 ano epl - hlavicka, bicik ep2 — hlavicka, bicik ep3 — hlavicka, bicik
ID 685+673 GPER/GPR30 NLS4271 1:50 GAR 488 1:300 ano kréek, slabé hlavicka a bicik krcek, bicik, slabé hlavicka postakrozomalni oblast, kréek, bicik
ID 700+679 GPER/GPR30 NLS4271 1:50 GAR 488 1:300 ano kréek, slabé hlavicka a bicik krcek, bicik, slabé hlavicka postakrozomalni oblast, kréek, bicik
ID 717+741 GPER/GPR30 NLS4271 1:50 GAR 488 1:300 ano kréek, slabé hlavicka a bicik krcek, bicik, slabé hlavicka postakrozomalni oblast, kréek, bicik
|7[;4+668+745 GPER/GPR30 NLS4271 1:50 GAR 488 1:300 ano kréek, slabé hlavi¢ka a bicik kréek, bi¢ik, slabé hlavicka postakrozomalni oblast, kréek, bicik
NAT 679 GPER/GPR30 NLS4271 1:60 GAR 488 1:300 ano kréek, slabé hlavi¢ka a bicik kréek, bi¢ik, slabé hlavicka postakrozomalni oblast, kréek, bicik
ID 740+679 ‘13;253706(”'300): s 1:50 GAR 488 1:300 ano akrozom, bitik akrozom, bitik X
ID 756+673 f:;;;)e(H-aoo): < 1:50 GAR 488 1:300 ano akrozom, biéik akrozom, biéik X

PR30 (H- sc- v v

NAT 710 53453706( 300):sc 1:50 GAR 488 1:300 ano akrozom, bi¢ik akrozom, bi¢ik X
NAT 730 GPR30 (H-300): sc- 1:50 GAR 488 1:300 ano akrozom, biéik akrozom, biéik X

Z této tabulky vyplyva, Ze nékteré specifické protilatky pfi nepfimém imunofluorescencnim mikroskopovani nefungovaly viibec.




Tabulka 4 — Vysledky detekce ERs ve tkanich (v kryorezech)

vzorky tkané | fixace | oplach primarni protilatka primé::l’dpé:)itilétky sekundarni protilatka | Fedéni sekundarni protilatky | fluorescence poznamka
varle aceton PBS ER a (C-311): sc-787 1:50 GAM 488 1:300 ano nespecifické znaceni
varle aceton PBS ER a (C-311): sc-787 1:40 GAM Cy5 1:500 ne bez znaceni
nadvarle aceton PBS ER a (C-311): sc-787 1:50 GAM 488 1:300 ano nespecifické znaceni
nadvarle aceton PBS ER a (C-311): sc-787 1:40 GAM Cy5 1:500 ne bez znaceni
varle aceton| PBS | ER B (L-20): sc-6822 1:50 DAG 488 1:300 ano | nespecifické znaceni
varle aceton PBS | ER B (L-20): sc-6822 1:40 DAG 488 1:300 ne nespecifické znaceni
nadvarle | aceton | PBS | ER (L-20): sc-6822 1:50 DAG 488 1:300 ano | nespecifické znaceni
nadvarle aceton| PBS | ERB (L-20): sc-6822 1:40 DAG 488 1:300 ne nespecifické znacen
varle aceton | PBS | GPER/GPR30 NLS4271 1:50 GAR 488 1:300 ano nespecifické znaceni
varle aceton PBS GPER/GPR30 NLS4271 1:40 GAR Cy5 1:500 ne bez znaceni
varle aceton | 0,9% NaCl | GPER/GPR30 NLS4271 1:40 GAR Cy5 1:500 ne bez znaceni
varle aceton | 0,9% NaCl | GPER/GPR30 NLS4271 1:40 GAR 555 1:500 ano nespecifické znaceni
nadvarle aceton PBS GPER/GPR30 NLS4271 1:50 GAR 488 1:300 ano nespecifické znaceni
nadvarle aceton PBS GPER/GPR30 NLS4271 1:40 GAR Cy5 1:500 ne bez znaceni
nadvarle aceton | 0,9% NaCl | GPER/GPR30 NLS4271 1:40 GAR Cy5 1:500 ne bez znaceni
nadvarle aceton | 0,9% NaCl | GPER/GPR30 NLS4271 1:40 GAR 555 1:500 ano nespecifické znaceni




Tabulka 5 — Povadi vzorkii proteinovych extraktii ze spermii nandSenych do jamek

akrylamidového gelu na SDS elektroforézu a Western blot.

VZPred =

vzorkovy pufr redukujici, NAT =

nativni davka, ID =

inseminacni davka, ST =

proteinovy standard,

EP = epididymalni spermie, EJ = ejakulované spermie, KAP = kapacitované spermie, AR = spermie po akrozomalni reakci

PORADI VZORKU GEL1 GEL 2 GEL3 GEL 4 GEL 5
1 VZPred VZPred VZPred VZPred VZPred
2 NAT EJ 700 ID EJ 668+711 ID EJ 740+679 NAT EJ 710 NAT EJ 744
3 NAT EJ 730 ID EJ 730+740 ID EJ 756+673 NAT EJ 730 NAT EJ 679
4 IDEJ 711 ID KAP 668+711 ID KAP 740+679 NAT KAP 710 NAT KAP 744
5 1D EJ 685+673 ID KAP 730+740 ID KAP 756+673 NAT KAP 730 NAT KAP 679
6 ID EJ 700+679 ID AR 668+711 ID AR 740+679 NAT AR 710 NAT AR 744
7 ST ALL BLUE ID AR 730+740 ID AR756+673 NAT AR 730 NAT AR 679
8 NAT KAP 700 ST ALL BLUE ST ALLBLUE ST ALL BLUE ST ALL BLUE
9 NAT KAP 730 ID EJ 668+711 ID EJ 740+679 NAT EJ 710 NAT EJ 744
10 ID KAP 685+673 ID EJ 730+740 ID EJ 756+673 NAT EJ 730 NAT EJ 679
11 ID KAP 700+679 ID KAP 668+711 ID KAP 740+679 NAT KAP 710 NAT KAP 744
12 NAT AR 700 ID KAP 730+740 ID KAP 756+673 NAT KAP 730 NAT KAP 679
13 NAT AR 730 ID AR 668+711 ID AR 740+679 NAT AR 710 NAT AR 744
14 ID AR 685+673 ID AR 730+740 ID AR 756+673 NAT AR 730 NAT AR 679
15 ID AR 700+679 VZPred VZPred VZPred VZPred
PORADI VZORKU GEL6 GEL7 GEL8 GEL9 GEL 10

1 VZPred VZPred VZPred VZPred EP1 HLAVA

2 ID EJ 679+744 ID EJ 734+668+745 NAT EJ 700 ID EJ 734+668+745 EP2 TELO

3 ID EJ 717+741 ID EJ 756+700 NAT EJ 730 ID EJ 717+741 EP3 OCAS

4 ID KAP 679+744 ID KAP 734+668+745 NAT KAP 700 ID KAP 734+668+745 ST DUAL COLOR

5 ID KAP 717+741 ID KAP 756+700 NAT KAP 730 ID KAP 717+741 EP1 HLAVA

6 ID AR 679+744 ID AR 734+668+745 NAT AR 700 ID AR 734+668+745 EP2 TELO

7 ID AR 717+741 ID AR 756+700 NAT AR 730 ID AR 717+741 EP3 OCAS

8 ST DUAL COLOR ST DUAL COLOR ST DUAL COLOR ST DUAL COLOR ST DUAL COLOR

9 ID EJ 679+744 ID EJ 734+668+745 NAT EJ 700 ID EJ 685+673 EP1 HLAVA

10 ID EJ 717+741 ID EJ 756+700 NAT EJ 730 ID EJ 700+679 EP2 TELO

11 ID KAP 679+744 ID KAP 734+668+745 NAT KAP 700 ID KAP 685+673 EP3 OCAS

12 ID KAP 717+741 ID KAP 756+700 NAT KAP 730 ID KAP 700+679 ST DUAL COLOR

13 ID AR 679+744 ID AR 734+668+745 NAT AR 700 ID AR 685+673 EP1 HLAVA

14 ID AR 717+741 ID AR 756+700 NAT AR 730 ID AR 700+679 EP2 TELO

15 VZPred VZPred VZPred VZPred EP3 OCAS




Tabulka 6 — Vysledky znaceni ERs na NC membrané po imunodetekci

fedéni sekundarni

vzorky spermii na jedné membrané primarni protilatka fedéni primarni protilatky | sekundarni protilatka protilitky znadeni
ID 668+711 ID 730+740 ER o (C-311): sc-787 1:500 anti mouse HRP 1:3000 ano
EP1, EP2, EP3 ER a (C-311): sc-787 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ano
ID 679+744, 1D 717+741 ER o (C-311): sc-787 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ne
ID 734+668+745, ID 756+700 ER o (C-311): sc-787 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ne
ID 740+679, ID 756+673 ER a (C-311): sc-787 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ano
NAT 700, NAT 730 ER o (C-311): sc-787 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ano
NAT 744, NAT 679 ER o (C-311): sc-787 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ano
ID 740+679, ID 756+673 ER o (HC-20) sc-543 1:250 anti rabbit HRP 1:3000 ano
NAT 744, NAT 679 g:r;e(HC»ZO) se-543 jina 1:250 anti rabbit HRP 1:3000 ne
ID 668+711, ID 730+740 ER B (1531): sc-53494 1:500 anti mouse HRP 1:3000 ano
ID 679+744, 1D 717+741 ER B (1531): sc-53494 1:500 anti mouse HRP 1:3000 ne
?()A(‘)I;é(;(;, NAT730, 1D 711, 1D 685+673, ID ER B (1531): sc-53494 1:500 anti mouse HRP 1:3000 ano
EP1, EP2, EP3 ER B (1531): sc-53494 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ne
ID 734+668+745, ID 756+700 ER B (1531): sc-53494 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ne
ID 740+679, ID 756+673 ER B (1531): sc-53494 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ne
NAT 700, NAT 730 ER B (1531): sc-53494 1:250 anti mouse HRP 1:3000 ne
ID 734+668+745, ID 756+700 ER B (H-150): sc-8974 1:250 anti rabbit HRP 1:3000 ano
ID 734+668+745, ID 756+700 ER B (L-20): sc-6822 1:250 anti goat HRP 1:1000 ne
NAT 700, NAT 730 ER B (L-20): sc-6822 1:250 anti goat HRP 1:3000 ne
?()A0T+é(7)(9)1 NAT 730, ID 711, ID 685+673, ID ER B (L-20): sc-6822 1:250 anti goat HRP 1:3000 ne
ID 668+711, ID 730+740 GPER/GPR30 NBP1-31239 1:500 anti rabbit HRP 1:3000 ano
NAT 700, NAT 730 GPER/GPR30 NBP1-31239 1:500 anti rabbit HRP 1:3000 ano
NAT 744, NAT 679 GPER/GPR30 NBP1-31239 1:500 anti rabbit HRP 1:3000 ano
EP1, EP2, EP3 GPER/GPR30 NLS4271 1:500 anti rabbit HRP 1:3000 ano
ID 700+679, ID 685+673 GPER/GPR30 NLS4271 1:500 anti rabbit HRP 1:3000 ano
ID 717+741, ID 734+668+745 GPER/GPR30 NLS4271 1:500 anti rabbit HRP 1:3000 ano
NAT 710, NAT 730 GPR30 (H-300): sc-134576 1:500 anti rabbit HRP 1:3000 ano
ID 740+679, ID 756+673 GPR30 (H-300): sc-134576 1:250 anti rabbit HRP 1:3000 ano

Z této tabulky lze rovnéz vycist, ze n&které typy protilatek nefungovaly pfili$ spolehlive.

Tabulka 7 — Shrnuti vysledku zjisténych detekci ERs na NC membrdndch a spermii na

sklech
protilatka vzorek znaéeni na NC membrané | znaéeni spermii na sklech
ER a (C-311): sc-787 NAT 679 ano ano
ER a (C-311): sc-787 NAT 744 ano ano
ER a (C-311): sc-787 EP1, EP2, EP3 ano ne
ER a (C-311): sc-787 ID 668+711 ano ne
ER a (C-311): sc-787 ID 730+740 ano ne
ER o (C-311): sc-787 ID 740+679 ano ano
ER  (C-311): sc-787 ID 756+673 ano ano
ER a (C-311): sc-787 NAT 700 ano ano
ER a (C-311): sc-787 NAT 730 ano ano
ER a (C-311): sc-787 ID 734+668+745 ne ne
ER o (C-311): sc-787 ID 756+700 ne ne
ER  (C-311): 5c-787 ID 679+744 ne pokus neproveden
ER a (C-311): sc-787 ID 717+741 ne pokus neproveden
ER a (HC-20) sc-543 ID 740+679 ano ano
ER a (HC-20) sc-543 ID 756+673 ano ano
ER o (HC-20) sc-543 jina 3arZe | NAT 679 ne ano
ER o (HC-20) sc-543 jina Sarze | NAT 744 ne ano
ER B (1531): sc-53494 ID 668+711 ano ne
ER B (1531): sc-53494 ID 685+673 ano ne
ER B (1531): sc-53494 ID 700+679 ano ne
ER B (1531): sc-53494 ID711E) ano ne
ER B (1531): sc-53494 ID 730+740 ano ne
ER B (1531): sc-53494 NAT 700 ano ne
ER B (1531): sc-53494 NAT 730 ano ne
ER B (1531): sc-53494 EP1, EP2, EP3 ne ne

\Y




protilatka vzorek znaceni na NC membrané | znaceni spermii na sklech
ER B (1531): sc-53494 ID 734+668+745 ne ne
ER B (1531): sc-53494 ID 756+700 ne ne
ER B (1531): sc-53494 ID 679+744 ne pokus neproveden
ER B (1531): sc-53494 ID 717+741 ne pokus neproveden
ER B (1531): sc-53494 ID 740+679 ne pokus neproveden
ER B (1531): sc-53494 ID 756+673 ne pokus neproveden
ER B (1531): sc-53494 NAT 700 OPAKOVANY POKUS ne pokus neproveden
ER B (1531): sc-53494 NAT 730 OPAKOVANY POKUS ne pokus neproveden
ER B (H-150): sc-8974 ID 734+668+745 ano ano
ER B (H-150): sc-8974 ID 756+700 ano ano
ER B (L-20): sc-6822 NAT 700 ne ano
ER B (L-20): sc-6822 ID 734+668+745 ne ne
ER B (L-20): sc-6822 ID 756+700 ne ne
ER B (L-20): sc-6822 NAT 730 ne ne
ER B (L-20): sc-6822 ID 685+673 ne ne
ER B (L-20): sc-6822 ID 700+679 ne ne
ER B (L-20): sc-6822 ID711EJ ne ne
GPER/GPR30 NBP1-31239 ID 668+711 ano ne
GPER/GPR30 NBP1-31239 1D 730+740 ano ne
GPER/GPR30 NBP1-31239 NAT 679 ano ne
GPER/GPR30 NBP1-31239 NAT 700 ano ne
GPER/GPR30 NBP1-31239 NAT 730 ano ne
GPER/GPR30 NBP1-31239 NAT 744 ano ne
GPER/GPR30 NLS4271 EP1, EP2, EP3 ano ano
GPER/GPR30 NLS4271 ID 685+673 ano ano
GPER/GPR30 NLS4271 1D 700+679 ano ano
GPER/GPR30 NLS4271 ID 717+741 ano ano
GPER/GPR30 NLS4271 ID 734+668+745 ano ano
GPR30 (H-300): sc-134576 ID 740+679 ano ano
GPR30 (H-300): sc-134576 ID 756+673 ano ano
GPR30 (H-300): sc-134576 NAT 710 ano ano
GPR30 (H-300): sc-134576 NAT 730 ano ano

Z této tabulky vyplyva, ze nékteré specifické protilatky nemusi byt pro danou
analytickou metodu vhodné. Protilatky ERa (C-311) a ERP (1531): sc-53494 nefungovaly
na membrandch pfiili§ spolehlivé, detekovat ERs se podafilo jen v n€kterych ptipadech.
Protilitka ER [ (L-20): sc-6822 neznadila na membranach vibec. Pfi nepiimé
imunofluorescenci na spermiich neznacily protilatky: ERB (1531): sc-53494, ERp (L-20):
sc-6822 a GPER/GPR30 NBP1-31239. Také jsou zde znazornény rozdily v detekci
u nekterych vzorkd, které mohou byt zplisobené individualitou kancti nebo drobnymi
odchylkami pfi zpracovani vzork.

Tabulka 8 - Statistické hodnoceni proteinu ESR1 pomoci T-testu — vystup z programu

STATISTICA
T-test pro nezavislé vzorky Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Skup.

lvs. | Primér | Pramér Hodnota t | Po¢.plat. | Poé.plat. | Sm.odch. | Sm.odch. | F-pomér p
Sk;p. skup. 1 skup. 2 p skup. 1 | skup.2 | skup.1 skup. 2 | Rozptyly | Rozptyly
EI%]AYPS 0,561481 | 1,201304 | -4,91440 | 2| 0,038999 2 0,182715 | 0,022716 | 64,69767 | 0,157486
Eil\_\/)s. 0,561481 | 1,366855 | -5,06227 | 2| 0,036877 2 0,182715 | 0,131289 | 1,93682 | 0,793312
KAP

vs. |1,201304 | 1,366855 | -1,75717 | 2| 0,220968 2 0,022716 | 0,131289 | 33,40413 | 0,218138
AR

Vi




Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po
kapacitaci v mnozstvi ESR1.

Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po
akrozomalni reakci v mnozstvi ESR1.

Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi spermiemi po Kkapacitaci a spermiemi po
akrozomalni reakci v mnozstvi ESR1.

Tabulka 9 - Statistické hodnoceni proteinu ESR2 pomoci T-testu — vystup z programu
STATISTICA

T-test pro nezavislé vzorky Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky

Skup.

lvs. | Primér | Pramér Hodnota t | S Poé.plat. | Po€.plat. | Sm.odch. | Sm.odch. | F-pomér p
skup. | skup.1 | skup.2 v P skup. 1 | skup.2 | skup.1 skup. 2 | Rozptyly | Rozptyly
2
Ek]AVPS 0,843825 | 0,374578 | 2,92892 | 2| 0,099479 2 2 0,220865 | 0,050541 | 19,09714 | 0,286426
Ei‘l\_\/’s. 0,843825 | 0,575137 | 1,70496 |2|0,230318 2 2 0,220865 | 0,029818 | 54,86547 | 0,170861
KAP

VS. 0,374578 | 0,575137 | -4,83346 | 2| 0,040238 2 2 0,050541 | 0,029818 | 2,87297 | 0,678658
AR

Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po
kapacitaci v mnozstvi ESR2.

Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po
akrozomalni reakci v mnozstvi ESR2.

Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi spermiemi po kapacitaci a spermiemi po
akrozomalni reakci v mnozstvi ESR2.

Tabulka 10 — Statistické hodnoceni proteinu GPER pomoci T-testu — vystup z programu
STATISTICA

Sk T-test pro nezavislé vzorky Pozn.: Proménné byly brany jako nezavislé vzorky
up
.1 & &
v, pramér | Pramer | Hodnota | s ) Poc.plat | Poc.plat [ Sm.odch | Sm.odch F-pomér
skup. | Skup.1 | skup.2 t v skub. 1 skub. 2 sku.p. 1 skub. 2 Rozptyly | Rozptyly
2
EJ 0,84478 | 0,82569 | 0,10677 0,92471 0,21950 | 0,12553 | 3,05750 | 0,66144
vS. 7 5 6 |2| 2 2 2 5 4 5 5
KAP
EJ 0,84478 | 0,76527 | 0,45654 0,69278 0,21950 | 0,11174 | 3,85886 | 0,59953
Vs. 2 2 2

7 1 5 5 5 2 2 1
AR
KAP 0,82569 | 0,76527 | 0,50845 0,66167 0,12553 | 0,11174 | 1,26209 | 0,92607
Vs. 2 2 2
AR 5 1 3 2 4 2 5 3

Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi, spermiemi po
kapacitaci a spermiemi po akrozomalni reakci v mnozstvi GPER.
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