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Seznam pouzitych zkratek

ERs estrogenové receptory
GPER estrogenovy receptor spojeny s G-proteinem
PNA z angl. Peanut agglutinin

NC-membrana nitrocelul6zova membrana

1gG imunoglobuliny

anti-R sekundarni protilatka proti krali¢im IgG
anti-M sekundarni protilatka proti mysim IgG
Ej ejakulované spermie

Kap kapacitované spermie

AR spermie po akrozomalni reakci

T tkan varlete

EP1 tkan hlavy nadvarlete

EP2 tkan téla nadvarlete

EP3 tkan ocasu nadvarlete

Epl spermie z hlavy nadvarlete

Ep2 spermie z téla nadvarlete

Ep3 spermie z ocasu nadvarlete

AMK aminokyselinova



1 Uvod

Estrogeny jsou skupinou hormont vyznamnych zejména pro svou ulohu Vv reprodukci
u samic i samcti a schopnych ovliviiovat jejich fertilitu. Uéinek piirozenych endogennich
estrogend v organizmu je velmi rtiznorody s ohledem na typ cilové tkan¢. Hormony se po
svém vstupu do krevniho fecisté dostavaji do celého t€la, avSak podminkou jejich Gc¢inku je
pfitomnost specifickych receptor v bunikach. Estrogenové receptory se vyskytuji v cytosolu
i jadfe bunky, jejich pfitomnost byla prokazana rovnéz na bunéénych membranach. Na
estrogenové receptory se hormony vazi a iniciuji intraceluldrni reakce genomickym nebo

negenomickym zpisobem bunécné signalizace.

Schopnost navéazat se v cilové tkani k estrogenovym receptorim nemaji pouze
estrogeny endogenniho piivodu, ale také latky z vnéjSiho prostiedi, které se svym tcinkem na
organizmus estrogennim hormoniim podobaji. Tyto environmentalni estrogeny, Xeno-
a fytoestrogeny, jsou tzv. endokrinnimi disruptory, schopnymi svym puasobenim imitovat

pusobeni pfirozenych endogennich hormont a ovlivnit fyziologické procesy v organizmu.

Pro pochopeni ucinku pfirozenych i environmentalnich estrogeni na organizmus je

nezbytnou podminkou estrogenové receptory v buiice detekovat a lokalizovat.

Dizertani prace je zamétena na detekci a lokalizaci estrogenovych receptord
v reprodukénich tkanich kanct a ve spermiich v riznych stadiich jejich vyvoje, protoze tato
zjisténi jsou zdsadni pro pochopeni plisobeni estrogentll na vyvoj, zrani a fyziologické funkce

spermii.



2 Literarni reserse

2.1 Estrogeny a estrogenové receptory

Estrogeny jsou steroidni hormony, které v organizmu ovliviiuji Siroké spektrum
fyziologickych funkci véetné téch, které se tykaji reprodukénich organt (Rosseli et al., 2000;
Hess, 2003). Schopnost ovliviiovat reprodukci maji estrogeny nejen u samic, ale i u samcu
(Carreau et al., 2003; Carreau et al., 2012; Gibson et Saunders, 2012). Estrogeny jsou u samct
syntetizovany v zarode¢nych buinikach varlat a dostavaji se v relativné vysokych
koncentracich do testikularni tekutiny (Joseph et al., 2011). Ackoli byly estrogeny poprvé
detekovany v moci hiebcti jiz ve 30. letech 20. stoleti, teprve v 60. letech byla vénovana veEtsi
pozornost zkoumani jejich potencidlni funkce v saméich pohlavnich orgdnech (Joseph et al.,
2011; Cooke et al., 2017). Estrogeny zastavaji dtlezitou roli ve spermatogenezi, v procesu
zrani spermatickych bunék, jejich kapacitaci, akrozomalni reakci a fertilizaci (Pelletier et El-
Alfy, 2000a; Lukoseviciute et al., 2005; Kotula-Balak et al., 2012). Spermie jsou estrogeny
fyziologicky ovliviiovany také béhem svého transportu samic¢im reprodukénim traktem
(Dostalova et al., 2017). V souvislosti s rozvojem novych laboratornich metod byly ziskany

wewvr

riznych druhti véetné ¢lovéka (Cooke et al., 2017).

Utinek podobny estrogeniim maji rovnéz tzv. environmentalni estrogeny,
xenoestrogeny a fytoestrogeny (Shemes et Shore, 2012). Mechanizmus ucinku téchto
sloucenin je velmi variabilni. Mohou ovliviiovat transaktivaci jadernych estrogenovych
receptorit (ERa a ERP), ale 1 aktivaci z membrany iniciované signalizace prostiednictvim
membranovych estrogenovych receptori (ERa, ERB a GPER) (Cooke et al., 2017).
Environmentalni estrogeny mohou viaci estrogenim piirozenym pusobit agonisticky

I antagonisticky a ovliviiovat reprodukéni procesy a gametogenezi (Shemes et Shore, 2012).

Plsobeni estrogennich hormoni je podminéno pfitomnosti specifickych
estrogenovych receptorit (ERs — estrogen receptors) v buiikach cilovych tkani, na které se
estrogeny vazi (Carpino et al., 2004b; Chimento et al., 2010a,b). Detekce a lokalizace ERs je
tudiz nezbytna pro pochopeni ucinku estrogenti na organizmus (Razandi et al., 2004).
Molekuldrni mechanizmus aktivity ERs je Gizce svazan s jejich lokalizaci v butice. Pfitomnost
ERs byla prokdzana v cytosolu i bunécném jadre, ale také v plazmatické membrané nebo

endoplazmatickém retikulu (Acconcia et Kumar, 2006; Pedram et al., 2007; Levin et al.,



2009). Klasicka signalizace steroidnich hormont je spojena s jadernymi a cytosolickymi ERS
(Levin et al., 2009). Po kontaktu hormonu s receptorem se receptor navaze ke specifickému
useku DNA, a tak ovlivni genovou transkripci a nasledné i bunécnou aktivitu (Beato et al.,

1996).

V soucasn¢ dobé jsou v somatickych bunkdch znamé tii estrogenové receptory.
Nejdiive byly postupné objeveny klasické estrogenové receptory ve dvou funkénich
izoformach: ERa (ESRI1 podle soucasné nomenklatury) a ERB (ESR2 podle soucasné
nomenklatury) (Kuiper et al., 1996; Mosselmann et al., 1996). Oba tyto ERs maji podobnou
strukturu (Ogawa et al., 1998; Zhao et al., 2008), ale jsou kodovany dvéma odlisSnymi geny
(Luconi et al., 2002). Oba subtypy klasickych ERs patii mezi receptory jaderné (Kumar et al.,
2011). Klasické estrogenové receptory jsou zprostiedkovately efektu estrogenti v genomické
(jaderné) signalizaci, ale zda se, Ze jsou zapojeny rovnéz v negenomickém zplsobu bunécéné
signalizace (Kang et al., 2010; Whiting et al., 2000). Mohou uc¢inkovat jako transkripcni
faktory, ale mohou aktivovat i mimojadernou signalizaci za spolutcasti kinaz (Kulkoyluoglu
et Madak-Erdogan, 2016). Jejich exprese je tkanové specificka a jejich funkce muze byt
odlisna (Kulkoyluoglu et Madak-Erdogan, 2016; Grober et al., 2011).

V samcich tkanich nejsou klasick¢ ERs distribuovany rovnomérné, jejich nejveétsi
koncentrace je v reproduk¢nich organech (Lombardi et al., 2001). Lokalizaci ERs u rtiznych
sav¢ich druht se dosud vénovalo nékolik autorti. Specifictéjsi vyskyt ma ERa, receptor ERB
je ve tkanich reproduk¢niho traktu ptfitomen rovnomérnéji (Eddy et al., 1996; Franca et al.,
2005; Carreau et Hess, 2010). Distribuce obou ERs subtypii je v sam¢im reprodukénim traktu
nejen odis$na v jeho ruznych tusecich, ale lisi se také mezidruhové a v ramci druhu muze byt
veékove variabilni (Carpino et al., 2004b, Solakidi et al., 2005). Pfitomnost ERs v sam¢im
reproduk¢énim traktu, pfedevsim ve varlatech a nadvarlatech, byla popsdna u mnoha sav¢ich

druhti ve vztahu k efektu endogennich estrogenil na reprodukci (Prelusky et al., 1994).

V literatufe jsou informace o distribuci izoforem ERsS casto protichidné.
V reproduk¢énich tkanich a spermiich riznych druhi saved byly ERs lokalizovany pfi pouziti
polyklondlnich i monoklonalnich  protilatek  pomoci  imunohistochemickych
a imunocytochemickych metod a Western blot analyzy. Variabilita publikovanych vysledki
by mohla byt pravdépodobné zplisobena pouzitim odlisSnych metod pfipravy tkani nebo

vybérem monoklonalnich ¢i polyklonalnich specifickych protilatek.



Nékolik let po objevu klasickych ERs byl popsdn s membranou spojeny
7-transmembranovy estrogenovy receptor GPER: G-protein coupled estrogen receptor, diive
oznacovany jako GPR30 (Filardo et al., 2007), ktery je podle soucasnych védeckych zjisténi
davan do souvislosti s dosud ne zcela uspokojivé vysvétlenou rychlou negenomickou
mimojadernou signalizaci (Wang et al., 2014). Tento negenomicky zptsob ucinku je oproti
genomickému velmi rychly, probihd béhem nékolika vtefin az minut (Gruber et al., 2002;

Heldring et al., 2007).

GPER je receptor strukturalné odlisny od klasickych ERs (ERa a ERB). Nékterymi
autory je povazovan za striktné cytosolicky nebo s endoplazmatickym retikulem spojeny
receptor, avSak existuji i odliSné nazory, kdy je popisovan jako estrogenovy receptor
asociovany s plazmatickou membranou (Olde et Leeb-Lundberg, 2009; Schwartz et al.,

2016). Biologicka funkce GPER ziejmé souvisi s bunéénym typem a lokalizaci v burice

(Filardo et al., 2007; Prossnitz et al., 2007).

Bylo prokazano, Ze soucasti signalni kaskady iniciované z GPER je uvolnéni
intracelularnich véapnikovych iontG (Prossnitz et al., 2008), coz velmi tuzce souvisi
s kapacitaci spermii a jejich akrozomalni reakci (Publicover et al., 2007). Uvedené zjisténi
proto poukazuje na predpokladanou piitomnost GPER ve spermii. Potvrzenim uvedeného

ptredpokladu je prokazatelna detekce GPER ve spermiich ¢lovéka i prasete (Rago et al., 2014).

2.1.1 Klasické (jaderné) estrogenové receptory ERa a ERp

Estrogenové receptory (ERs) jsou nomenklaturné fazeny do rodiny jadernych
receptortt typu I, kterou tvoii klasické steroidni receptory aktivované estradiolem (E2;
prevladajici estrogenovy hormon). Receptory ERa i ERf mohou tcinkovat jako transkrip¢ni
faktory nebo mohou spustit extranuklearné iniciované kinazové signalni drahy. Tyto ERs jsou
kédovany geny umisténymi na odliSnych chromozémech, jsou svou expresi tkanove
specifické a maji odliSnou funkci (Morito et al., 2001; Ho et Liao, 2002; Grober et al., 2011,
Jia et al., 2015; Kulkoyluoglu et Madak-Erdogan, 2016).

Receptory ERa a ERP maji podobnou strukturu; jsou slozeny z rozdilnych ale funkcné
propojenych domén: z N-termindlni domény, DNA-vazajici domény a ligand vazajici
domény. Bylo prokdzano, Zze u lidi ERo a ERB maji méné nez 20% aminokyselinovou

identitu. Diisledkem toho lze mluvit o pomérné vysoké specifité cinkli plisobicich na cilové
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geny v zavislosti na subtypu ERs (Ogawa et al., 1998; Zhao et al., 2008). ERo a ERP maji

rozdilnou ligandovou specifitu a také transkrip¢ni aktivitu (Acconcia et Kumar, 2006).

Existuji informace o lokalizaci ERa a ERf v plazmatické membrané, kdy se tyto ERs
ucastni negenomickych reakci zde iniciovanych (Razandi et al., 2004; Pedram et al., 2006;
Levin, 2009). Historii objevu membranového ESR1 (ERa) a jeho vyznamu ve vyvoji a funkci
reprodukéniho traktu samct se ve své praci vénuje Hess et Cooke (2018). Jako o pfevazné
cytoplazmatickém a jaderném se o receptoru ERa zminuje také Nanjappa et al. (2016) a tika,
ze piiblizné¢ 5 — 10 % z celkového mnozstvi ERa v buiice je lokalizovano na bunécnych
membrandch. Razandi et al. (2002) popisuje membranovy ERa jako velmi podobny nebo
dokonce totozny s jadernym receptorem ERo. Membranové ERs postradaji DNA-vazebna
mista, jsou tudiz funkéné odlisné od svych klasickych protéjskii cytozolickych receptort

(Schwartz et al., 2016).

Klasick¢ ERs jsou zfejmé piesunovany od jadra k plazmatické membrané. Tento
proces je dan palmytoilaci ERs (palmitova kyselina je prostfednikem pro asociaci receptoru
s caveolinem-1) a asociaci receptoru s transportnim proteinem caveolinem-1 S naslednym
pfesunem do oblasti kaveoly v plazmatické membrané (Acconcia et al., 2003; Marino et al.,
2006; Pedram et al., 2007; Pedram et al., 2012; Schwartz et al., 2016 - obrazek 1), kde
receptor muze komunikovat s mnoha signdlnimi proteiny a velmi rychle tak aktivovat

podjednotky GPER (Razandi et al., 2002; Kumar et al., 2007).
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Obrazek 1: Lokalizace klasickych a membranovych receptoru. Na membrané vazané
estrogenové receptory (ERs), vcéetné ERa36, GPR30 a HER2/EGFR, zprostredkovaivaji
rychlou aktivaci na kalciu zavislé signalizace a fosfolipazové a kinazové drahy preziti bunék.

Diky aktivni palmytoilaci se receptory presunuji z cytosolu k membrané. Klasicka ER
signalizace zacind v cytosolu a jadre a aktivuje transkripci proteinii spojenych s ristem
a zranim bunék (Schwartz et al., 2016).

Tradi¢ni estrogenovy receptor ERa plné délky je oznaCovan jako ERa66. Byl popsan
Vv reprodukénich i nereprodukénich tkanich nékterych Zivocisnych druhti, napiiklad u ¢lovéka
ve tkani mlécné zlazy, délohy, ledvin a kosternich svaltu (Flouriot et al., Wang et al., 2005), ve
spermiich hiebce (Arkoun et al., 2014), u kance ve varlatech a epididymu (Rago et al., 2004;
Gunawan et al., 2011). V nékterych odbornych ¢lancich jsou vSak uvadény o molekulové
hmotnosti ERa plné délky mirn€é odlisné udaje. Naptiklad Parlevliet et al. (2006) ve tkani
nadvarlete hiebce udava hmotnost 65 kDa a tento receptor nazyva ERa65, taktéz Pearl et al.
(2007) ve tkani nadvarlete kance popisuje ERa65. Dalsi v literatufe uvadénou variantou
molekulové hmotnosti u ERa plné délky je ERa67 u clovéka v reprodukénich orgdnech
(Barraille et al., 1999; Acconcia et al., 2005) a ve spermiich (Aquila et al., 2004; Rago et al.,
2006). V plazmatické membran¢ bunky byly vSak objeveny také nékteré zkracené formy ERa.

Jedna se o ERa46 s molekulovou hmotnosti 46 kDa, ktery byl u ¢lovéka popsan Flouriotem et



al. (2000). Posledni dosud objevenou formu s molekulovou hmotnosti 36 kDa (ERa36) ve své
praci popsal Wang et al. (2005; 2015) ve tkani délohy a rakovinnych bunkach mlécné Zlazy
U zen. Zda se, ze minimalné tato varianta je odpovédna za rychlé ucinky E2 (Schwartz et al.,

2016).

| vpiipadé receptoru ERP plné délky existuji V literarnich zdrojich odlisné udaje
0 jeho molekulové hmotnosti. Aquila et al. (2004) v ejakulovanych spermiich ¢lovéka udavaji
hodnotu 55 kDa. Rago et al. (2006) u lidskych zralych spermii zjistili molekulovou hmotnost
ERp 59 kDa a u nezralych ejakulovanych spermii mimo pruhu o hmotnosti 59 kDa jesté dalsi
ve vysi 50 kDa. Ve tkani epididymu potkana byla prokédzana molekulova hmotnost proteinu
ERP 53 kDa (Hess et al., 2011). Byla objevena zkracena forma ERP o molekularni hmotnosti
50 kDa (Rago et al., 2006; 2007) a varianty tohoto receptoru: ERB2 — prokézané v ovariich a
hypofyze potkanii (Petersen et al., 1998), ERB4 v lidskych varlatech (Aschim et al., 2004) a
ERBAS taktéz v lidskych varlatech (Inoue et al., 2000). V odbornych zdrojich existuji
informace o piitomnosti homodimert a heterodimerd jak v piipadé klasickych jadernych

receptord ERa a ERp, tak i ERa a ERP lokalizovanych na membrané (Razandi et al., 2004).

2.1.1.1 Estrogenové receptory ERa a ERp ve tkanich reprodukcénich orgdnii samcii

V sam¢im reprodukénim traktu je koncentrace klasickych ERs ve srovnani s jinymi télnimi
tkanémi vyssi, ale ani v této tkdni nejsou distribuovany rovnomérné (Lombardi et al., 2001).
Vyskyt ERa je vice tkanove specificky, zatimco ERP je v celém sam¢éim reprodukénim traktu
vSudyptitomny (Eddy et al., 1996; Franca et al., 2005; Carreau et Hess, 2010; Hess et al.,
2011). ERs byly zkoumany v samcich reprodukénich organech, ptevazné ve varlatech
a nadvarlatech, u mnoha sav¢ich druht, pfedev§im u malych laboratornich zvifat a zejména ve
spojitosti s vyzkumem zaméfenym na pfi¢iny zvySujiciho se poctu neplodnych pard také
u lidi. Vyzkum vénujici se expresi ERs je v souvislosti s efektem estrogennich latek nezbytny
také v chovu dobytka. Informace o detekci a lokalizaci ERs byly publikovany i u prasat
a koni. Velmi vyznamna je skutecnost, Ze u prasat byla popsdna jejich vysokd senzitivita

Kk nizkym davkam xenoestrogent (Prelusky et al., 1994).

Na téma distribuce izoforem ERs se objevuji protichidné informace. Diivodem odli$nosti
publikovanych vysledkii miize byt pouziti rGznych metod pfipravy tkani nebo volba
konkrétnich protilatek, ale 1 pfitomnost jinych detekovanych proteinti, které jsou do urcité

miry shodné s klasickymi ERs (Luconi et al., 2002).
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Z odborné literatury lze ziskat o klasickych jadernych ERs rozdilné informace.
Publikované udaje ukazuji na vyssi intenzitu exprese ERa i ERB v dospélych varlatech ve
srovnani s tkdinémi prepubertalnich jedincii, coz ale nelze aplikovat na vSechny bunécné typy.
Lze naptiklad konstatovat, ze v Sertoliho buiikach pfitomnost ERa s vékem klesa, zatimco
v piipad¢ ERP stoupé (Hess et al., 2001; 2003; Carreau et Hess, 2010).

ERp se vyskytuje pravdépodobné v celém sam¢im reprodukénim traktu, ve varlatech
pak zejména Vv Sertoliho a zarodeénych bunkach, u vétsSiny druht savca (Eddy et al., 1996;
Carreau et Hess, 2010; Hess et al., 2011). ERa se vsak jen ve dvou ¢astech samcich varlat
vyskytuje vzdy, a to v Leydigovych bunkach a epitelu vyvodnych kanalkt varlete (Carreau et
Hess, 2010). ERa ma v této oblasti zasadni roli v regulaci reabsorpce prevazné ¢asti seminalni
tekutiny (Hess et al., 2011). Absence estrogenovych receptori mé negativni vliv na
spermatogenezi (Siriani et al., 2008). Naptiklad absence ERa vede k redukci obsahu spermii
V nadvarleti, snizeni jejich motility a schopnosti oplozeni (Couse et Korach, 1999), zatimco
nizkd exprese ERP ma za nasledek zastaveni bunééného cyklu nebo apoptéozu bunck
a naslednou neplodnost (Selva et al., 2004).

Publikované vysledky o lokalizaci klasickych ERs ve varlatech a nadvarlatech u mysi,
potkanu, lidi, hiebcti a prasat jsou souhrnné uvedeny v tabulce 1 pro detekci ERa (strana 15)
a v tabulce 2 pro detekci ERp (strana 16).

Varle

U c¢lovéka byla ptitomnost ERa a ERP prokazana v zarodecném epitelu stocenych
kanalki varlat 1 v intrersticidlni tkani, ale shoda publikovanych vysledkd v rtiznych
odbornych zdrojich je jen castecnd. ERa byl detekovan v primérnich a sekundarnich
spermatocytech (Pentikdinen et al., 2000; Aquila et al., 2004), ale ne ve spermiich. Exprese
tohoto receptoru byla potvrzena ve spermatidach (Pentikdinen et al., 2000; Aquila et al., 2004;
Fietz et al., 2014), nékteré odborné zdroje uvadéji jeho piitomnost v Sertoliho (Fietz et al.,
2014) a Leydigovych bunkach (Pelletier et al., 2000a; Solakidi et al., 2005; Fietz et al., 2014).
Pritomnost ERB byla prokdzana v lidskych spermatogoniich (Pentikdinen et al., 2000;
Mikinen et al., 2001) a Fietz et al. (2014) prokazali ERPB v jejich jadie. Stejni autofi
detekovali ERp i vV primarnich spermatocytech. Tento receptor byl nalezen rovnéz v kulatych
spermatidach, ale v prodlouzenych spermatidach byl vysledek negativni (Pentikdinen et al.,
2000; Mékinen et al., 2001; Fietz et al., 2014). Stejni autofi popsali ERp pozitivitu v Sertoliho
bunkach, ale v Leydigovych bunkach byl jejich nalez negativni (Fietz et al.,, 2014).

8



Maikinenem et al. (2001) ve své praci uvadéji jako negativni jak Sertoliho, tak i Leydigovy
bunky.

V lidskych zarode¢nych bunkéch varlat byly ur¢eny dva proteiny pro ERa. Prvni plné
délky v oCekavané molekulové hmotnosti 66 kDa a druhy kratsi 46 kDa (Maikinen et al.,
2001; Lambard et al., 2004; Carreau et al., 2006). Pro ERB byly v zarodecnych buikach
taktéz zjistény dva proteiny. Jeden o molekulové hmotnosti 60 kDa a druhd kratsi forma
0 hmotnosti 50 kDa (Carreau et al., 2011).

U dospélych potkanu byl ERa detekovan ve veskeré tkani varlat. Pfevazné se jednalo
o zarode¢né bunky, a to zejména cytoplazmu kulatych spermatid a spermatocytl, pozitivni
byla i jadra Leydigovych bun¢k (Pelletier et al., 2000b). Lucas et al. (2008) poukazali na
pozitivni znaceni v jadrech Sertoliho a Leydigovych bunék i nékterych peritubuldrnich
hladkosvalovych bunék 15-dennich potkant, zdrodecné buiky vSak byly negativni.
U dospélych potkant stejna skupina autorti popsala ERa pozitivitu jen v Sertoliho burnikach
anekterych spermatidach. Receptor ERP byl detekovan v jadrech bunék na periferii
semennych kanalkd, pravdépodobné se jednalo o Sertoliho buiky (Pelletier et al, 2000b;
Carreau et al., 2011). Lucas et al. (2008) zdokumentovali ERP jako pozitivni v Leydigovych
bunkach a nekterych bunikach zarodecnych.

U mysi Mikinen et al. (2001) detekovali ERa pouze v jadie Leydigovych bunék.
Ostatni buniky varlat byly negativni. Zhou et al. (2002) i Siriani et al. (2008) prokazali
pozitivitu ERa nejen v Leydigovych buiikdch, ale i1 v n€kterych peritubularnich myoidnich
bunikach. Zarodecné bunky vSech stadii a Sertoliho buiiky byly negativni. ER byl detekovan
v my$ich spermatogoniich, ve vSech stadiich spermatocytii (mimo téch v meiotickém déleni),
v Leydigovych a Sertoliho buiikdch (Zhou et al., 2002; Carreau et Hess, 2010). Podobné
vysledky byly dokumentovany Mékinenem et al. (2001), kdy pozitivni znaceni pro ERf bylo
detekovano ve vyvojovych stadiich spermatickych bunék, od spermatogonii ke
spermatocytium, a také v jadie Sertoliho bunék.

V ptipad¢ hiebce byl ERa nalezen v Leydigovych 1 zéarodecnych buikach
u prepubertalnich a postpubertalnich jedincti, ale v Sertoliho buiikdch pouze u nedospélych
zvifat. U postpubertalnich hiebcii byl tento receptor detekovan jen v peritubularnich
myoidnich bunkach (Pearl et al., 2011). Receptor ERP byl lokalizovan v Sertoliho
i Leydigovych bunkach u hiebci vSech vékovych kategorii, u prepubertalnich zvitat také
v zérode¢nych buinikach. ERB nebyl detekovéan v peritubularnich myoidnich bunkéach u zZadné

veékove kategorie (Pearl et al., 2011; Arkoun et al., 2014).



U prasat ohledné vyskytu ERs v reproduk¢nich tkanich existuji znacné kontroverzni

udaje. Jako prvni se lokalizaci ERS v testikularnich bunkach kanct vénovala skupina Rago et
al. (2004). Pomoci imunohistochemickych metod byla zjisténa odlisSna exprese téchto ERs
u nedospélych jedincl ve srovnani s dospélymi kanci. V praci Rago et al. (2004) byl nélez
ERa v testikularni tkani (v somatickych i zarodeénych bunkach) u nedospélych kanecki
(3 mésice staii) negativni. U dospélych kanct (v€k 18 mésicil) bylo pozitivni zna¢eni ERa
detekovano v nékterych zarodecnych bunkach - slabé ve spermatogoniich, silné ve
spermatocytech, ale negativni ve spermatidach. Sertoliho buniky byly také pro ERa negativni,
avSsak Leydigovy bunky se zdaly byt pro ERa nepatrné pozitivni (Rago et al., 2004).
Gunawan et al. (2011) naopak publikovali pozitivni nalez ERa v cytoplazmé Sertoliho bunék.
Slaby signal byl detekovéan v zarode¢nych a Leydigovych butikach. Jind skupina (Mutembei
et al., 2005) detekovala signifikantni ERa signdl ve spermatogoniich a primarnich
spermatocytech, slabsi v ostatnich zarode¢nych a v Leydigovych buiikach, negativni bylo
znaceni ve spermiich dospélych kanct. U nedospélych zvirat se spermatogonie, Leydigovy
buiikky a Sertoliho buiky jevily jako negativni. Ramesh et al. (2007) dokumentovali
pfitomnost ERa v Sertoliho buiikdch prepubertalnich kaneckii, ERa byl rovnéz detekovan
Vv bunikach intersticia u stejné vékové kategorie. Zarode¢né bunky byly nepatrné pozitivni pro
ERa ve vSech v€kovych kategoriich pocinaje 3 mésici véku (Ramesh et al., 2007). Mira
exprese ERP v Sertoliho butikach s rostoucim vé€kem kancii klesala, v intersticialni tkdni byla
pfitomnost tohoto receptoru konstantni a na véku zvifat nezavisld. Zarodecné bunky byly
slabé pozitivni ve vSech vékovych skupindch (Ramesh et al., 2007).
U prepubertalnich kanct byl ERP detekovan ve spermatogoniich, peritubularnich
hladkosvalovych buiikach a Leydigovych bunikdch, velmi slabé nebo negativni znaceni bylo
doloZeno v Sertoliho buiikdch. U dospélych kancii byl receptor pro ERB nalezen v riznych
stadiich zarode¢nych bunck. Silny signal byl detekovan v myoidnich bunikach, ale Sertoliho
a Leydigovy buiiky byly pro ER negativni (Rago et al., 2004). Jind skupina detekovala ER3
receptor u prepubertalnich kaneckti pouze ve spermatogoniich, Sertoliho bunky byly
negativni. U dospélych kanct byly zarode¢né bunky pro ERP pozitivni s vyjimkou
prodlouzenych spermatid a Sertoliho i Leydigovych bunék (Mutembei et al., 2005). Gunawan
et al. (2012) nalezli slabsi ERP signal nejen ve spermatogoniich, primarnich spermatocytech
a spermatidach, ale také v cytoplasmé Sertoliho a Leydigovych bunék.

Rago et al. (2004) soucasné ve své praci uvadéji 1 vysledky detekce proteinli obou
receptord. Byla zjisténa pfitomnost proteinu ERo o molekulové hmotnosti 66 kDa, avsSak

pouze ve tkani varlat dospélych kanct. U nedospélych zvitat protein ERa detekovan nebyl.
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Shodné s Rago et al. (2004) ve své praci popisuje protein ERa s molekulovou hmotnosti 66
kDa Mutembei et al. (2005), tento autor ve varlatech kancii potvrdil i expresi mRNA. DalSim
skupinou, ktera se vénovala prikazu mRNA pro ERa, byl Lekhota et al (2006). Uvedli
pozitivni nalez ve spermatogoniich typu A i B a ve spermatocytech, ale ne v dalSich
zarode¢nych bunkach. V Leydigovych bunkach nebyla mRNA pro ERa nalezena.
V testikularni tkani nedospélych i dospélych jedinct byl také urcen protein ERB o molekulové
hmotnosti 59 kDa (Rago et al., 2004). Nalez proteinu ERf o molekulové hmotnosti 56 kDa
publikovali Gunawan et al. (2012). Exprese mRNA pro protein ERp byla prokazana ve tkani
varlat pouze v Sertoliho buikach (Lekhota et al., 2006).

Nadvarle

ERa a ERP byly identifikovany v nadvarleti mnoha sav¢ich druhii (Hess et Carnes,
2004). Zmény v koncentraci steroidti v nadvarleti souviseji s vékem zvifat (Hess, 2003).
Rozdily v lokalizaci ERs v jednotlivych usecich nadvarlete poukazuji na dynamickou roli
estrogent v jeho vyvoji a fyziologickych funkcich (Parlevliet et al., 2006).

Saunders et al. (2001) u ¢lovéka uvad&ji pouze nizkou piitomnost ERa v hlavnich
a bazalnich bunkach sekrecniho epitelu uvniti kanalku nadvarlete ve vSech tfech jeho tsecich.
ERP byl v celém nadvarleti nalezen v jadrech epitelialnich a podpturnych bunék.

U potkana byl ERa zjistén v jadrech i cytoplazmé epitelialnich bunék vSech segmentt
nadvarlete, ve stejnych regionech byl zaznamenan signal i pro ERP (Zaya et al., 2012). Hess
(2003) vsak uvadi zcela odliSné udaje, kdy tkan¢ nadvarlete potkana se ukazuji jako ERa
negativni. Hess et al. (2011) uvadé¢ji, Ze pritomnost ERa je ve tkani nadvarlete potkana
vékove variabilni. NejvySsi hodnoty tohoto proteinu byly dokumentovany v téle, mnohem
niz8i byly v hlavé a ocasu nadvarlete. Stejnych vysledkd bylo dosaZzeno pro ERa mRNA.
Zjisténa molekularni hmotnost proteinu ERo méla hodnotu 67 kDa. V praci Hesse et al.
(2011) je takeé uvedeno, ze protein ERP byl urcen ve vSech tfech oblastech nadvarlete potkana,
jeho molekularni hmotnost byla 53 kDa.

U mySi byl ERa pfitomny v epitelidlnich bunikdch zejména v hlavé€, slabéji téz
Vv ostatnich castech nadvarlete (Hess, 2003). Protilatkové znaceni ERP bylo detekovano
Vv epitelialnich bunkach vsech tii oblasti (hlava, t€lo, ocas) nadvarlete (Zhou et al., 2002).

U hiebce Parlevliet et al. (2006) nasli variabilni pozitivitu pro ERa pii detekci pomoci
protilatek v nadvarleti v zavislosti na véku zvifat a ¢asti nadvarlete. Ve tkani epididymu
prepubertalnich zvitat byl ERa detekovan v hlavé a téle, nikoliv vSak v ocasu. U pubertalnich

zvitat bylo vyrazné pozitivni znaceni ERa potvrzeno ve vSech €astech nadvarlete (véetné
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vysokych hladin 17 B-estradiolu) indikujici nezbytnou roli tohoto receptoru ve varlatech
béhem dospivani. ERa pozitivni znaceni v bunkach hlavy nadvarlete dospélych jedinct.
V téle a ocasu tkadn¢ nadvarlete bylo nalezeno u pfiblizné 50 % bunck. Podle Parlevlieta et al.
(2006) byl ERp ptitomen v bunkach celého nadvarlete bez ohledu na vek.

V piipadé kanci Gunawan et al. (2011) detekovali ERa pievazné v hlavé a téle,
0 ptitomnosti ERa zejména v hlavé, nizsi intenzitu vyskytu v téle nadvarlete a v kontrastu se
zjisténim Gunawana et al. (2011) o jeho absenci v ocase nadvarlete. Pearl et al. (2007b)
poukazali na vyskyt ERa a ERP ve vSech ¢astech nadvarlete kance. ERB byl lokalizovan
V hlavnich 1 bazalnich bunkach kanalku vSech tii ¢asti nadvarlete (Pearl et al. 2007a).
Gunawan et al. (2012) uvedli piitomnost ERp V epitelialnich bunikach na histologickych
fezech vSech tii ¢asti kanéiho nadvarlete. Carpino et al. (2004a) ve své praci uvedli obdobna
data. U dospélych kancu (staii 18 mésicti) anti-ERp protilatka oznacila bunky ve vSech tiech
castech nadvarlete, ale u prepubertdlnich kaneckti véku 2 mésicii byla pozitivni reakce jen
velmi slaba v epitelidlnich bunikach v téle epididymu, zatimco hlava a ocas byly negativni
(Carpino et al., 2004a). Ve vSech c¢astech nadvarlete byl urCen protein o molekulové
hmotnosti 66 kDa, odpovidajici estrogenovému receptoru ERa (Gunawan et al., 2011). Stejné
tak byl tymiz autory (Gunawan et al., 2012) ve tkani vSech tfi ¢asti nadvarlete detekovan
i receptor ERPB 0 molekulové hmotnosti 56 kDa. Ve vSech usecich epididymu byla potvrzena
exprese mRNA pro ERa i ERB (Gunawan et al., 2011; 2012).

2.1.1.2 Estrogenové receptory ERa a ERS v ejakulovanych spermiich

V poslednich letech byly s novymi poznatky o expresi klasickych jadernych ERs (ERa
a ERp) detekovanych v lidské a praseci ejakulované spermii otevieny nové moznosti pohledu
na souvislost mezi plisobenim hormont na spermii a jejim fyziologickym vyvojem (Aquila et
De Amicis, 2014). Pozitivni nalez ERs ve spermiich by mohl znamenat, Ze steroidni hormony
ovliviuji funkéni vlastnosti spermii (Kotula-Balak et al., 2012).

Zralé spermie jsou povazovany za bunky transkripéné neaktivni, ale schopné translace
syntetizované mRNA (Gur et Breitbar, 2015). Proto je mozné piedpokladat, Ze se ve zralych
spermiich vyskytuji negenomické rychlé efekty estrogenti (Dostdlova et al., 2017).
V ejakulovanych spermiich byla prokdzana mRNA pro ERs a detekovany klasické jaderné
estrogenové receptory (Rago et al., 2014; Gur et Breitbart, 2015). Lokalizace téchto
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klasickych receptord v ejakulovanych spermiich nekterych savci je shrnuta v tabulce 1
(strana 15) pro ERa a tabulce 2 (strana 16) pro ERp.

Exprese ERo a ERB (mRNA i protein) v lidské ejakulované spermii (Aquila et al.,
2004) ukazuje, ze estrogeny jsou schopné modulovat proces spermatogeneze ve varlatech,
zrani spermii i jejich stav po ejakulaci (Rochira et al., 2005; Carreau et al., 2011; Aquila et
al., 2004; Aquila et de Amicis, 2014). Udaje tykajici se lokalizace ERs v ejakulovanych
spermiich jsou v literatufe pomérné kontroverzni. ERs jsou vétSinou detekovany v odlisnych
Castech spermie, ale v nékterych ptipadech se oblasti jejich vyskytu piekryvaji. Ve spermii
Clovéka Aquila et al. (2004) potvrdili pfi pouziti imunofluorescence ptitomnost ERa
predevsim v jeji stfedni Casti. Rago et al. (2006) detekovali ERa ve zralé spermii jeding ve
stiedni ¢asti. U nezralé spermie byl tento receptor nalezen jen v rezidualni cytoplasmé. Guido
et al. (2011) poukazali na ptitomnost ERa také jako Rago et al. (2006) pouze ve stiedni ¢asti
spermie. Solakidi et al. (2005) identifikovali ERa v oblasti korespondujici s ekvatorialnim
segmentem hlavicky spermie, ve stfedni ¢asti byl nalez negativni, slabé difuzni znaceni vSak
bylo zjisténo v biciku spermie. Naz et Sellamuthu (2006) u ejakulovanych lidskych spermii
poukézali na pfitomnost ERa v postakrozomalni oblasti, ve stfedni ¢asti a v hlavni m regionu
bi¢iku spermie. Aquila et al. (2004) lokalizovali ERB pomoci imunofluorescenéni
mikroskopie jen v bi¢iku spermie s predominantni distribuci v proximalni oblasti. Podle
téchto autort se ERa a ERP v proximalni ¢asti biciku piekryvaji. Rago et al. (2006) popisuji
ptitomnost ERP v celém biciku zralé lidské spermie. V nezralych ejakulovanych spermiich se
ERa a ERP nachézeji v rezidudlni cytoplasmé, ale také v biciku. V odborné literatuie se ale
objevuji pomérné odlisné informace. Quido et al. (2011) popsali pfitomnost ERp ve stfedni
¢asti a v bi¢iku. Solakidi et al. (2005) lokalizovali ERB v centralni ¢asti mitochondrialni
oblasti a slab&ji v bi¢iku. Pozitivni pfitomnost ERB byla v praci Naz et Sellamuthu (2006)
uvedena v mitochondrialni oblasti.

V extraktu lidskych ejakulovanych spermii byla zjisténa molekulova hmotnost
proteinu ERa v hodnoté 67 kDa (Aquila et De Amicis, 2014), tento vysledek byl potvrzen
I v praci Rago et al. (2006), a to u lidskych zralych i nezralych spermii. Solakidi et al. (2005)
urcili molekulovou hmotnost ERa u zralych spermii v hodnoté 66 kDa, pficemz byl zjistén
i dalsi proteinovy prouzek s hodnotou molekulové hmotnosti 45 kDa. Stejny vysledek, tedy
detekci dvou pruhli o molekulové hmotnosti 45 a 60 kDa proteinu ERa publikovali 1 Naz et
Sellamuthu (2006). Molekulovou hmotnost proteinu ERP byla podle Aquila et De Amicis
(2014) 55 kDa. Rago et al. (2006) udavaji hodnotu proteinu ERp ve zralé i nezralé spermii

Cloveéka 59 kDa, u nezralé spermie byl navic detekovéan i protein o molekulové hmotnosti
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50 kDa. Solakidi et al. (2005) uvadi pro protein ERP dokonce pomérné odlisny udaj, a to
hodnotu 64 kDa. S timto vysledkem Solakidi et al. (2005) se shoduje i molekulova hmotnost
proteinu ERB 64 kDa publikovana v praci Naz et Sellamuthu (2006). Lambard et al. (2004)
ur¢ili ve zralé lidské spermii MRNA pro ERp, protein ERp ale nalezen nebyl.

V ejakulovanych spermiich potkana byl pozitivni signal pro ERa pouze ve stfedni
casti, ERB detekovan nebyl (Zaya et al., 2012).

V mySich ejakulovanych spermiich ERa ani ERB popsany nebyly (Saunders et al.,
2001).

U hiebeci byl ERa vejakulovanych spermiich detekovan na transmisnim
elektronovém mikroskopu (TEM) v hlavicce, stfedni casti a bic¢iku spermie v blizkosti
buné¢né membrany (Gautier te el, 2016). ERP byl nalezen také v biciku
a Vv postakrozomalnim regionu pomoci imunofluorescencni mikroskopie. Pfi pouziti metod
TEM byl tento receptor presné¢ lokalizovan v hlavicce spermie, stiedni ¢asti a biciku jako
asociovany s plazmatickou membranou (Arkoun et al. 2014). V extraktu z ejakulovanych
spermii byl detekovan protein ERa s molekulovou hmotnosti 66 kDa. Molekulova hmotnost
ER proteinu v extraktu spermii odpovidala 61 kDa (Arkoun et al, 2014).

U kanéich ejakulovanych spermii byly zatim publikovany pouze prace Rago et al.
(2007). Prvni publikace (Rago et al., 2007) popisuje lokalizaci obou typi jadernych
estrogenovych receptori. Receptor ERa byl zjistén v mitochondrialni ¢asti bi¢iku spermie.
Exprese ERa by mohla u kance souviset s estrogenovou regulaci motility spermii, tak jak bylo
prokazano u lidskych a potkanich spermii. Molekulova hmotnost ERa byla 67 kDa.
Estrogenovy receptor ERB byl lokalizovan v oblasti akrozomu, vykazoval pii kvantifikaci dva
proteiny; jeden slabsi o velikosti 59 kDa a druhy silnéjsi o velikosti 50 kDa, které by mohly
korespondovat s dlouhou a kratkou formou ERp u lidské spermie (Rago et al., 2007).
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Tabulka 1: Detekce ERa ve tkani varlat a nadvarlat, v zarode¢nych buikach a spermiich

u n€kterych druht savet

zralé bi¢ik

Clovék Mys Potkan Hiebec Kanec

Varle — | NP +(35) +im (12) +ad (22), +1im (30), - im (25)

intersticialni -im (22)

tkan

Leydigovy - (6, 16, 31, | + (16, 35) +ad (12,23), | + ad (22), + | +sad(9,17,25), +

buriky 33) +1im (12) NB im (22) im (30), - im (17,
25)

Sertoliho - (6, 16, 31) | - (16, 35) +ad (12), - ad (22), + ad (9), + NB ad

buriky +1im (12) +1im (22) (17), - ad (25), +
im (30), - im (17,
25)

Zarode¢né + NB (6, 8, | - (16, 35) + ad (23), + | +NBad (22), |+ NB ad (25), + s

bunky 24), - (16, NB ad (12) - | +im (22) ad (9), + NB ad

31) im (12) (17), + NB im (17),

-im (25)

El epitelialni | +s (31) +ad (7, 35), +ad (34), + ad (19), + |+ ad (9, 20, 21), +

bunky +im (35) +im (34) NB im (19) im (21)

E2 epitelialni | +s (31) +sad(7,35), | +ad(34), +NBad(19), |+ ad (21), + s ad

bunky +im (35) +1im (34) +NBim (19) | (9, 20), +im (21)

E3 epitelialni | +s (31) +sad (7,35), | +ad(34), +NBad(19), |+ ad (9, 21), - ad

bunky +im (35) +im (34) -im (19) (20), +im (21)

E1 spermie v | NP NP NP - (19) +(9)

lumen

E2 spermie v | NP NP NP -(19) +PA (9)

lumen

E3 spermie v | NP NP NP - (19) +(9)

lumen

Ej spermie | + RC (26) NP NP NP NP

nezralé

Ej spermie |+ ES, PA | NP - (34) +PA (2,7) -(27)

zralé -1 (33)

hlavicka

Ej spermie | + (1, 26), + | NP +(34) +(2,7) +(27)

zralé stiedni | s (8), - (31)

Cast

Ej spermie | +5(33) NP -(34) +(2,7) +(9), +s(27)

E1 — hlava nadvarlete; E2 — télo nadvarlete; E3 —ocas nadvarlete; s — slabée; NB — nékteré bunky, ad
— dospéla zvirata; im — nedospéla zvirata nebo nezralé spermie; NP — nepopsano; RC — rezidudlni
cytoplazma; ES — ekvatorialni segment, PA — postakrozomdalni region

1 — Aquila et al., 2004; 2 — Arkoun et al., 2014; 6 — Fietz et al., 2014; 7 — Gautier et al., 2016; 8 —
Guido et al., 2011; 9 — Gunawan et al., 2011; 12 — Lucas et al., 2008; 16 — Méikinen et al., 2001; 17 —
Mutembei et al., 2005; 19 — Parlevliet et al., 2006; 20 — Pearl et al., 2007a; 21 — Pearl et al., 2007b; 22
— Pearl et al., 2011; 23 — Pelletier et al., 2000; 25 — Rago et al., 2004; 26 — Rago et al., 2006; 27 —
Rago et al., 2007; 30 — Ramesh et al., 2007; 31 — Saunders et al., 2001; 33 — Solakidi et al., 2005; 34 —
Zaya et al., 2012; 35 — Zhou et al., 2002.
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Tabulka 2: Detekce ERB ve tkani varlat a nadvarlat, v zarode¢nych bunkach a spermiich u

nékterych druht savet

Clov&k Mys Potkan Hiebec Kanec
Varle —| +(31) + (35) -im, ad (22) +im, ad (25, 30)
intersticialni tkan
Leydigovy bunky | + (31), - (6, | + (35), - | +ad (12) +im (22), + ad | + ad (10, 17, 30),
16) (16) (22) - ad (25), + im
(25, 30), - im (17)
Sertoliho buniky + (6, 31), -|+ (16, | +ad(12,23) | +im (22), + ad | + ad (10, 17), - ad
(16) 35) (22) (25), + s im (25,
30), - im (17)
Zarodecné buniky |+ NB (6, 8, |+ (16, | +adNB(12) | + im (22), - |+ sad (10, 30), +
16, 24, 31) 35) ad (22) NB ad (17, 25), +
im (17, 25)
El epitelialni | + (31) +(35) +ad(7,34), |+im(19),+ad |+ ad (4, 10, 20,
bunky +1im (34) (19) 21), + im (21), -
im (4)
E2 epitelialni | + (31) +(35) +ad (7,34), |+im(19),+ad |+ ad (4, 10, 20,
bunky +1im (34) (19) 21), +im (21), + s
im (4)
E3 epitelialni | + (31) +(35) +ad (7,34), |+im(19),+ad |+ ad (4, 10, 20,
buniky +1im (34) (19) 21), + im (21), -
im (4)
E1 spermie v | NP NP NP -(19) +(10)
lumen
E2 spermie v | NP NP NP -(19) + AR (10)
lumen
E3 spermie v | NP NP NP -(19) +(10)
lumen
Ej spermie | + bicik, RC | NP NP NP NP
nezralé (26), -
hlavicka (26)
Ej spermie zralé - | - (26) NP NP +PA (2) + AR (27)
hlavicka
Ej spermie zralé | - (26) NP NP -(2) -(27)
kréek
Ej spermie zralé | + (8, 31), - | NP NP +(2) -(27)
stiedni Cast (26)
Ej spermie zralé | + (1, 8, 26), | NP NP +(2) -(27)
bi¢ik +5 (31)

El — hlava nadvarlete; E2 — télo nadvarlete; E3 —ocas nadvarlete; s — slabé; NB — nékteré burnky, ad
— dospéla zvirata; im — nedospéla zvirata nebo nezralé spermie; NP — nepopsano;, RC — reziduadlni
cytoplazma; ES — ekvatoridalni segment,; AR — akrozomalni oblast

1 — Aquila et al., 2004; 2 — Arkoun et al., 2014; 4 — Carpino et al., 2004; 6 — Fietz et al., 2014; 7 —
Gautier et al., 2016; 8 — Guido et al., 2011; 10 — Gunawan et al., 2012; 12 — Lucas et al., 2008; 16 —
Mikinen et al., 2001; 17 — Mutembei et al., 2005; 19 — Parlevliet et al., 2006; 20 — Pearl et al., 20073;
21 — Pearl et al., 2007b; 22 — Pearl et al., 2011; 23 — Pelletier et al., 2000; 24 — Pentikdinen et al.,
2000; 25 — Rago et al., 2004; 26 — Rago et al., 2006; 27 — Rago et al., 2007; 30 — Ramesh et al., 2007;
31 — Saunders et al., 2001; 34 — Zaya et al., 2012; 35 — Zhou et al., 2002.
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2.1.2 Estrogenovy membranovy receptor GPER

S G-proteinem spojeny receptor (GPER/GPR30) je 7-transmembranovy receptor
(Prossnitz et al., 2007; 2008; Olde et Leeb-Lundberg, 2009; Wang et al., 2014) kodovany
genem GPER1 (Otto et al., 2009). Tento receptor je ¢lenem nadrodiny GPCR, coz jsou
bunécné membranové proteiny vazici své ligandy na povrch buniky. GPER-vazajici doména
receptoru byla nalezena v plazmatické membrané i v intracelularnich membranach jako je
endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat (Filardo et al., 2007). N¢kteti autofi povazuji
GPER za striktné cytosolicky nebo s endoplazmatickym retikulem spojeny receptor, zatimco
jini trvaji na nazoru, ze je spojeny pouze s plazmatickou membranou (Olde et Leeb-Lundberg,
2009; Schwartz et al., 2016). Jeho intracelularni lokalizace koresponduje s piedpokladem
prostupu ligandi ptes plazmatickou membranu (Prossnitz et al., 2007; 2008). GPER neni
strukturdlné ptibuzny s klasickymi receptory ERa a ERB (Wang et al., 2014; Qian et al.,
2016). Predpoklada se, ze biologicka funkce receptoru by mohla byt spojena s typem bunky
a tkang, ve které se nachézi (Filardo et al., 2007; Prossnitz et al., 2007). Estradiol (E2) se jako
predominantni typ estrogenu vaze k receptoru GPER s vysokou afinitou (Prossnitz et al.,
2008), je jeho prirozenym ligandem. Dalsi 2 jeho izoformy (estron E1 a estriol E3) maji tuto
afinitu mnohem nizs$i (Jacenik et al., 2016; Qian et al., 2016). GPER zprostfedkovava rychlé
reakce jako je aktivace kinaz a stimulace intracelularni cAMP produkce (Smith et al., 2016).
Bylo potvrzeno, Ze signdlni kaskdda GPER zahrnuje mobilizaci ionti intracelularniho kalcia
(Prossnitz et al., 2008), coZ je Uzce spojeno s procesem kapacitace a akrozomalni reakce
spermii (Publicover et al., 2007), a toto zjiSténi tudiz poukazuje na ptitomnost GPER ve
spermii. Pfedpoklada se, ze GPER je zapojen v negenomické signalizaci u¢inku estrogenti bez
ucasti transkripéniho mechanizmu (Gruber et al., 2002). GPER se ucastni nejen rychlych
negenomickych reakci probihajicich v buiice, ale také déji genomickych. Spole¢ny vyskyt
estrogenovych receptorii GPER 1 klasickych ERs ukazuje mozZnost interakce mezi témito
receptory. Signdlni drdhy jimi aktivované mohou mit charakter antagonisticky nebo
synergicky, mohou vSak probihat i nezdvisle na sob¢. Byla prokazana komunikace nejen mezi
GPER a ERs nejen plné délky, ale také zkracenymi formami ERs, jako je ER046 a zejména
ERa36. V raznych typech bun€k se zavislost v komunikaci mezi GPER a ERs odlisuje
(Jacenik et al., 2016).

Existuji vSak také nazory, ze tento receptor neni zodpovédny za negenomickou

signalizaci E2 a dokonce ze E2 neni fyziologicky agonista tohoto receptoru (Schwartz et al.,
2016).
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2.1.2.1 Receptor GPER ve varleti a nadvarleti

Receptor GPER byl studovan ve varlatech a nadvarlatech mnoha savcii jako je mys
(Siriani et al., 2008; Otto et al., 2009), potkan (Lucas et al., 2010; Martinez-Traverso et Pearl,
2015), ovce (Lu et al., 2016) a ¢lovek (Hess et al., 2011; Fietz et al., 2014).

Udaje o piitomnosti receptoru GPER/GPR30 ve tkani varlat a nadvarlat jsou pomérng
omezené a navic velmi kontroverzni. Publikované vysedky o lokalizaci GPER v sam¢ich
reprodukénich organech orgdnech a ve spermiich jsou reprezentovany zivoc€iSnymi druhy
uvedenymi v tabulce 3 (strana 20).

V zarode¢nych bunkach dospélych lidskych varlat GPER podle Rago et al. (2011)
nalezen nebyl. Slaba exprese ve stejnych typech bunck byla nalezena autory Franco et al.
(2011), jasn¢ prokazatelné znaceni uvadéji Chevalier et al. (2012). Leydigovy a Sertoliho
buiikky Rago et al. (2011) udéavaji pro GPER pozitivni. Fietz et al. (2014) poukazuji na
pozitivni zbarveni rovnéZ v Sertoliho bunikéach, zatimco zarode¢né buniky byly zbarveny velmi
slabé. Oliveira et al. (2014) potvrzuji distribuci GPER nejen v cytoplasmé Leydigovych
a Sertoliho buné¢k, ale také ve spermatogoniich. O detekci receptoru GPER v nadvarleti
¢lovéka udaje nejsou.

U potkani byl GPER ve varlatech detekovan v Leydigovych buinikach (Vaucher et
al.; 2014), Sertoliho buinkach (Lucas et al., 2010; 2011), spermatocytech a oblych
spermatidach (Siriani et al., 2008; Chimento et al., 2010b; Lucas et al., 2010). V nadvarlatech
dospélych jedincii byla pritomnost GPER doloZena zejména v téle a ocase, slab&ji v hlavé
nadvarlete (Martinez-Traverso et Pearl, 2015). Cao et al. (2017) detekovali receptor GPER
Vv histologickych fezech u juvenilnich zvifat z tkan¢ ocasu nadvarlete zejména v epitelialnich
bunkach kanalku.

Ptitomnost GPER v zarode¢nych buiikach varlat byla prokazana u mysi (Siriani et al.,
2008), o detekci GPER ve tkani nadvarlete v dostupnych odbornych zdrojich informace
nejsou.

Ve tkani varlat a nadvarlat hiebct receptor GPER podle dostupné védecké literatury
dosud detekovan nebyl.

U kanci byly nalezy membranového receptoru GPER zatim potvrzeny pouze ve tkani
nadvarlete postnatalnich jedincl. Pozitivni zna€eni bylo detekovano v epitelidlnich buinikach
kanalkti nadvarlete, slab$i signal byl ve stromatu a peritubuldrnich myoidnich buikach

(Katleba et al., 2015). Ve tkanich reprodukénich organii dospélych kancti doposud GPER
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detekovan nebyl. Aktualni zdroje vénujici se detekci a lokalizaci GPER v samcich
reprodukénich tkanich nebyly ovéteny a pln€ dolozeny.

Protoze podil zralych spermii v téle nadvarlete, v jehoz tkéni je exprese receptoru
GPER nejvyssi, stoupd, nabizi se uvaha o roli GPER v procesu zrani spermii. Dulezita je
patrné€ i uloha GPER z hlediska ochranné funkce, kdy GPER signalizace mlize byt urcujici pfi
depozici spermii v ocase nadvarlete (Martinez-Traverso et Pearl, 2015).

Protein odpovidajici receptoru GPER mél u ¢lovéka molekulovou hmotnost okolo
42 kDa (Rago et al., 2011), u potkana byly detekovany dva pruhy, a to 43 kDa a dalsi 55 kDa
(Lucas et al., 2010). Hess et al. (2011) publikovali informaci o pozitivnim nalezu mRNA pro

GPER v nadvarleti dospélych potkanii s pfevazujici expresi v jeho téle.

2.1.2.2 Receptor GPER v ejakulovanych spermiich

Pritomnost GPER v ejakulovanych spermiich byla dosud studovdna jen zcela
omezené. Dilezitym faktorem je 1 skuteCnost, ze distribuce ERs nebyla sledovéna
u jednotlivych stadii vyvoje spermii jednotnymi metodami.

O pfitomnosti receptoru GPER v ejakulovanych spermiich potkana a mysSi
v dosupnych odbornych zdrojich informace nejsou.

Pii pouziti detekce pomoci protilatek Rago et al. (2014) nalezli membranovy
estrogenovy receptor GPER u lidskych i kancich ejakulovanych spermii. Jednd se tak
pravdépodobné o prvni zpravu o pozitivnim ndlezu GPER ve zralé savCi spermii.
V ejakulované lidské spermii byl GPER lokalizovan ve stfedni casti biciku spermie, ale
v hlavi¢ce a v bic¢iku bylo znaceni negativni (Rago et al., 2014). U kand¢ich spermii byl
GPER lokalizovan v akrozomalni oblasti a v ekvatoridlnim segmentu hlavicky
a v mitochondridlni oblasti bi¢iku u spermie s permeabilizovanou mebranou. Zadné
imunofluorescenéni znaceni nebylo detekovano v jadie (Rago et al., 2014). V ejakulované
spermii hi'ebce byl GPER nalezen ve stfedni ¢asti biciku, v kréku, bi¢iku a hlavicce
subcelularni metodou lokalizace (Gautier et al., 2016). Arkoun et al. (2014) detekovali tento
receptor ve spojovaci Casti spermie.

V extraktu z ejakulovanych lidskych i kancich spermii byl detekovan protein GPER
s molekulovou hmotnosti 42 kDa (Rago et al., 2014). Ve stejné préci autoti uvadéji i prikaz

GPERmMRNA taktéz v lidskych i kancich ejakulovanych spermiich.
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Tabulka 3: Detekce GPER ve tkani

u n€kterych druht savet

varlat a nadvarlat, v zarode¢nych buiikdch a spermiich

Clovek Mys Potkan Hiebec Kanec
Varle — | NP NP NP NP NP
intersticialni tkan
Leydigovy + (5, 18, 28) -(32) - (13, 14) NP NP
buiiky
Sertoliho bufiky | + (5, 18, 28), + s | - (32) + (13, 14) NP NP
(6)
Zarode¢né buniky | + (5), + s (6), + | +(32) - (13, 14) NP NP
NB (18), - (28)
El epitelialni | NP NP + ad s (15), - im | NP NP
bunky (15)
E2 epitelialni | NP NP + ad (15), + s im | NP NP
bunky (15)
E3 epitelialni | NP NP + ad (15), + im | NP +1im (11)
bunky (15)
E1 spermie v | NP NP NP NP NP
lumen
E2 spermie v | NP NP NP NP NP
lumen
E3 spermie v | NP NP NP NP NP
lumen
Ej spermie NP NP
nezralé
Ej spermie zralé | - (29) + (7, -|+ ES, AR
hlavicka (2) (29), - J (29)
Ej spermie zralé | - (29) +(2,7) -(29)
kréek
Ej spermie zralé | + (29) +(2,7) +(29)
stfedni ¢ast
Ej spermie zralé | - (29) + (7)), -1-(29
bicik (2)

E1 — hlava nadvarlete; E2 — t¢lo nadvarlete; E3 — ocas nadvarlete; s — slabé; NB — nékteré burnky; ad
— dospéla zvirata; im — nedospéld zvirata nebo nezralé spermie; NP — nepopsadno; ES — ekvatoridlni
segment; AR —akrozomdlni region; J — jddro.

2 — Arkoun et al., 2014; 5 — Chevalier et al., 2012; 6 — Fietz et al., 2014; 7 — Gautier et al., 2016; 11 —
Katleba et al., 2015; 13 — Lucas et al., 2010; 14 — Lucas et al., 2011; 15 — Martinez-Traverso et al.,
2015; 18 — Oliveira et al., 2014; 28 - Rago et al., 2011; 29 - Rago et al., 2014; 32 — Siriani et al., 2008.
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3 Hypotézy a cile prace

Publikované informace tykajici se detekce a lokalizace estrogenovych receptort (ERS)
Vv reprodukénim traktu a ve spermiich kancii nejsou dostate¢né, vysledky uvadéné raznymi
autorskymi tymy jsou velmi rozdilné.

Vzhledem k nizké Cetnosti publikovanych vysledku, tykajicich se receptoru GPER ve
tkanich a spermiich u dospé€lych kanct, se detekce a lokalizace tohoto receptoru stala hlavnim

ukolem dizertacni prace.

Hypotézy:
e Ve spermii kance budou lokalizovany estrogenové receptory GPER, ERa a ER
e U jednotlivych typl estrogenovych receptori budou prokdzany zmény
Vv posttestikularni distribuci pfi maturaci spermii
e Estrogenové receptory ERa, ERP a zejména GPER budou prokdzany ve

spermatogennim epitelu varlete a v sekre¢nim epitelu kandlku nadvarlete

Na zékladé vySe uvedenych hypotéz jsme stanovili cile dizertacni prace.

Cile:
e Ovefit publikované udaje o lokalizaci jednotlivych typli estrogenovych receptorti
Vv reprodukénim traktu a ve spermiich prasete
e Zjistit expresi membranového estrogenového receptoru GPER v samcich
reprodukcnich organech prasete a v epididymalnich a ejakulovanych spermiich
e Zmapovat zmény vV distribuci estrogenovych receptorti v zadrodecnych buiikéach
a spermiich kanclh bcéhem jejich vyvoje, zrani a po absolvovani kapacitace

a akrozomalni reakce
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4  Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Spermie a reprodukéni organy (varle, nadvarle) prasete

Pti laboratornim zpracovani byly pouzivany ejakulované spermie dospélych kancii
a epididymalni spermie ztkéni nadvarlete. V piipad¢ ejakulovanych spermii se jednalo
0 komer¢ni a nativni davky ziskavané z inseminacCnich stanic kanci. Komer¢ni davky
pochazely ze stanice CHOVSERVIS a.s. Kout na Sumavé a PROAGRO Nymburk a.s.,
nativni ejakulat z insemina¢ni stanice LIPRA PORK, a. s. SkrSin. Epididymalni spermie
i vzorky reprodukénich tkani (varlat a nadvarlat) pochazely od dospélych kancii miniprasat
chovanych pro experimentalni uéely v Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, v. V. i.
v Libéchové (2 kanci, porazkovd hmotnost 70-100g, stafi 7 — 12 mésicl)
a z experimentalnich jatek Vyzkumného ustavu zivoci$né vyroby, v. v. i., Praha-Uhfinéves

(4 kanci plemene bilé uslechtilé, porazkova hmotnost 110 — 115 kg, staii 9 — 12 mésicu).

Konzervované komeréni davky spermii byly pfevdZzeny a uchovavany
V temperovaném termoboxu pii 17 °C, zpracovany byly druhy den po odbéru. Nativni
ejakulat byl pfevezen Vv izolovaném boxu pii teploté okolo 30 °C a zpracovan ihned po

doruceni do laboratofe, tzn. nejpozdéji do 2,5 hod po odbéru kance.

V ramci zavadéni metodik byly pro jejich standardizaci pouZivany komercni
inseminaéni davky kancich spermii, pro samotnou experimentalni praci byly urceny pouze

nativni spermie bez pfidavku dal$ich latek.

V laboratoti KVD CZU byly zpracovavany komeréni davky ejakulovanych spermit,
nativni ejakulované spermie, spermie z cauda epididymis, in vitro kapacitované spermie
(kapitola 4.2.4, strana 30) a spermie po in vitro indukované akrozomalni reakci (kapitola
4.2.4.1, strana 31).

K ziskani kvalitnich vzorkli ejakulovanych spermii z komerénich davek i1 davek
nativnich spermii byla nejdfive zkontrolovana jejich viabilita pomoci stolniho mikroskopu
Nicon Eclipse E200 (Nicon, Japonsko) pii 100 x zvétSeni. DalSim krokem zpracovani kanciho
ejakulatu bylo oddé¢leni semenné plazmy od spermii odstfedénim na centrifize (NF 400R,

Merci, CR) pii 250 x g a laboratorni teploté po dobu 10 min. Ziskana peleta spermii byla
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dvakrat po sobé promyta PBS (Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, USA) a pokazdé
odstiedéna pii 250 x g po10 min.

Epididymalni spermie byly ziskdvany z ocasu nadvarlete pfimo na misté odbéru tkani
vUZFG AV CR odsatim pomoci injekéni jehly a stifkatky. Spermie z dalsich &asti
nadvarlete byly vymyvany z tkané piimo v laboratoii KVD CZU: cely organ byl pfevezen na
ledu. Hlava a t¢lo nadvarlete byly nastiihany na kousky do roztoku PBS (Phosphate Buffered
Saline) a po 30 min inkubace v termostatu pii 37°C byly filtraci odstranény zbytky tkang.
Mensi kousky tkani byly separovany centrifugaci (5 min pii 50 x g). Po nésledujici
centrifugaci suspenze spermii (20 min pii 300 x g) byly spermie oddéleny, dvakrat promyty

PBS a odstiedény pii 250 x g po dobu 10 min.

Ze spermii byly extrahovany celkové proteiny pomoci detergentu SDS (dodecylsiran
sodny, P-Lab, CR), proteiny z jednotlivych ¢asti spermatické buiiky — cytosolarni (cytoplasma
a obsah akrozomu), membranové (véetné vnitinich membran), nuklearni a cytoskeletalni
pomoci Kitu od firmy Calbiochem (Subcellular Protein Fractionation Kit, Merck, Némecko)
a proteiny z povrchu spermii s vyuzitim Kitu od firmy ThermoFisher Science (Cell Surface

extraction Protein Kit).

Pro  separaci  izolovanych  proteini  byla  pouzita  SDS-elektroforéza
V polyakrylamidovém gelu nasledovana elektropfenosem proteini na nitroceluléozovou
membranu (Western blot), kde byly poté pomoci protilatek detekovany estrogenové receptory
ERa, ERPB a GPER. Pouzit¢ sekundarni protilatky byly znacené kienovou peroxidazou,
vizualizace proteinli byla provedena bud’ pomoci pfemény substraitu TMB (3,3¢,5,5°-
Tetramethylbenzidine; Sigma-Aldrich, Némecko), nebo chemiluminiscenéniho substratu ECL
Select (Amersham, UK).

Lokalizace estrogenovych receptorti ve spermiich v riznych fazich jejich funkéniho
vyvoje byla sledovana nepfimou fluorescenéni mikroskopii pomoci specifickych protilatek
s pouzitim sekundarnich protilatek znacenych fluorescein isothiokyaniatem (FITC). Pro
rozliSeni lokalizace ERs na povrchu nebo uvnitf buiikky byly spermie zpracovany metodami

bud’ bez poruseni jejich plazmatické membrany nebo po jeji permeabilizaci.
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4.1.2 Seznam protilatek

Primarni protilatky (pokud neni uvedeno jinak, jedna se o Santa Cruz Biotechnology,
USA):

ERo (HC-20): sc-543, krali¢i polyklonalni protilatka proti C-konci aminokyselinové
sekvence lidského proteinu

ERa (C-311): sc-787, mysi monoklonalni protilatka proti aminokyselinam 495-595
bovinniho proteinu

ERP (1531): sc-53494, mysi monoklonalni protilatka proti C-konci (aminokyseliny 256-505)
lidského proteinu

ERpB (L-20): sc-6822, kozi polyklonalni protilatka proti oblasti v blizkosti C-konce
aminokyselinové sekvence lidského proteinu

GPR30 (K-19-R): sc-48524-R, krali¢i polyklonalni protilatka proti vnitini casti
aminokyselinové sekvence lidského proteinu

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

Mysi monoklonalni protilatka proti fosfotyrosinu (klon 4G10), Merck Millipore, Némecko
Wtl: polyklonalni krali¢i protilatka proti Wtl (Wilms tumor gene) (C-19): sc-192, proti
C-koncové aminokyselinové sekvenci lidského proteinu Wtl specificky exprimovanému
v Sertoliho buiikdch (Wang a kol., 2013)

Ki-67: monoklonalni krali¢i protilatka proti Ki-67 (SP6) (MAb5-14520), pro vizualizaci
jaderného proteinu Ki -67 ve spermatogoniich (Steger a kol., 1998), Thermo Fisher, USA
VEGF: monoklondlni mysi protildtka proti VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
(C-1): sc-7269 proti aminokyselinové sekvenci 1-140 lidského proteinu, pro vizualizaci
meiotickych bunék (Guo a kol., 2004)

Sekundarni protilatky:

Imunofluorescence:

Anti-R: kozi protilatka proti krali¢im IgG (cela molekula) s FITC, Sigma-Aldrich, USA
Anti-M: kozi protilatka proti mysim IgG (cela molekula) s FITC, Sigma-Aldrich, USA
Anti-G: kozi polyklonalni protilatka proti mysim IgG (H+L) s FITC, Merck Millipore,
Némecko

Anti-Ma: osli protilatka proti mysim IgG (H+L), Alexa Fluor 555, Invitrogen, USA

Anti-Ra: osli protilatka proti krali¢im IgG (H+L), Alexa Fluor 555, Invitrogen, USA
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Western blot:

Anti-Ro: osli protilatka proti kralicim IgG konjugovana s kienovou peroxidazou, Amersham,
UK

Anti-Mo: ov¢i protilatka proti mySim IgG konjugovana s kienovou peroxidazou, Amersham,
UK

Anti-Rg: kozi protilatka proti kralicim IgG konjugovana s kienovou peroxidazou Bio-Rad,
USA

Anti-Mg: kozi protilatka proti mySim IgG konjugovana s kienovou peroxidazou Bio-Rad,
USA

4.2 Pouzité metody
4.2.1 Histologické preparaty

Kan¢i reprodukéni organy byly ziskdvany postmortaln¢ z dospélych kanci
miniaturnich plemen a transportovany na ledu do laboratofe CZU. Vzorky tkan& byly po
pfevozu za ucelem zhotoveni parafinovych histologickych preparatd ihned po odbéru
Z nativnich organu fixovany v 10 % formolu (vodny roztok z 36 — 38% formaldehydu; Penta,
CR). Tkan& uréené pro zhotoveni kryotezti byly oSetieny piipravkem TissueTek (OCT
Compound for Cryostat Sectioning, Australie), zamrazeny v tekutém dusiku a az do
samotného zpracovani na pfistroji cryo-cut (Biocev, Vestec) uchovavany hluboce zmraZzené

pfi teploté -80 °C.

4.2.1.1 Parafinové iezy a kryorezy 7 tkani varlat a nadvarlat

Vzorky tkani pro zhotoveni parafinovych fezii po fixaci v 10 % formolu prosly
vzestupnou alkoholovou fadou (70 — 96% etylalkohol), poté nasledoval toluen (P-Lab, CR)
axylen (Penta, CR) a nakonec dvé lazné v parafinu (parafin Leica, USA); celkova doba
zpracovani byla 12 hod. Byly zhotoveny parafinové blocky. Po zatmeleni na dfevéné Spalicky
byly blo¢ky krajeny na mikrotomu (prototyp BD-RM70, Cina), polotenké fezy (5 — 7 pm)
byly nataZzeny a napnuty na sklo. Po usuSeni preparati nasledovalo zakladni barveni

hematoxylinem a eosinem.
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Krajeni zamrazenych tkani (blockll) probihalo na pfistroji Cryo-cut (Leica, Biocev,
Vestec). Tloust’ka kryofezii se pohybovala v zavislosti na typu tkané od 3 do 5 pum. Kazdy fez
byl nalepen na vytemperované specialni podlozni sklo Superfrost Plus (Thermo Scientific,
USA). Hotova skla s fezy byla skladovana v mrazicim boxu pii teploté -20°C. Preparaty
kryofezi byly barveny hematoxylinem a eosinem a pouzity k detekci ERs v tkani pomoci

specifickych protilatek pti imunofluorescen¢ni mikroskopii.

4.2.1.2 Zikladni piehledné barveni hematoxylinem a eosinem

Metoda barveni hematoxylinem a eosinem (HE) vyuziva kombinaci dvou barviv,
bazického hematoxylinu a kyselého eosinu. Jedna se o piehledné zékladni barveni urcené pro
polotenké tezy, pii kterém jsou obarvena jadra a cytoplazma bunék rozdilnym barevnym

tonem a zaroven se obarvi i mezibunéénd hmota pojivové tkang.

Vzhledem K pouziti vodnych roztoki barviv bylo nutné fez tkané nejdiive
odparafinovat xylenem a nasledné sestupnou fadou alkoholu (96-70 %). Postupné jsme
preparaty obarvili hematoxylinem a poté eosinem. Pfed zamontovanim obarveného fezu pod
podlozni sklo byl preparat odvodnén alkoholem (vzestupna fada 70-96 %) a karboxylenem.
Nakonec v lazni xylenu doslo K projasnéni tfezu, kdy fez ziskal index lomu blizky indexu
lomu skla. Kryotfezy tkani byly barveny hematoxylinem a eosinem s vynechanim kroku
odparafinovani. Takto ziskané fezy byly zamontovany pod kryci sklo pomoci kanadského
balzamu. Mikroskopické snimky byly zhotoveny pomoci mikroskopu (Nicon Eclipse E600
s kamerou Nicon Digital Sight DS-Fil, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS

Elements.

4.2.2  Imunohistochemie — detekce ERs v tkani varlete a nadvarlete
4.2.2.1 Peroxidazové barveni — detekce ERs na parafinovych rezech

Parafinové tfezy tkani (5 pm) napnuté na sklech byly odparafinovany pii prichodu:
dvéma laznémi v koncentrovaném xylenu, sestupnou fadou koncentraci etanolu (2 X 96 %
etanol, 1 x 70 % a 1 x 50 % etanol) a opakované promyty v destilované vod¢. Nasledné byly
povateny V citratovém pufru, zchlazeny v Tritonu (0,1 % v PBS, Phosphate Buffered Saline)

a proplachnuty v PBS. Preparaty byly fixovany na podloznich sklickdch po dobu 5 min
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fixaénim roztokem (metanol : aceton = 1 : 1) vymrazenym pfti -20 °C. Poté byly 3x po dobu
5 min promyty v PBS ve vertikalni kyveté. Na kazdy vzorek byla nasledné ptidana smés 18 %
vody, 80 % metanolu a 2 % H,0,. Po inkubaci pfi 37 °C po 20 min a promyti 3 X po 5 min
v PBS bylo pouzito 1 % BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, USA) v PBS
k deaktivaci volnych mist. Po 20 min inkubace pii 37 °C byl piebytek tekutiny ze skel
odstranén setfepanim. Na skla s preparaty byly pfidany primarni protilatky proti ERs (fedéné
1: 100 v PBS; Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) a nasledovala inkubace pies noc
pii 4 °C ve vlhké komtirce. V negativni kontrole byla primarni protilatka nahrazena PBS. Skla
byla 5 x po 5 min promyta v PBS ve vertikalni kyveté. Po pfidani sekundarni protilatky
znacené peroxidazou (fedéné 1 : 1000 v PBS; Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24)
byly vzorky inkubovany po dobu 45 min pti 37 °C, promyty 3 X po 5 min v PBS a nasledné
barveny 0,06 % DAB (3,3‘-diaminobenzidin tetrahydrochlorid) (Sigma-Aldrich, USA) po
dobu 10 - 15 min. Po oplachu byl preparat 1 min dobarvovan Harrisovym hematoxylinem
a4x po 5 min promyt vPBS. Sklo s preparatem bylo vyhodnoceno pomoci svételného
mikroskopu (mikroskop Nicon Eclipse E600 s kamerou Nicon Digital Sight DS-Fil,
Japonsko).

4.2.2.2 Nepiimd imunofluorescencéni mikroskopie — detekce ERs na kryoiezech

Metoda nepiimé imunofluorescence byla pouzita k detekci a lokalizaci estrogenovych

receptorll pomoci specifickych protilatek ve varlatech a ¢astech epididymu.

Kryofezy (3 az 5 um) tkani byly fixovany ve vymrazeném acetonu 10 min. Po promyti
PBS byly fezy blokovany bloka¢nim ¢inidlem SuperBlock (ThermoFischer, USA) po dobu
30 min pfi laboratorni teploté a pak inkubovany ve vlhké komtrce s primarni protilatkou proti
ERs (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) ziedéné v PBS (1 : 100) ptes noc v lednici.
Po promyti vPBS byly tkanové fezy inkubovany s pfislusnou sekundarni protilatkou
konjugovanou s FITC (Sigma-Aldrich, USA) fedénou v PBS (1 : 300/1 : 500) po dobu 1 h pfi
laboratorni teploté. Jako kontroly byly pouzity fezy inkubované bez primarni protilatky pouze
s PBS, aplikovana byla jen pfislusna sekundéarni protilatka. Po oplachnuti PBS a destilovanou
vodou byly tkanové fezy osuseny a zamontovany médiem VectaShield-DAPI (Vector
Laboratories, USA) pod kryci sklo. Preparaty byly vyhodnoceny pod fluorescenénim
mikroskopem (Nicon Eclipse E600), snimany pomoci kamery (Nicon Digital Sight DS-Fil,

Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.
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4.2.2.3 Detekce jednotlivych typi testikuldarnich bunék spolu s detekci ERs

Detekce jednotlivych typt testikularnich bun€k (Sertoliho buiiky, spermatocyty
a spermatogonie) byla provedena pomoci specifickych protilatek (Seznam protilatek, kapitola

4.1.2, strana 24) na kryofezech varletni tkan¢.

Skla s kryofezy po vyjmuti z mraziciho boxu byla pfiblizn¢ 5 min temperovana na
laboratorni teplotu a poté fixovana v kyveté ve vymrazeném (-20 °C) acetonu - metanolu
(1:1) po dobu 10 min. Po fixaci byla skla promyta v kyveté v PBS 3 x po 5 min na tfepacce.
Poté byly tfezy blokovany nanesenim blokac¢niho ¢inidla SuperBlock (ThermoFischer, USA)
30 min pfi laboratorni teploté. PO omyti PBS a osuseni byly na fezy aplikovany primarni
protilatky proti estrogenovym receptorim fedéné v PBS; fedéni jednotlivych primarnich
protilatek v PBS: GPR30 (K-19-R) (1 : 100), ERa (HC-20) (1 : 50), ERp (1531) (1 : 50). Skla
S primarnimi protilatkami byla inkubovana ve vlhké komurce po dobu 4 hod v termostatu pfi
37 °C. Na tez uréeny jako kontrolni byl nanesen jen PBS. Po inkubaci byla skla omyta PBS.
Po osuSeni skel byly naneseny primarni protilatky fedéné v PBS znacici jednotlivé buiiky:
Wtl krali¢i polyklonalni protilatka, 1 : 50 (znacici Sertoliho bunky), VEGF mysi
monoklonalni protildtka, 1 : 100 (znacici cytoplazmu spermatocytl), Ki-67 krali¢i
monoklonélni protilatka, 1 : 25 (znacici spermatogonie). Pro negativni kontroly byl pouZit
samotny PBS. Inkubace prob¢hla ve vlhké komtrce ptes noc pii 4 °C. Poté byla skla omyta
v kyvet¢ vPBS 2 x po 5 min na tfepacce a osuSena. Na skla byly naneseny sekundarni
protilatky konjugované s FITC tedéné v PBS (anti-M 1 : 300, anti-R 1 : 500). Inkubace
preparati probihala ve vlhké komiurce v lednici pii 4 °C ve tmé& po dobu 1 hod. Po vyjmuti
z lednice byla skla omyta v PBS a osus$ena. Poté byly na skla naneseny sekundarni protilatky
konjugované s Alexa Fluor 555 fedéné v PBS: anti-Ma (1 : 500) a anti-Ra (1 : 800). Inkubace
preparati probihala ve vlhké komtrce v lednici pti 4 °C ve tmé po dobu 1 hod. Po inkubaci
byla skla opakované¢ promyta v PBS vkyveté na tfepacce ve tm€ a nakonec promyta
Vv detilované vodé. Po osuSeni byla skla zamontovdna pomoci média VectaShield-DAPI
(Vector Laboratories, USA) pod kryci sklo. Vyhodnoceni bylo provedeno na
imunofluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse E600. Preparaty byly nafoceny pomoci
kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS

Elements.
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4.2.3 Zpracovani spermii pro imunofluorescenci
4.2.3.1 Pocitani spermii

Suspenze spermii nafedénych v destilované vodé (10 pl suspenze spermii a 990 ul
destilované vody) v mnozstvi 20 ul byla aplikovana pod kryci sklicko Biirkerovy komurky.
Pod mikroskopem jsou pocitany jednotlivé buiiky ve 40 velkych c¢tvercich. Vypoctem podle
vzorce: pocet spermii ve 40 ctvercich nasobeny faktorem konverze (1000) / velikost pole
(0,04) x pocet ¢tvercu (40) x 0,1 (hloubka komurky) x fedéni suspenze (1/100). Timto

vypoctem byl ziskan pocet spermatickych bunék v 1 ml suspenze.

4.2.3.2 Fixace spermii na podloZnim mikroskopickém skle

Fixaci roztéru spermii na podloznim skle dojde v zavislosti na typu pouzité fixacni latky
K Gplnému nebo ¢astenému naruseni integrity plazmatické membrany a tim jeji prostupnosti
pro protilatku. Permeabilizace umozni pouzitym specifickym protilatkdm proniknout do
builky a navdzat se na estrogenové receptory ve spermii. PoruSeni integrity plazmatické
membrany bylo dosazeno nékolika zptisoby. Metoda vlhké fixace (aceton : metanol = 1 : 1)
navodi uplnou permeabilizaci plazmatické membrany, jen c¢asteéné permeabilizace je
pravdépodobné dosazeno zasusenim roztérti spermii na podloznim skle ponofenim skel do

lazné s vymrazenym metanolem.

Skla s fixovanymi spermiemi byla pouzita ihned pro aplikaci specifickych primarnich

protilatek nebo pro pozd&jsi vyuziti uchovavana v lednici pii 4 °C.

e Fixace spermii zasuSenim na skle

Suspenze spermii v PBS (cca 10" bunék/ml) vobjemu 20 pl byla napipetovana do
krouzku nakresleného specidlnim fixem na mikroskopické podloZni sklo. Spermie byly na

skle opatrné rozeteny a zasuseny pii laboratorni teploté.

e Zpracovani preparati spermii vlhkou fixaci

Suspenze spermii v PBS (cca 107 bungk/ml) v objemu 20 pl byla napipetovana do
krouzku nakresleného parafinovou tuzkou (Liquid Blocker, PAP - pen for immunostaining,

Sigma-Aldrich, USA) na mikroskopické podlozni sklo. Ke kapce spermii byla pfidana smés
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acetonu a metanolu (pomér 1 : 1) v mnozstvi 50 ul. Po inkubaci 5 min pfi laboratorni teploté

byla skla oplachnuta PBS a osusena.

e Fixace spermii metanolem

Mikroskopicka podlozni skla se zasuSenymi spermiemi byla vlozena do kyvety
s vymrazenym metanolem na dobu 10 min, poté oplachnuta v PBS a osuSena pii laboratorni

teploté.

4.2.4 Kapacitace ejakulovanych spermii in vitro

Suspenze ejakulovanych kancich spermii zbavena semenné plazmy byla 2 x promyta
roztokem PBS a odstfedéna pii 250 X g po dobu 10 min pfi laboratorni teploté na centrifuze
NF 400R (Merci, CR). Po odstfedéni byl odstranén supernatant. Byl uréen poéet- spermii
v suspenzi (kapitola 4.2.3.1, strana 29). Peleta promytych spermii byla resuspendovana ve 40
ml kapacita¢niho média ptipraveného ze zasobniho 10 X koncentrovaného TBM (113,1 mM
NaCl; 3 mM KCI; 10 mM CaCl,; 20 mM TRIS; 11 mM glukéza; 5 mM pyruvat; 1 amp.
gentamycin; do 100 ml H,O, pH 7,7) s BSA (1 mg/ml) (Bovine Serum Albumin, Sigma-
Aldrich, USA) na koncentraci asi 5 x 10" bun&k/ml. Suspenze spermii v kapacitaénim médiu
byla nasledné rozdélena do mikrozkumavek po 500 pl. Kapacitace probihala v termostatu
s5% CO; pti 38,5 °C po dobu 3 h. Po kapacitaci byly spermie odsttedény pii 250 x g pfi
teploté mistnosti po dobu 10 min. Ziskané pelety spermii byly opakované promyty v PBS.

4.2.4.1 Hodnoceni kapacitacniho stavu spermii

Po in vitro kapacitaci spermii byl jejich kapacitacni stav hodnocen podle stupné
tyrozinové fosforylace ve spermatické bunice pomoci nepiimé imunofluorescencni
mikroskopie s vyuzitim specifické primarni mysi monoklonalni protilatky proti fosfotyrozinu

4G10 a sekundarni protilatky s navazanym fluoroforem.

K peletce promytych spermii byl pfidan formaldehyd (36 — 38 % vodny roztok, Penta,
CR) vpoméru 1 : 5 a po mirném roztiepani byly spermie inkubovany po dobu 1 h pii
laboratorni teploté. Po odstiedéni (pfi 220 X g po dobu 7 min) a opakovaném promyti v PBS
byla suspenze nanesena na podlozni mikroskopické skla do krouzkii napsanych parafinovou

tuzkou (Liquid Blocker, PAP - pen for immunostaining, Sigma-Aldrich, Japan) v mnozstvi
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20 pl, rozprostfena po celé plose krouzku a zasuSena na vyhiivané ploténce Dual Thermo
(P-Lab). Fixace formaldehydem by méla integritu plazmatické membrany zachovat, avsak
kazdy vyrobce (napf. Penta, CR) uvadi v distribuovaném 36 — 38 % vodném roztoku
formaldehydu obsah metanolu do vyse 3 - 10 % z celkového objemu, pochazejici z vyrobniho
procesu (tento obsah metanolu je pfi¢inou navozeni prostupnosti plazmatické membrany
a formalinem fixované spermie nesplituji podminku pro detekci povrchovych estrogenovych
receptort). Po fixaci byla skla oplachnuta PBS a poté destilovanou vodou. Po osuSeni byla na
spermie na skle nanesena primarni mys$i monoklonalni protilatka 4G10 (fedéni 1 : 300
v PBS). Jako negativni kontrola byl pouzit samotny PBS. Nasledovala inkubace ve vlhké
komirce po dobu 1 h pti 4 °C. Po inkubaci byla skla omyta PBS a osusena. Na vSechna skla
(v€etné¢ negativnich kontrol) byla nanesena sekundarni protilaitka proti mySim IgG
konjugovana s FITC (fedéna 1 : 400 v PBS). Po inkubaci ve tm¢ ve vlhké komitrce po dobu
1 h pti 4 °C byla skla opakovan¢ omyta PBS a detsilovanou vodou. Po osuSeni byly preparaty
zafixovany pomoci montovaciho média Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA)
aprekryty krycim sklickem. Vyhodnoceni bylo provedeno na imunofluorescenénim
mikroskopu Nikon Eclipse E600. Preparaty byly nafoceny pomoci kamery (Nikon Digital
Sight DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.

4.2.4.2 Indukce akrozomdlni reakce spermii kapacitovanych in vitro

Pro indukci akrozomalni reakce bylo k suspenzi kapacitovanych spermii 0 objemu
500 ul pfidano 10 pl ionoforu (100 uM Calcium Ionophore, Sigma-Aldrich, USA).
Akrozomalni reakce in vitro probihala v termostatu s5 % CO, pii 38,5 °C po dobu 1,5 h.
Suspenze spermii byla odstfedéna pii 250 x g pii teploté mistnosti po dobu 10 min a 2x
promyta v PBS.

4.2.4.3 Hodnoceni integrity akrozomu

Ke zjisténi integrity akrozomu byla vyuzita schopnost vazby lektinu PNA (Peanut
agglutinin) na sacharidové struktury pfitomné na vnéjsi akrozomalni membrané. Pro ovéfeni
zachovani integrity akrozomu byly spermie inkubovany s lektinem PNA znafenym
fluorochromem rhodaminem, produkujicim fluorescen¢ni signal (Rhodamine Peanut

Agglutinin, anti-M, Vector Laboratories, USA), fedénym v PBS 1 : 500, ve tmé ve vlhké
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komtirce po 30 min pfi laboratorni teploté. Poté byla skla opakované omyta PBS
a destilovanou vodou, osuSena a zafixovana do montovaciho média Vectashield s DAPI
(Vector  Laboratories, USA), piekryta krycim sklickem a hodnocena pod
imunofluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E600. Preparaty byly nafoceny pomoci

kamery (Nicon Digital Sight DS-Fil, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.

4.2.,5 Nepiima imunofluorescen¢ni mikroskopie — detekce ERS ve spermiich

Pro lokalizaci estrogenovych receptori ve/na spermiich byla pouzita nepifiméa
imunofluorescencni mikroskopie s vyuzitim monoklonalnich a polyklondlnich komer¢nich

protilatek proti ERs.

4.25.1 Lokalizace ERs u spermii fixovanych na podloinim mikroskopickém skle

Epididymalni, ejakulované a kapacitované spermie (kapitola 4.2.4, strana 30)
a spermie po akrozomalni reakci (kapitola 4.2.4.1, strana 31) byly opakované promyty v PBS.
Na preparatu ejakulovanych spermii byly testovany protilatky proti ERs, a to bud’ pouze po
zasuSeni na skle nebo nasledné fixovany vymrazenym metanolem po dobu 10 min. Po
vyhodnoceni pouzitych metod byla pro pfipravu vSech prepratd spermii zvolena metoda vlhké
fixace. Po oplachu PBS nasledovalo naneseni bloka¢niho ¢inidla SuperBlock
(ThermoFischer, USA) na dobu 30 min. Po oplachu PBS byly preparaty spermii na skle
aplikovany primarni monoklonalni a polyklonalni protilatky proti ERs (fedéné 1 : 100 /
1:50) v PBS; viz. Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24). U negativnich kontrol byly
primarni protilatky nahrazeny PBS. Inkubace probihala ve vlhké komirce pies noc Vv lednici
pfi 4 °C nebo vsuspenzi 2 h pii 37 °C. Piislusné sekundarni protilatky konjugované
s fluorescein isothiokyanatem FITC (fedéné 1 : 300 / 1 : 500) v PBS; Seznam protilatek,
kapitola 4.1.2, strana 24) byly po naneseni inkubovany 1 h ve vlhké komiirce v termostatu pii
37 °C. Jako negativni kontrola byla urcena skla bez pouziti primarnich protilatek, jen
s protilatkami sekundarnimi. Po osuseni skel byl na n€které preparaty aplikovan PNA lektin
znaceny rhodaminem v PBS fedény 1 : 500. Inkubace s PNA lektinem probihala 30 min ve
vlhké komdrce pfi laboratorni teploté¢ ve tmé. Poté byla skla omyta 3 X 5 min v PBS
a nasledn¢ oplachnuta destilovanou vodou. Po osuseni byla skla zamontovana pomoci média

Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA). Timto zptisobem bylo dosazeno prodlouzeni
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doby imunofluorescence preparatu a zaroven byla oznacena jaderna DNA. Vyhodnoceni bylo
provedeno imunofluorescencnim mikroskopem Nikon Eclipse E600. Preparaty byly sniméany
pomoci kamery (Nicon Digital Sight DS-Fil, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS

Elements.

4.2.5.2 Lokalizace ERs v suspenzi spermii

Cilem této metody bylo zjistit pfitomnost ERs na povrchu spermii, ktery je pii tomto
zptisobu provedeni neporuSeny. K suspenzi ejakulovanych promytych spermii byla pfidana
protilatka v poméru 1 : 100. Po 1,5 h trvajici inkubaci v termotatu pii 37 °C byly spermie
dvakrat po sob€ promyty v PBS a vzdy po promyti odstiedény (5 min pii 250 x g). Po promyti
byla suspenze spermii s primarni protildtkou pouzita pro zpracovani na mikroskopickych
sklech. Suspenze spermii vV PBS (0 objemu 20 ul) byla opatrné rozetiena do parafinovou
tuzkou (Liquid Blocker, PAP - pen for immunostaining, Sigma-Aldrich, USA) nakreslenych
krouzki na podloznim mikroskopickém skle a zasuSena pftipokojové teploté. Skla byla
zpracovana ihned po zasuSeni suspenze spermii nebo ulozena pied dalSim zpracovanim

V chladnicce.

Pted dalSim zpracovdnim byla skla se zasuSenymi spermiemi omyta PBS a osuSena.
Na skla byla aplikovana sekundarni protilatka konjugovana s FITC fedéna v PBS (1 : 400). Po
inkubaci ve vlhké komiirce ve tmé po dobu 1 h pfi laboratorni teploté byla skla omyta v PBS,
osuSena a zamontovana pomoci média Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA) pod
kryci skli¢ko. Preparaty byly uchovavany v lednici ve tmé a nejpozdé€ji druhy den
vyhodnoceny na imunofluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse E600. Snimany byly

pomoci kamery Nicon Digital Sight DS-Fil a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.

4.2.6 Priprava vzorku tkani a spermii pro izolaci proteini
4.2.6.1 Priprava proteinového extraktu z tkani varlat a nadvarlat

Tkané z hlavy, téla a ocasu nadvarlete (kazdy vzorek 0 hmotnosti 100 mg) byly

homogenizovany pomoci homogenizéru IKA T10 basic (IKA Werke, Staufen, Némecko)
v 500 ul 1% Tritonu X-100 v 50 mM Tris-HCI (pH 7,8) s 30 mM KCI a vysrazeny acetonem:

vymrazeny aceton byl smichan se vzorkem tkané v poméru 1 : 5 a peclivé roztiepan. Po
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inkubaci po dobu 1 h pii -20 °C byla suspenze odstiedéna pii 4 °C/5 000 x g. Po odstranéni
supernatantu byla peletka v mikrozkumavce ptiblizné 10 min ponechéna na ledu, aby doslo
k odpafeni nadbyte¢né tekutiny. Ziskany extrakt byl rozpustén v neredukujicim vzorkovém
pufru (2 % SDS v 0.5 M Tris-HCI, pH 6,8, bromfenolova modf), kone¢na koncentrace

proteinil ve vzorku byla pfiblizné 1 mg/ml.

4.2.6.2 Priprava proteinového extraktu ze spermii

Pro pfipravu proteinového extraktu ze spermii izolovanych z tkané jednotlivych tsekt
nadvarlete (kapitola 4.1.1, strana 22), ziskanych zpracovanim komer¢nich i nativnich davek
(kapitola 4.1.1, strana 22), kapacitovanych spermii (kapitola 4.2.4, strana 30) a spermii po
akrozomalni reakci (kapitola 4.2.4.1, strana 31) byly pouzity vytvoiené peletky. K peleté
spermii (pocet bun&k pfiblizné 5 x 10”) bylo pfidano 150 ul neredukujiciho vzorkového pufru
(0,5 M Tris.HCI pH 6,8; glycerol; 2 % SDS; 0,05 % bromfenolova modf). Vznikla suspenze
byla nékolikrat po sobé (celkem po dobu 1 h) roztiepana a chlazena na ledu, nakonec
centrifugovana pii 10 000 x g. Po extrakci byl vzorek inkubovan po dobu 5 min pti 100 °C
v termobloku CH-100, Heating/Cooling Dry Block (Biosan, Litva). Takto zpracované
spermie byly pouzity pro SDS-PAGE elektroforézu (kapitola 4.2.7, strana 37), nebo byly pro

pozd¢jsi pouziti uchovavany v mrazicim boxu.

4.2.6.3 Extrakce proteinii (subproteom) ze spermie

Cilem metody byla extrakce proteinli z odliSnych casti spermie a zjiSténi, zda se
v téchto frakcich nachazeji proteiny hledané molekulové hmotnosti, ktera odpovida

jednotlivym typtim estrogenovych receptord.

Peleta spermii o objemu 50 pl (5 X 10" bungk) byla zpracovana pomoci komeréniho
kitu ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit (Merck, Némecko) podle vyrobcem

ptiloZzeného protokolu. I1zolovany byly jednotlivé frakce spermii:

Frakce | — cytosolarni proteiny
Frakce Il — membranové proteiny
Frakce Il — jaderné proteiny
Frakce IV — cytoskeletalni proteiny
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4.2.6.4 Imunoprecipitace ERs pomoci specifickych protildtek

Lyzat proteini extrahovanych z ejakulovanych spermii pomoci 1 % Tritonu v 50 mM
Tris.HCI, pH 7,8 a 30 mM KCI byl inkubovan se specifickymi protilatkami proti ERs (ERa
(HC-20), ERp (1531) a GPR30 (K-19-R)) pies noc v lednici pii 4 °C. Druhy den bylo k lyzatu
pfidano 50 pl proteinu A/G na agarézovych kulickach (Protein A/G PLUS-Agarose
Immunoprecipitation Reagent: sc-2003; Santa Cruz Biotechnology, USA). Pfi prubézném
protfepavani vzorkti probihala inkubace (2 h) vtermostatu pii 37 °C. Vzorek byl poté
odstfedén behem 5 min pii 1000 X g a 4 °C. Ziskana peletka byla opakované promyta v PBS-
T (PBS s 0,05 % Tweenem 20). Poté byl k peletce pfidan redukujici vzorkovy pufr (2 % SDS
v 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 5 % merkaptoetanol, bromfenolova modf), vzorek byl promichan,
5 min povaien, roztfepan a stoCen 5 min pii 1000 X g a 4 °C. Supernatant byl pouzit pro

SDS-PAGE elektroforézu.

4.2.7 SDS-PAGE elektroforéza — jednosmérna elektroforéza v polyakrylovém gelu

Vv pritomnosti dodecylsiranu sodného (dle Laemmli, 1970)

Dodecylsiran sodny (SDS) je detergent, ktery udéluje proteinim uniformni zaporny
naboj. Diky tomuto naboji jsou proteiny od sebe separovany v polyakrylamidovém gelu podle
své molekulové hmotnosti. Elektroforetické déleni bylo provedeno za ucelem kontroly
uspesnosti extrakce proteinil, pro elektropfenos a néslednou imunodetekci estrogenovych

receptorti na nitrocelul6zové membrang.

Elektroforéza probihala v aparatufe Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis
Cell (Bio-Rad, USA). Pomoci SDS-PAGE byly separovany extrahované proteiny. Byl pouzit
12 % a 15 % separacni gel a zaostfovaci 4 % gel. Molekulova hmotnost separovanych
proteini byla urena porovnadnim s barevnymi molekulovymi proteinovymi standardy
Precision Plus Protein Standards All Blue (Bio-Rad, USA) nebo Standard Dual Xtra
Standards (Bio-Rad, USA).

Ptiprava 12/15 % separa¢niho gelu:

2,5ml/25ml1,5M Tris-HCI (pH 8,8) (Bio-Rad, USA)
4,0 ml /5,0 ml 30 % akrylamid (Bio-Rad, USA)

3,5ml /2,5 ml destilovana H,O

100 pul 10 % SDS (dodecylsiran sodny; P-Lab, CR)
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4,5 ul TEMED (tetramethylethan-1,2-diamin; GE Healthcare, Svédsko)
70 pl APS (10 % persiran amonny; Merci, CR)

Separacni gel byl nalit mezi sklenéné desky a poté na n¢j byla navrstvena destilovana
voda. Po piiblizn¢ 40 min, béhem nichz prob¢hla polymerace gelu, byla destilovand voda

odstranéna a misto ni navrstven zaostfovaci gel.
Ptiprava 4 % zaostfovaciho gelu:

1,52 ml destilovana H,O

625 ul 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) (Bio-Rad, USA)
325 pul 30 % akrylamid

25 ul 10 % SDS

3,8 ul TEMED

35 ul 10 % APS

Pro vytvofeni jamek v zaostfovacim gelu byl ihned po jeho naliti pouzit 10 nebo
15-jamkovy hieben. Po polymeraci gelu (asi 20 min) byl hieben odstranén a do jamek byly
naneseny vzorky pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky. Objem nanaSenych vzorkii do
jednotlivych jamek byl 8 - 20 ul (jednotlivé vzorky spermatickych bunék obsahovaly
ekvivalent 5x107/150 ul). Vzorky proteinii pro elektroforetické rozdéleni byly piipraveny
v neredukujicim/redukujicim vzorkovém pufru. Elektroforéza probihala nejdiive po dobu
piiblizn€ 30 min pfi napéti 80 V, posléze asi hodinu pii napéti 140 V. Pro odecet pfiblizné
molekulové hmotnosti byly pouzity piedbarvené molekulové standardy Precision Plus

Protein™ Dual Color (Bio-Rad, USA).

4.2.7.1 Vizualizace proteinit v polyakrylovém gelu pomoci barveni Coomassie Brilliant
Blue

Po elektroforéze byl gel odebran ze skel sestavy a proplachnut destilovanou vodou. Pro
vizualizaci proteinti po SDS elektroforéze bylo vyuzito modré barvivo Coomassie Brilliant
Blue (CBB R-250; Sigma-Aldrich, USA) (0,25 g CBB; 45 ml metanol; 9 ml kyselina octova;
45 ml destilovana H,0), které se vaze na proteiny v polyakrylamidovém gelu. Barveni

probihalo minimalné 1 h anasledn¢ byl gel opakované¢ promyt odbarvovacim roztokem

(250 ml metanol, 100 ml kyselina octova, 650 ml destilovana H,O). Po odmyti piebyte¢ného
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CBB ziistala mista v gelu, kde jsou separované proteiny, oznacena viditelnymi modrymi

prouzky.

4.2.7.2 Vizualizace proteinii v polyakrylovém gelu pomoci barveni stiibrem

Pro lepsi vizualizaci separovanych proteinti v polyakrylamidovém gelu byla dalsi
variantou metoda barveni stiibrem, ktera je citlivéjsi. Principem vizualizace proteind je vazba
kationtt stiibra na -SH a -COOH funkéni skupiny nékterych aminokyselin. Po redukci na

kovové stiibro jsou mista obsahujici proteiny v gelu znacena tmavymi prouzky.

Po probéehlé elektroforéze byl gel odebran ze skel sestavy a proplachnut destilovanou
vodou. Nasledovala jeho fixace v roztoku (25 ml metanol, 12 ml kyselina octova, doplnéni do

50 ml destilovanou H,0) pies noc pii 4 °C.
Po fixaci byl gel inkubovan:

3 x 20 min ve 50 % etanolu (Penta, CR)

1 min v roztoku Na;S;03 . 5 H,0 (0,02 g/100 ml) (P-Lab, CR)

3 X 20 s v destilované vodé

20 min v roztoku AgNO3 (0,1 g AgNO3 —Penta, CR, 37,5 ul 37 % formaldehydu — Lach-
Ner, CR, doplnéno do 50 ml destilované H,0)

2 X 20 s v destilované vodé

Vizualizace (doba do objeveni barevnych zmén je pfiblizné¢ 10 min) probihala
v roztoku Na,COjs: 3 g Na,COs (P-Lab, CR), 25 pl 37 % formaldehydu, doplnéno do 50 ml
destilovanou H,O a poté nasledovalo promyti v destilované vodé 2 x 2 min. Na zavér byla
reakce zastavena promytim po dobu pfiblizné 10 min v roztoku 25 ml metanolu s 6 ml

kyseliny octové (Lach-Ner, CR) doplnéného do 50 ml destilovanou vodou.

4.2.8 Elektropienos proteini separovanych SDS elektroforézou na nitrocelulézovou
membranu (Western blot)

Elektropfenos (Western blot) proteinti separovanych pomoci SDS-PAGE na
nitrocelul6zovou (NC) membranu byl vyuzZit pro naslednou detekci proteinti v extraktu z tkani

nebo spermii pomoci specifickych protilatek.
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Gel byl po elektroforéze pfilozen na NC-membranu (GE Healthcare Amersham
Hybond-ECL, USA) a pomoci soustavy filtratnich papirti, poréznich houbicek a perforované
dvojdesticky byl vytvoien sendvi¢, ktery byl vlozen do elektroforetické aparatury (Bio-Rad,
USA). Nadoba sestavy byla naplnéna blotovacim pufrem (10 x TG Buffer, Bio-Rad, USA)
10x fedénym s 20 % metanolu. Pfenos proteinti z gelu na NC-membranu probihal po dobu
pfiblizné jedné hod pfi proudu 0,5 A. NC-membrana byla nasledné pouzita pro imunodetekci

proteint.

4.2.8.1 Vizualizace proteinit na nitrocelulozové membrdané pomoci barveni Ponceau

Po pfenosu proteini na nitrocelulézovou membranu byla zkontrolovdna ucinnost
pfenosu a piitomnost proteind v dostate¢né koncentraci V jednotlivych vzorcich pomoci
barveni Ponceau Sred (0.1 % Ponceau Sv5 % kyseliné octové; Sigma Aldrich, USA).
Barveni pomoci Ponceau Sz NC-membranybylo poté odstranéno promytim destilovanou

vodou a nasledné roztokem PBS.

4.2.9 Imunodetekce ERs na NC-membrané

Detekce sledovanych proteinti byla provadéna na NC-membrané pomoci specifickych
protilatek. Po elektropienosu proteinii rozdélenych SDS-elektroforézou na NC-membranu
nasledovala deaktivace volnych vazebnych mist na povrchu membrany 5 % roztokem
suseného mléka (Blocking agent, Bio-Rad, USA) v PBS (pies noc pii 4 °C). Po opakovaném
promyti membrany PBS s 0,05 % Tweenem 20 (PBS-T) byly pouzity primarni protilatky proti
ERs (polyklonalni a monoklonalni protilatky, Santa Cruz Biotechnology, USA; Seznam
protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) fedéné v PBS (1 : 500/1 : 250). Po inkubaci pies noc pfi
4 °C a nasledném promyti membrany PBS-T byly pfidany pfislusné sekundarni protilatky
konjugované s kienovou peroxidazou (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) fedéné
v PBS. Po inkubaci 1h pfi laboratorni teploté a opakovaném promyti PBS-T po dobu 1h
nasledovala detekce proteinti bud’ vizualné pomoci roztoku substratu TMB (Thermo Fisher
Scientific, USA) nebo metodou chemiluminiscence se substratem Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate (Thermo Fischer Science, USA) pii pouziti ptistroje Azure c¢600 Gel
Imaging System (Sierra Ct, USA).
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Kvantifikace imunodetekce byla podrobena denzitometrické analyze v programu
Image Studio Digits Ver 4.0 (LI-COR, USA). Signal protilatky byl vztazen k celkové

koncentraci proteinu ve vzorcich podle barveni Ponceau.

4.2.10 Extrakce RNA a PCR spojena s reversni transkripci (RT-PCR)
4.2.10.1 Optimalizace PCR (Polymerase Chain Reaction)

Za pouziti Hybrid R™ (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd., Korea) byla z uréeného
objemu spermii a tkani (tkdn€ a spermie z hlavy, téla a ocasu nadvarlete, tkan varlete) podle
pokynii vyrobce izolovana celkova RNA a byla fluorometricky (Qubit 3.0, Invitrogen,
Thermofisher) kvantifikovdna. VIdkno cDNA bylo syntetizovdno z RNA za pouziti
HyperScriptTM (GeneAll Biotechnology). Amplifikace cDNA byla provedena pomoci
specifického kodujiciho a reverzniho primeru (GPERI [Sus scrofa] kodujici:
5'CTGAGCTICAAGGCCGATGT3' a reverzni: S5'CCCTTAAGTAGGCGCAGAGC3'
GenBank accession: NC_010445.4) pochazejiciho z prase¢i sekvence GPER. Amplifikace
byla provadéna pii pocatecni teploté 95 °C po dobu 5 min, nasledovalo 35 cykla pii 94 °C po
1 min, zihaci teplota 70 °C po 45 sek, 72 °C po dobu 1 min a terminalni amplifikace pii 72 °C
po 5 min vPCR Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). Produkty PCR byly zpracovany pfi

elektroforéze v 1,5 % agarézovém gelu a vizualizovany barvenim ethidium bromidem.

4.2.10.2 Kvantitativni PCR (qRT-PCR)

Stejné primery jako pii optimalizaci PCR byly pouzity také pti qRT-PCR. Material
ziskany pii PCR byl 5 x zfedén a pouzit jako templat pro zhotoveni standardni kiivky. Pro
zajisténi opakovatelnosti experimentii byly vSechny vzorky zhotoveny v 9 replikacich. Pfi
spusténi qRT-PCR bylo pouzito 2 pl jednovldknového cDNA templatu, 7,75 pl deionizované
vody, 0,25 M kodujiciho a reverzniho primeru a 10 pl 1 x SYBR Green Supermix (Bio Rad,
USA). Teplotni podminky cykli byly: 2 min pii 50 °C, 10 min pii 95 °C, nasledovalo
45 cyklu 30 sek pii 95 °C, 30 sek pii 70 °C a 45 sek pii 70 °C. Na konci byla vytvofena
gradientova kiivka od 65 °C do 95 °C pfi zvySovani teploty o 0.5 °C po 5 sek. Experimenty
byly provadény pomoci CFX ConnectTM, Real-Time System (Bio-Rad, USA).
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GAPDH referencni gen (kodujici: SACCCAGAAGACTGTGGATGG3' a reverzni
5'ACGCCTGCTTCACCACCTTC3') pochazejici z praseci sekvence (GenBank accession No.
AF017079; [Gunawan et al., 2011]) byl pouzit pro normalizaci vysledkt. Finalni vysledky
byly uvedeny jako mira relativniho mnozstvi po normalizaci s hladinou exprese mMRNA

referen¢niho genu.

Data ziskand RT-qPCR byla analyzovana pomoci programu STATISTICA 12
(StatSoft, Ceska republika) jednofaktorové analyzy rozptylu ANOVA s post-hoc Tukeyovym

testem.
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5 Vysledky

5.1 Histologické preparaty varlat a nadvarlat

Z tkan¢ varlat a nadvarlat byly zhotoveny parafinové histologické preparaty (kapitola
4.2.1.1, strana 25) a obarveny zakladnim pfehlednym barvenim hematoxylinem a eosinem
(kapitola 4.2.1.2, strana 26), (obrazek 2). Tkan varlete a zejména nadvarlete se pii krajeni
parafinovych blockt §tépila, proto parafinové fezy pro zpracovani dal§imi metodami (detekce
ERs metodou peroxidazového barveni, kapitola 4.2.2.1, strana 26) nebyly pouzity a vychozim

materialem pro detekci a lokalizaci ERs ve tkénich se staly kryotezy.

Obrazek 2: (A) Parafinovy rez varlete (barveni hematoxylin-eosin); L.B. Leydigovy buriky,
Spg. spermatogonie, Spc. spermatocyty, Spd. spermatidy; zvétseni 400x, méritko 100 um; (B)
Parafinovy rez ocasu nadvarlete (barveni hematoxylinem a eosinem), poskozend struktura
tkane; Se sekrecni epitel, Lu lumen kanilku, zvétseni 100X.

Kryofezy byly vytvofeny z tkan¢ varlat i nadvarlat (kapitola 4.2.1.1, strana 25). Po
obarveni hematoxylinem a eosinem (kapitola 4.2.1.2, strana 26) byly pouzity pro zakladni
morfologickou orientaci (obrazek 3). Ve tkani varlete (T) je semenotvorny kanalek s riznymi
stadii vyvijejicich se spermii, uvolilujicich se do jeho lumen. Kanalek je obklopen
intersticialni tkani se zfetelné obarvenymi Leydigovymi bunikami. Na fezech tkani hlavy, téla
a ocasu nadvarlete (E1-E3) jsou v lumen kanalku viditelné spermie, sténa kanalku je tvofena

sekre¢nim epitelem s vnéjsi vrstvou hladkosvalovych bunék.
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Obrazek 3: Morfologie tkani testes (T), hlavy (El), téla (E2) a ocasu (E3) epidi
kyorezech, barveni hematoxylinem a eosinem: L.b. Leydigovy buiiky, Spg. spermatogonie,
Spc. spermatocyty, Spd. spermatidy, spermie; HILsv.b. hladkosvalové bunky, S.E. sekrecni

epitel; zvetSeni 400x; meritko 100 um.

5.2 Imunolokalizace estrogenovych receptori ve tkanich varlat, nadvarlat
a epididymalnich spermiich

Pro imunodetekci ERs ve tkani varlete a nadvarlete byly urCeny parafinové fezy
a kryotezy. Parafinové fezy byly zpracovany metodou peroxidazového barveni (kapitola
4.2.2.1, strana 26). Princip hodnoceni imunodetekce ERs: pozitivnim znacenim je hnédé
zabarveni signalizujici reakci antigenu s protilatkou, negativni nereagujici okrsky preparatu
jsou zbarvené modie. Na parafinovych fezech se nepodafilo peroxiddzovym barvenim ziskat
specifické vysledky, proto s ohledem na problémy s kvalitou fezti byly nadale pro detekci
ERs jen kryofezy tkani (obrazek 4, strana 43).
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Obrazek 4: Tkan varlete s peroxidazovym barvenim. Rez tkané je neprehledny, pri
peroxidazovém barveni neni viditelné specifické znaceni ERs, zvétseni 400x.

Pro lokalizaci ERs v kryotezech tkani varlat a nadvarlat (kapitola 4.2.1.1, strana 25)
I spermii izolovanych z jednotlivych ¢asti kanalku nadvarlete fixovanych na skle pomoci
vihké fixace (kapitola 4.2.3.2, strana 29) byla zvolena imunofluorescenéni metoda (kapitola
4.2.2.2, strana 27). VyzkouSeli jsme specifické primarni protilatky proti jednotlivym
estrogenovym receptorim GPR30 (K-19-R), GPR30 (H-300), ERa (HC-20), ERa (C-311),
ERpB (1531), ERB (L-20) (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24). Spolehlivé znalily
protilatky GPR30 (K-19-R), ERa (HC-20) a ERP (1531). Jako negativni kontrola ve tkanich
I spermiich byla pro protilatky GPR30 (K-19-R) a ERa (C-311) pouzita sekundarni protilatka
proti krali¢cim IgG (anti-R), negativni kontrolou pro protilatku anti- ERB (1531) byla
sekundarni protilatka proti mysim IgG (anti-M).

Vysledky dualniho znadeni a detekce jednotlivych typu spermatickych bunék nejsou
uvedeny, protoze metodika (kapitola 4.2.2.3, strana 28) nebyla plné optimalizovana
a vyvojova stadia spermii se ndm zvolenymi specifickymi protilatkami nepodafilo detekovat.
Zvolené protilatky (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) jsou specifické proti
uvedenym stadiim spermii, av§ak byly ovéfeny pouze na mySich spermiich. Pro model prasete

pravdépodobné nejsou vhodné.
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5.2.1 Lokalizace membranového estrogenového receptoru GPER ve tkani varlat,
nadvarlat a epidiymalnich spermiich

K lokalizaci receptoru GPER byla ve tkani varlat pouzita specificka krali¢i
polyklonalni protilatka GPR30 (K-19-R). Protilatkové znaceni je viditelné v cytoplazmé
Leydigovych bunék a ve spermatickych buiikkach zarodeéného epitelu. Pozitivni signal byl
detekovan 1 u spermii v kanalku, avSak vramci bunky nebylo mozné signal piesngji
lokalizovat (obrazek 5; T, strana 45).

Na kryofezech zhotovenych z tkan¢ nadvarlete byl estrogenovy receptor GPER
pomoci protilatky GPR30 (K-19-R) lokalizovan ve vsech jeho ¢astech, v hlavé (E1), téle (E2)
I ocasu (E3). V hlavé nadvarlete (obrazek 5; E1, strana 45) byl pozitivni signal pro GPER
detekovan v bazalni membran¢ sekre¢niho epitelu a ve spermiich uvnitt kanalku. Slabsi
intenzity byl signdl v hladkosvalovych bunkach vné bazdlni membrany. V téle epididymu
(obrazek 5; E2, strana 45) bylo vyrazné znadeni nalezeno v bazalni membrané sekre¢niho
epitelu kanalku. Slabsi byl signdl v myoidnich bunikach. U spermii v kanalku téla nadvarlete
bylo zbarveni velmi slabé az negativni. Signal pro receptor GPER byl detekovan rovnéz
v kryotfezech tkané ocasu nadvarlete (obrazek 5; E3, strana 45), a to zejména v membrané
sekre¢niho epitelu kanalku a v hladkosvalovych buiikdch vné bazalni membrany. Signal byl
zachycen také ve spermiich uvniti kanalku, pravdépodobné se jednalo o oblast akrozomu

spermie.
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Obrazek 5: Lokalizace receptoru GPER ve varlatech a nadvarlatech: byla pouzita primarni
protilatka GPR30 (K-19-R) redeéna 1 : 100 a sekundarni protildatka proti kralicim IgG
konjugovand s FITC, Fedend 1 : 500; T — varle, E1 — hlava nadvarlete, E2 — t¢lo nadvarlete,
E3 — ocas nadvarlete; L.b. Leydigovy buiiky, Spc.c. spermatické bunky, SE sekrecni epitel, Lu
lumen kandalku, Sp spermie, Hs.b. hladkosvalové bunky, zelené znaceni (FITC) -
imunofluorescence pritomna pri reakci protilatky s GPER; modra barva (DAPI) — obarveni
bunécnych jader, Sipky oznacuji protilatkové znaceni; negativni kontroly K(R), kdy byla
pouzita pouze sekunddrni protilatka proti kralicim IgG, jsou umistény v rozich snimkii;
zvetseni 400X, meritko 100 um.

Varle (T): Sipky oznacuji detekci GPER v Leydigovych bunkach (L.b.) a spermatickych
bunkdach (Spc.c.)

Nadvarle (E): E1 - Sipky znaci detekci GPER v misté sekrecniho epitelu (SE) a ve spermiich
(Sp); E2 - Sipky znaci detekci GPER v misté sekrecniho epitelu (SE), spermie (Sp) jsou
negativni; E3 - Sipky znaci detekci GPER v misté sekrecniho epitelu (SE) a ve spermiich (Sp)

Receptor GPER byl lokalizovan pomoci stejné polyklonalni protilatky (K-19-R) jako
ve tkanich také ve spermiich izolovanych ze vSech tii hlavnich ¢asti nadvarlete. Slabé znaceni
korespondujici s GPER proteinem bylo nalezeno v bi¢iku spermii izolovanych ze vSech
zkoumanych ¢asti nadvarlete (hlava, t€lo, ocas) (obrazek 6, strana 46). U vétSiny spermii

zuvedenych casti epididymu byla vysS$i intenzita protilaitkového znaceni v oblasti krcku
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a v cytoplazmatickych kapkach ve stfedni ¢asti. Ve spermiich izolovanych z hlavy nadvarlete
bylo navic zachyceno slabé difuzni znaceni v akrozomu (obrazek 6; Epl). U spermii z téla
nadvarlete bylo imunofluorescen¢ni znac¢eni koncentrovano pouze v apikalni oblasti hlavicky
spermie (obrazek 6; Ep2). U spermii izolovanych z ocasu nadvarlete byl zietelny pozitivni
nalez znaceni protilatkou GPER v celé oblasti akrozomu (obrazek 6; Ep3 a obrazek 7). Na
epididymalnich spermii byla prokazana integrita akrozomu pomoci vazby lektinu PNA na

vnéjsi akrozomalni membranu spermii (obrazek 7; piiklad epididymalnich spermii z ocasu

nadvarlete).

Obrazek 6: Spermie izolované z hlavy (Epl), téla (Ep2) a ocasu (Ep3) nadvarlete. Byla
pouzita primarni protilatka GPR30 (K-19-R) redend 1 : 100 a sekundarni protilatka proti
kralicim IgG konjugovana s FITC, redend 1 : 500; zelené zbarveni (FITC) oznacuje pozitivni
signdl protilatky rozpondvajici GPER. Sipky oznacuji pozitivni reakci s protilitkou ve stiedni
casti biciku a akrozomu (AKr); negativni kontrola (inkubace pouze se sekunddrni protilatkou
proti kralicim IgG) je pripojena V rohu snimku; méritko 10 um.

GPER + PNA

Obrazek 7: Spermie izolované z ocasu nadvarlete. Na levém obrazku je zretelny signal (FITC)
GPER v oblasti akrozomu; o0brdzek spermii vznikl prekrytim bunky s obarvenym jadrem
(DAPI), fluorescencnim zbarvenim (FITC) v misté reakce protilatky s GPER a cervenym
zbarvenim (PNA) v oblasti akrozomu. Cervené zbarveni (PNA) akrozomu prokazuje jeho
neporusenOU integritu (pravy obrazek),; méritko 10 um.
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5.2.2 Lokalizace estrogenového receptoru ERa ve tkani varlat, nadvarlat a

epidiymalnich spermiich

Receptor ERa byl detekovan pomoci krali¢i polyklonalni protilatky anti-ERa (HC-20)
V intersticialni tkani varlete, jedna se patrné o cytoplazmu Leydigovych bunék. Signal byl
viditelny i u spermii uvnitié semenotvornych kanalkd varlete (obrazek 8; T, strana 48).
Presnéjsi lokalizaci v ramci spermatické bunky nebylo mozné provést. V jednotlivych usecich
tkan¢ nadvarlete, to znamena v hlavé (E1), téle (E2), ocasu (E3), se lokalizace receptoru ERa
lisila. V hlavé epididymu (obrazek 8; E1, strana 48) bylo pozitivni znaceni viditelné v bazalni
membrang, stfedn¢ vyrazny signal byl také v sekrecnim epitelu kanalku. Vyrazné pozitivni
znaceni bylo detekovano u spermatickych bunék v kanalku nadvarlete. V téle nadvarlete
(obrazek 8; E2, strana 48) bylo pozitivni znaceni detekovano v sekre¢nim epitelu kanalku,
ato zejména v hlavnich bunkdch. Pfitomnost ERa byla zachycena iV intersticidlni tkani,
pravdépodobné se jedna ptevazné o hladkosvalové buiiky obklopujici bazalni membranu.
Pozitivni byly i spermie v lumen kanalku. Na preparatu z ocasu nadvarlete (obrazek 8; E3,
strana 48) bylo pozitivni znaceni detekovano jako velmi vyrazné piedevSim V hlavnich
buiikach sekre¢niho epitelu kandlku, pozitivni byla 1 tkan (pravdépodobné hladkosvalové

buriky) a spermie uvniti kanalku.
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Obrazek 8: Lokalizace ERa: Vv tkdni testes (T): byla pouzita primdrni protilatka ERo (HC-20)
redend 1 : 50 a sekundarni protilatka proti kralicim IgG konjugovana s FITC, redena 1 : 500;
Sipky znaci detekci receptoru ERo. v misté spermatickych bunék (Spc.b.) a v intersticinalni
tkani (Tk); v tkani hlavy nadvarlete — El: Sipky znaci detekci receptoru ERa v sekrecnim
epitelu (SE) a spermiich (Sp); v tkadni téla nadvarlete — E2: Sipka znaci detekci receptoru ERo.
ve spermiich (Sp), sekrecni epitel (SE) je negativni; lokalizace v tkani ocasu nadvarlete — E3:
Sipky znaci detekci receptoru ERa ve spermiich (Sp), v sekrecnim epitelu (SE) a tkani (Tk);
negativni kontroly K(R), kdy byla pouzita pouze sekunddrni protilatka proti kralicim IgG, jsou
pripojeny v rozich snimkui; zZvétseni 400x,; meritko 100 um.

Ve spermatickych buikach ze vSech tii oblasti nadvarlete (obrazek 9, strana 49) bylo
detekovano znaceni ERa pomoci krali¢i polyklonalni protilatky anti-ERa (HC-20) ve stiedni
Casti bi¢iku. U spermii izolovanych z hlavy nadvarlete bylo navic detekovano slabsi znac¢eni
Vv postakrozomalni oblasti (PA) hlavicky. Spermie z t€la nadvarlete mély slabsi signal pro
ERa v ekvatorialnim segmentu (EgS) hlavicky spermie. Ve spermiich z ocasu nadvarlete
mimo signal ve stfedni ¢asti bi¢iku zddné dalsi znaceni detekovano nebylo. Jako negativni
kontrola byla pouzita sekundarni protilatka proti kralicimu IgG (anti-R). U spermii

izolovanych zocasu nadvarlete byl zfetelny pozitivni nélez fluorescen¢niho znaceni
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protilaitkou ERa ve stiedni ¢asti bi¢iku spermie (obrazek 9; Ep3 a obrazek 10). Na pravém

obrazku (obrazek 10) je Cervené (PNA) viditelny neporuSeny akrozom.

Obrazek 9: Lokalizace receptoru ERa V epididymadlnich spermiich z jednotlivych usekii
nadvarlete — hlavy (Epl), tela (Ep2) a ocasu (Ep3); byla pouzita primarni protildtka ERa
(HC-20) redena 1 : 100 a sekundarni protilatka proti kralicim IgG konjugovana s FITC,
redend 1 : 500; Sipky znaci detekci receptoru ERo v regionech spermatické bunky: PA —
postakrozomalni region, EqS — ekvatorialni segment; pozitivni signal byl nalezen ve stredni
casti biciku u spermii ze vSech tri casti nadvarlete; negativni kontrola (inkubace pouze se
sekundarni protilatkou proti kralicim IgG) je pripojena Vv rohu snimku Ep3; méritko 10 um.

ERa + PNA

Obrazek 10: Spermie z ocasu nadvarlete. Na levém obrazku je zretelny signal (FITC) ERa ve
stredni casti biciku spermie. Obrazek vznikl prekrytim spermatické bunky s obarvenym jadrem
(DAPI), fluorescencnim zbarvenim (FITC) v misté reakce protilatky ERo. (HC-20) s ERa a
cervenym zbarvenim (PNA) v oblasti akrozomu. Na pravém obrdzku je cervené zbarveny
(PNA) akrozomu, je ditkazem jeho neporusenosti; méritko 10 um.
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5.2.3 Lokallizace ERP ve tkani varlat a nadvarlat ve tkani varlat, nadvarlat
a epidiymalnich spermiich

Vyrazné pozitivni znaceni mysi monoklonalni protilatkou anti-ERP (1531) (obrazek
11, strana 51) bylo ve tkani varlat detekované v bazalni membrané (B.m.) semenotvorného
kanalku a ve spermatickych bunikach (Spc.b.) vIlumen stocenych kanalki. V ramci
spermatické buniky nebylo mozné piesnéjsi lokalizaci signalu urcit. Estrogenovy receptor ER
jsme v hlavé nadvarlete nedetekovali. V téle nadvarlete bylo pozitivni znaceni zfetelné
v sekre¢nim epitelu, zejména v cytoplazmé hlavnich bun€k. Spermie v lumen kanalku byly
negativni. V ocasu nadvarlete bylo slabsi pozitivni imunofluorescen¢ni znaceni detekovano
v hlavnich buiikach sekre¢niho epitelu, stiedné pozitivni signal byl v bazdlni membrang

a U spermii v uvnitt kanalku epididymu.
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Obrazek 11: Lokalizace ERB: byla pouzita primarni protilatka ERf (1531) redena 1 : 50
a sekundarni protilatka proti mysim IgG konjugovand s FITC, redénd 1 : 300, ve tkani testes
(T): Sipky znaci detekci receptoru ERP v misté spermatickych bunék (Spc.b) a v bazalni
membrané (B.m.); ve tkani hlavy nadvarlete — El: signal pro ERf neni; ve tkani téla
nadvarlete — E2: Sipka znaci detekci receptoru ERS v sekrecnim epitelu (SE), spermie
V lumen kanalku byly negativni; lokalizace v tkani ocasu nadvarlete — E3: Sipky znaci detekci
receptoru ERp v oblasti sekrecniho epitelu (SE), v bazalni membrané (B.m.) a u spermii
V lumen kanadlku (Sp); negativni kontroly jsou pripojeny v rozich snimkii; Zvétseni 400x,
méritko 100 um.

U spermii izolovanych z jednotlivych usekl nadvarlete se estrogenovy receptor ER3

detekovat nepodaftilo. Byly opakované pouzity protilatky ERB (1531) a ERB (L-20) v riznych

variantach fedéni, avSak viditelné pozitivni protilatkové znaceni nebylo ziskano ani u jedné.
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5.3 Imunolokalizace ERs v ejakulovanych a kapacitovanych spermiich
a spermiich po akrozomalni reakci

5.3.1 Hodnoceni kapacitace a akrozomalni reakce spermii

Kapacitovany stav spermii byl sledovan pomoci nepfimé imunofluorescencni
mikroskopie s vyuzitim primarni protilatky proti fosfotyrozinu a sekundarni protilatky
snavazanym fluoroforem (kapitola 4.2.4.1, strana 30). Z celkového mnozstvi suspenze
spermii prosSlo kapacitaci piiblizné 80 % spermatickych bunék (obrazek 12). K vyznamné

fosforylaci tyrozinovych zbytkt proteinu doslo v oblasti akrozomu.

A

Obrdzek 12 :(A) nekapacitované spermie, (B) kapacitované spermie; zvétseni 400x.
Protilatka proti fosfotyrozinu znaci u ejakulované spermie v postakrozomalni oblasti
trojuthelnikovy tvar (Obrazek A). U kapacitované spermie je pomoci protilatky navic znacena
oblast akrozomu (Obrazek B).

Akrozomalni reakce in vitro kapacitovanych spermii byla hodnocena na zakladé intaktniho
akrozomu pomoci vazby lektinu PNA na struktury akrozomalni membrany (kapitola 4.2.4.3, strana
31). Velka vétSina ejakulovanych spermii méla prokazatelné neposkozeny akrozom (obrazek 13; Ej,
strana 53). Asi u 10 % spermatickych bun€k po in vitro kapacitaci byla zanamenana absence
akrozomu, kdy pravdépodobné probéhla spontanni akrozomalni reakce (obrazek 13; Kap, strana 53).
U nékterych spermii po indukci akrozomalni reakce je viditelna ztrata akrozomu (obrazek 13;

AR, strana 53). Akrozomalni reakce prob¢hla ptiblizn€ u 60 % bun€k z ptivodniho celkového

mnozstvi spermii v SUspenzi.
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Ej Kap AR

Obrdzek 13. Hodnoceni integrity akrozomu pomoci vazby s PNA lektinem; Ej —
ejakulované spermie, u spermii je cervené zbarveny zachovany akrozom, Kap — kapacitované
spermie, akrozom u vétSiny spermii ziistal neporuseny, AR — bez akrozomu jsou spermie po
akrozomalni reakci, u nékterych spermii je viditelny poskozeny akrozom ve tvaru artefaktii;
zvetseni 400x; meritko 10um;

5.3.2 Imunolokalizace receptoru GPER v ejakulovanych a kapacitovanych spermiich

a spermiich po akrozomalni reakci

U ejakulovanych spermii (obrazek 14; Ej, strana 54) zpracovanych metodou vlhké
fixace (kapitola 4.2.3.2, strana 29) a nasledné imunofluorescen¢ni metodou (kapitola 4.2.4,
strana 32) pii pouziti primarni polyklonalni protilaitky GPR30 (K-19-R) byl viditelny
fluorescen¢ni signal v oblasti akrozomu u vétSiny spermii. Kontrola stavu akrozomu byla

provedena pomoci PNA lektinu zna¢eného rhodaminem (obrazek 14 vpravo - Cervena barva).

Kapacitované spermie (obrazek 14; Kap, strana 54) zpracované stejné jako
ejakulované spermie metodou vlhké fixace a neptimé imunofluorescence pii pouziti primarni
protilatky GPR30 (K-19-R) rozpoznavajici estrogenovy receptor GPER mély pozitivni
znaCeni v oblasti akrozomu, u nékterych spermii spiSe v jeho apikalni ¢asti. Velmi slabé
difzni znaceni bylo rovnéz viditelné v biCiku spermie. Kontrola stavu akrozomu byla

provedena pomoci PNA lektinu zna¢eného rhodaminem (obrazek 14 vpravo - Cervena barva).

U spermii po akrozomalni reakci (obrazek 14; AR, strana 54) zpracované stejné jako
ejakulované spermie metodou vlhké fixace a nepifimé imunofluorescence byl slabsi pozitivni
signal patrny v bi¢iku spermie. Kontrola stavu akrozomu byla provedena pomoci vazby PNA

lektinu na membranu akrozomu, znaceni akrozomu bylo negativni u spermii, u kterych
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probéhla akrozomalni reakce. Na pravém obrazku je spermie s chybéjicim akrozomem po

prob¢hlé akrozomalni reakei, u druhé spermie jsou viditelné oznaené akrozomalni artefakty.

Ej

Obrazek 14: Detekce receptoru GPER u spermii zpracovanych vihkou fixaci na skle; byla

pouzita primarni protilatka GPR30 (K-19-R) redena 1 : 50 a sekundarni protilatka proti
kralicim 1gG konjugovana s FITC, redena 1 : 300; Ej — ejakulované spermie; Kap —
kapacitované spermie; AR — spermie po akrozomdlni reakci; integrita akrozomu byla
sledovana pomoci vazby PNA lektinu (Cervené) na akrozomalni membranu, zvétseni 400x;
meéritko 10 um.

Detekce receptoru GPER byla provedena i u spermii v suspenzi (kapitola 4.2.4.2,
strana 33) (obrazek 15, strana 55). U ejakulovanych spermii je patrno difuzni protilatkové

znaceni v oblasti hlavicky (obrazek 15; Ej, strana 55). Kapacitované spermie v suspenzi maji
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pozitivni protilatkové znaceni receptoru GPER v oblasti akrozomu ve formé¢ drobnych okrskii.

(obrazek 15; Kap). Kontrola bez inkubace s primarni protilatkou byla negativni.

Obrazek 15: Detekce receptoru GPER u spermii vV suspenzi; byla pouzita primdrni protilatka
GPR30 (K-19-R) redéna 1 : 100 a sekunddrni protilatka proti kralicim IgG konjugovana
S FITC, redend 1 : 400; Ej — ejakulované spermie; Kap — kapacitované spermie, ejakulované
spermie — difiizni znaceni v celé hlavicce, po kapacitaci je videt konkrétnéjsi protilatkové
znaceni GPER v akrozomu; zvétseni 400x, méritko 10um.

5.4 Imunolokalizace receptoru ERa a ERp u ejakulovanych spermii

Viditelné imunofluorescenéni protilatkové znaceni (kapitola 4.2.4.2, strana 32)
u kanéich ejakulovanych spermii zasuSenych na podloznim skle (kapitola 4.2.3.2, strana 29)
pro receptor ERa bylo pomoci polyklonalni protilatky ERa (HC-20) (Seznam protilatek,
kapitola 4.1.2, strana 24) detekovano v oblasti akrozomové Cepicky, postakrozomové oblasti
a také ve stiedni ¢asti bi¢iku (obrazek 16; ERa vlevo, strana 56). Imunofluorescenéni znaceni
na spermiich oSetfenych metanolem (Kkapitola 4.2.3.2, strana 30) na podloznim skle pro
receptor ERa bylo (pouzita stejna polyklonalni protilatky) viditelné slabsi (obrazek 16; ERa
vpravo, strana 56). Pro receptor ERp bylo dosazeno pomoci monoklonalni protilatky ERJ
(1531) (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) vyrazné imunofluorescen¢ni znaceni
Vv ejakulovanych spermiich zasuSenych na podloznim skle (kapitola 4.2.3.2, strana 29)
v akrozomalni ¢epicce hlavicky spermii (obrazek 16; ERP vlevo, strana 56). Také u spermii
zasu$enych na skle a nasledné oSetfenych metanolem (kapitola 4.2.3.2, strana 30) pii pouziti
stejné primarni protilatky ERP (1531) bylo znafeni detekovano v akrozomalni oblasti

hlavicky spermie, ale signal byl o poznani slabsi (obrazek 16; ERP vpravo, strana 56).
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U negativnich kontrol, kdy byl roztér spermii inkubovan pouze s pfislusnou sekundarni

protilatkou, nebyla pozorovana Zadna imunofluorescence (data nejsou ukézana).

Obrdzek 16: \munofluorescencni znaceni ERo. (horni Fada obrazkii); pouzita byla primarni
protilatka ERa (HC-20) v redéni 1:100 a sekundarni protilatka proti krdlicim IgG
konjugovand s FITC v redeni 1:200; na levém obrazku jsou spermie zasusené na skle, na

pravém obrazku fixované metanolem; zvetseni 400x.

Imunofluorescencni znaceni ERP (dolni 7ada obrazkii); byla pouzita primarni protilatka ERS
(1531) v Fedeni 1:100 a sekundarni protilatka proti mysim IgG konjugovana s FITC v Fedéni
1:200; na levém obrazku jsou spermie zasuSené na skle, na pravém obrdzku fixované
metanolem, zvétSeni 400x.

5.5 lzolace a separace proteinii z tkani a spermii

Pro kontrolu dostate¢éného mnozstvi proteinii obsazenych ve vzorcich spermii byla
provedena jejich vizualizace v gelu barvenim CBB (kapitola 4.2.6.1, strana 36) a stiibrem
(kapitola 4.2.6.2, strana 37) (obrazek 17, strana 57). Ve vsSech vzorcich bylo pro jejich
pfipravu pouzito stejné mnozstvi spermatickych bun€k. U vzorkd kapacitovanych spermii

a spermii po akrozomalni reakci je viditelny ubytek proteind.
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Obrdzek 17: Vizualizace separace proteinii podle jejich molekulové hmotnosti
v 15% polyakrylovém gelu po SDS elektroforéze pomoci barveni CBB (levy obrdzek)
astiibra (pravy obrdzek). Sipky ukazuji hodnoty molekuldrni hmotnosti proteinovych
standardit; Ej — ejakulované spermie, Kap — kapacitované spermie, AR — spermie po
akrozomadalni reakci, St — proteinové molekulové standardy.

Pro detekci ERs ve tkani varlete (T) a jednotlivych castech nadvarlete (EP1-3) a ve
spermiich izolovanych ze tii hlavnich ¢asti nadvarlete (Epl-3) byla provedena extrakce
proteint (kapitola 4.2.5.1, strana 33 a kapitola 4.2.5.2, strana 34). Proteiny byly separovany
pomoci SDS elektroforézy (kapitola 4.2.6, strana 35) a pteneseny na NC-membranu (kapitola
4.2.7, strana 37). Poté byla provedena vizualizace proteini barvenim Ponceau (kapitola
4.2.7.1, strana 38) (obrazek 18).

StEP1EP2 EP3T StEP1EP2EP3T St Epl Ep2 Ep3 St Epl Ep2 Ep3

Obrazek 18: Vizualizace proteinii po SDS elektroforéze ve 12% polyakrylamidovém gelu
a elektroprenosu na NC-membrane pomoci barveni Ponceau S. Na levém obrazku jsou
nandsSky extrakti z tkani hlavy (EP1), tela (EP2), ocasu (EP3) nadvarlete a z varlete (T). Na
pravém obrazku jsou extrakty z epididymalnich spermii izolovanych z hlavy (Epl), téla (Ep2)
a ocasu (Ep3) nadvarlete; St — proteinové molekulové standardy.
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5.6 Detekce estrogenovych receptori v tkani varlete a nadvarlete a spermiich

Sledované proteiny byly na NC-membran¢ detekovany pomoci specifickych
protilatek. Pro detekci proteinti estrogenovych receptort byly pouzity primarni protilatky
GPR30 (K-19-R), GPR30 (H-300), ERa (HC-20), ERa (C-311) ERp (1531), ERpB (L-20)
(Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) v rizném fedéni; jako funk¢ni se ukazaly byt
protilaitky ERo (HC-20) ERB (1531) a GPR30 (K-19-R). Po inkubaci NC-membrany
S primdrnimi a poté sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s kfenovou peroxiddzou
(Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 25) byly pfislusné ERs vizualizovany po aplikaci
substratu TMB (kapitola 4.2.8, strana 38) nebo metodou chemiluminiscence se substratem
ECL (kapitola 4.2.8, strana 38).

5.6.1 Detekce estrogenového receptoru GPER

V extraktech ze tkané varlat se po vizualizaci proteinii podatilo pomoci specifické
protilatky GPR30 (K-19-R) prokazat estrogenovy receptor GPER. Protilatka oznacila dva
proteinové pruhy. Prvni byl vyrazngjsi, s molekulovou hmnotnosti 38 kDa, druhy pruh byl
vyrazny méné a jeho molekulova hmotnost byla ur¢ena jako 48 kDa. Navic se v extraktu ze
tkan¢ varlat objevilo i dal$i silné znaceni ve form¢ pruhu o molekulové hmotnosti 60 kDa
(obrazek 19A; T, strana 59). Viditelny byl vSak i dal$i difuzni pruh o molekulové hmotnosti
pfiblizn€¢ 54 kDa. Tento pruh je patrny i v negativni kontrole a jedna se pravdépodobné
o nespecifickou reakci s polyklonalnim krali¢im antisérem (obrazek 19A a B; Seda Sipka,

strana 59).

Protein GPER byl v extraktu z tkani nadvarlat detekovan pomoci specifické protilatky
GPR30 (K-19-R), ktera zieteln¢ znacila proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti 42 kDa
v extraktu z tkan¢ hlavy (E1) a téla (E2) nadvarlete (obrazek 19A, strana 59). V extraktu
z ocasu (E3) nadvarlete byl ziskdn prouzek o molekulové hmotnosti 38 kDa. Stejné jako
v piipad¢ proteinového extraktu ztkani varlete byl pfitomen ve vSech tfech oblastech
nadvarlete prouzek slabsi intenzity o molekulové hmotnosti 60 kDa. U vSech ¢asti nadvarlete
se také na nitrocelul6zové membrané objevil prouzek o molekulové hmotnosti 54 kDa. Jedna
se patrn¢ rovnéz jako u varlat o nespecifickou reakci polyklondlniho krali¢iho antiséra

pouzitého jako primarni protilatka (obrazek 19A a B; Seda Sipka).
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Obrazek 19: Detekce GPER na NC-membrané V proteinovych extraktech z kancich
reprodukcnich tkani: EP1 — hlava nadvarlete, EP2 — t¢lo nadvarlete, EP3 — ocas nadvarlete,
T - varle; byla pouzita primarni protilatka GPR30 (K-19-R) v Fedéni 1 : 500 a sekunddrni
protilatka anti-Rg konjugovand s kifenovou peroxidazou, redéna 1 : 3 000, vizualizace byla
provedena pomoci ECL substratu.

Obrazek A: reakce s polyklondlni krdlici protilatkou GPR30 (K-19-R), modré Sipky ukazuji
specifické protilatkové znaceni receptoru GPER; Obrazek B: negativni kontrola s kralicimi
imunoglobuliny. Seda sipka ukazuje nespecifickou reakci.

Pouzitim specifické polyklonalni protilatky GPR30 (K-19-R), rozpoznavajici
membranovy estrogenovy receptor GPER, se v extraktu spermii z hlavy (Epl) a téla (Ep2)
nadvarlete podafilo detekovat prouzek o molekulové hmotnosti 42 kDa. V extraktu spermii
z ocasu nadvarlete (Ep3) byly ziskany 2 pruhy o molekularni hmotnosti 38 a 48 kDa
srovnatelné intenzity, navic se ukdzal jeden pomérné zietelny proteinovy prouzek s hmotnosti
30 kDa (obrazek 20A, strana 60). Proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti pfiblizné
52 kDa byl viditelny na membrané oSetfené primarni protilatkou GPR30 (K-19-R) i na
kontrolni membrané (obrazek 20 B, strana 60); pravdépodobné jedna o nespecifickou reakci

S polyklonalnim krali¢im antisérem.
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Obrazek 20: Detekce GPER na NC-membrdané v proteinovych extraktech z kancich
epididymdalnich spermii izolovanych z jednotlivych usekii nadvarlete: Epl — hlava nadvarlete,
Ep2 — te¢lo nadvarlete, Ep3 — ocas nadvarlete; byla pouzita primdrni protilatka GPR30
(K-19-R) vredeni 1 : 500 a sekundarni protilatka anti-Rg konjugovana s kienovou
peroxidazou, redénd 1 : 3 000, vizualizace byla provedena pomoci ECL substrdtu.

Obrazek A: reakce s polyklonalni kralici protilatkou GPR30 (K-19-R), modré Sipky ukazuji
specifické protilatkové znaceni receptoru GPER; Obrdzek B: negativni kontrola s krdlicimi
imunoglobuliny. Sedd Sipka ukazuje nespecifickou reakci.

5.6.2 Detekce estrogenovych receptori ERa a ERp

Pro detekcei proteinu ERa v extraktech tkani varlat a nadvarlat byla pouzita protilatka
ERa (HC-20) (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24). Ve tkani varlat (obrazek 21; T,
strana 61) protilatka oznacila dva proteinové pruhy. Jeden piiblizné 0 molekulové hmotnosti
27 kDa, druhy o molekulové hmotnosti 42 kDa. Detekovany byly také dva vyrazné pruhy
0 nizké molekulové hmotnosti 15 a 16 kDa, které se objevily rovnéz na kontrolni membrané
(obrazek 21B, strana 61). Jedna se pravdépodobné o nespecifické vazby
s kralicimi imunoglobuliny. V extraktech z tkané¢ nadvarlat se objevil viditelny proteinovy
pruh o molekulové hmotnosti 42 kDa v hlavé (EP1) a zejména v téle (EP2) nadvarlete,
v extraktu z ocasu nadvarlete byl tento pruh velmi slaby (obrazek 21A, strana 61). V extraktu
z tkané nadvarlete a slabé i varlete se objevily pruhy o piiblizné molekularni hmotnosti
50 kDa, stejné, ale slab&ji viditelné pruhy jsou i na kontrolni membrané (obrazek 21B, strana

61). Jedna se pravdépodobné o nespecifické vazby.
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Obrdazek 21: Detekce receptoru ERa na NC-membrdana v proteinovych extraktech z kancich
reprodukcnich tkani: EP1 — hlava nadvarlete, EP2 — t¢lo nadvarlete, EP3 — ocas nadvarlete,
T - varle; byla pouzita primdrni protilatka ERo. (HC-20) vV Fedeni 1 : 500 a sekunddrni
protilatka anti-Rg konjugovand s kirenovou peroxidazou redend 1 : 3 000, vizualizace byla
provedena pomoci ECL substrdtu.

Obrazek A: reakce s polyklondlni kralici protilatkou ERa (HC-20), modré Sipky ukazuji
specifické protilatkové znaceni receptoru ERoa; Obrdzek B: negativni kontrola s kralicimi
imunoglobuliny. Sedd Sipka ukazuje nespecifickou reakci.

V extraktu spermii z hlavy, téla a ocasu nadvarlete se podafilo detekovat pouze
proteinové prouzky zaroven viditelné ve stejnych vzorcich i na kontrolni membrané (obrazek

22). Pravdépodobné jedna o nespecifickou reakci s polyklonalnim krali¢im antisérem.
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Obrazek 22: Detekce receptoru ERa na NC-membrané Vv proteinovych extraktech z kancich
epididymdalnich spermii izolovanych z jednotlivych usekit nadvarlete: Epl — hlava nadvarlete,
Ep2 — telo nadvarlete, Ep3 — ocas nadvarlete; byla pouzita primdrni protilatka ERo. (HC-20)
v redeni 1 : 500 a sekundarni protilatka anti-Rg konjugovana s kienovou peroxidazou redena
1: 3000, vizualizace byla provedena pomoci ECL substratu.

Obrazek A: reakce s polyklonalni kralici protilatkou ERo (HC-20), Sedé Sipky ukazuji
nespecifickou reakci; Obrazek B: negativni kontrola s kralicimi imunoglobuliny.
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V extraktech z tkan¢ varlat a nadvarlat se podafilo pomoci specifické protilatky ER]
(1531) (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24) prokazat protein estrogenového
receptoru ERP. Ve tkani varlat (obrazek 23A) protilatka oznacila dva slabsi proteinové pruhy
0 molekulové hmotnosti 25 a 28 kDa. Tato detekce byla viditelna také ve vsSech tusecich
nadvarlete. Slabsi reakce s protilatkou byla viditelnd v extraktech z téla nadvarlete (EP2)
a varlete (T) o pfiblizné molekulové hmotnosti 120 kDa. Vyrazna reakce s protildtkou byla
pozorovana v extraktech ze vSech tkanich 0 pfiblizné molekulové hmotnosti 52 kDa, které

byly detekovany také v negativni kontrole (obrazek 23B; Seda Sipka).
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Obrdazek 23: Detekce receptoru ERS na NC-membrané v proteinovych extraktech z kancich
reprodukcnich tkani: EP1 — hlava nadvarlete, EP2 — t¢lo nadvarlete, EP3 — ocas nadvarlete,
T — varle; byla pouzita primdrni protilatka ERf (1531) Vv redeni 1 : 500 a sekunddrni
protilatka anti-Mg konjugovand s kienovou peroxidazou redend 1 : 3 000, vizualizace byla
provedena pomoci ECL substratu.

Obrazek A: reakce s monoklondlni mysi protilatkou ERS (1531), modré Sipky ukazuji
specifické protilatkové znaceni receptoru ERpS, Sedd sipka ukazuje nespecifickou reakci;
Obrazek B: negativni kontrola s mysimi imunoglobuliny.

V extraktu spermii z hlavy, t€la a ocasu nadvarlete se podatilo detekovat pouze jeden
proteinovy prouzek o hmotnosti 48 kDa (obrazek 24, strana 63) odpovidajici receptoru ERp,

viditelny zejména v extraktu spermii z ocasu nadvarlete.
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Obrdazek 24: Detekce receptoru ERS na NC-membradné vV proteinovych extraktech z kancich
epididymalnich spermii izolovanych z jednotlivych useki nadvarlete: Epl — hlava nadvarlete,
Ep2 — télo nadvarlete, Ep3 — ocas nadvarlete; byla pouzita primdrni protilatka ERfS (1531)
Vv Fedeéni 1 : 500 a sekunddrni protildatka anti-Mg konjugovana s kirenovou peroxidazou redend
1: 3000, vizualizace byla provedena pomoci ECL substratu.

Obrazek A: reakce s monoklonalni kradlici protilatkou (ERp (1531), modra sSipka ukazuje
specifickou reakci; Obrdzek B: negativni kontrola s mysimi imunoglobuliny.

Na ejakulovanych spermiich bylo pozitivni fluorescen¢ni znaceni receptori ERa
a ERP zietelné (obrazek 16, strana 56). V extraktu z ejakulovanych spermii se vSak protein
receptoru ERo ani jednou z testovanych specifickych protilatek [ERa (HC-20) a ERa
(C-311)] identifikovat nepodafilo. Pomoci mysi monoklonalni protilatky ERB (1531) byl na
nitrocelul6zové membran¢ detekovan zfeteln€ viditelny jediny proteinovy prouzek

0 molekulové hmotnosti 48 kDa je (obrazek 25).

kDa

75— Obrazek 25: Detekce receptoru ERfS na NC-membrané v proteinovéem
extraktu z kancich ejakulovanych spermii; byla pouZita primdrni

50 — protilatka ERP (1531) v Fedéni 1 : 500 a sekunddrni protilatka anti-

37 — Me konjugovana s kifenovou peroxidazou redena 1 : 3000,

vizualizace byla provedena pomoci ECL substratu.
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Pro detekci ERa v subcelularnich frakcich proteini izolovanych z ejakulovanych
kanc¢ich spermii (kapitola 4.2.5.3, strana 34) na nitrocelul6zové membrané byla pouzita
polyklonalni krali¢i protilatka ERa (HC-20) (Seznam protilatek, kapitola 4.1.2, strana 24).
Protein pro estrogenovy receptor ERa 0 molekulové hmotnosti 67 kDa byl detekovan ve
vSech frakcich (obrazek 26), nejvyraznéjsi reakce byla viditelnd ve frakci proteinil
izolovanych z jadra bunky (III). Navic vSak byl ve vSech frakcich detekovdn i prouzek

0 hmotnosti 59 kDa a v jaderné frakci jesté navic protein 0 molekulové hmotnosti 50 kDa.
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Obrazek 26: Detekce ERa v subproteomu ejakulovanych spermii prasete pomoci protilatky
ERa (HC-20) v redeni 1 : 250) a sekunddrni protilatky anti-Ro konjugované s kienovou
peroxidazou (1 : 10 000, Amersham, UK). Vizualizace byla provedena pomoci substratu
TMB. Proteinové frakce z riznych casti bunky: cytosolarni (I), membranova (1l), jaderna (111)
a cytoskeletdlni (IV); St — predbarvené molekulové standardy.

5.6.3 Imunoprecipitace proteini ERs pomoci specifickych protilatek

Byl pfipraven extrakt kancich ejakulovanych spermii, ve kterém byla provedena
imunoprecipitace ERs pomoci specifickych protilatek (kapitola 4.2.5.4, strana 34).
Imunoprecipitovné proteiny byly separovany pomoci SDS elektroforézy (kapitola 4.2.6,
strana 35) a po elektropienosu na NC-membranu (kapitola 4.2.7, strana 37) byla provedena
imunodetekce specifickymi protilatkami proti pfisluSnym ERs. Metodou imunoprecipitace se

nam nepodafilo ERs v extraktech ejakulovanych spermii detekovat.
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5.7 Exprese mRNA pro receptor GPER ve tkani varlete a nadvarlete

a Vv epididymalnich spermiich prasete

Ve spolupraci s Katedrou ochrany rostlin FA PPZ CZU byla jako souéast projektu
CIGA 20162027 v ramci spoluprace mezi pracovisti FAPPZ Ing. Marii Manasovou, Ph.D.,

zjistovana exprese mRNA ve tkanich varlat a nadvarlat a v epididymalnich spermiich kancti.

Byla izolovana mMRNA pro GPER z tkéni kancich varlat a vSech tfi Casti nadvarlete
(hlava, t€lo, ocas) a ze spermii ze stejnych oblasti nadvarlete pomoci metody qRT-PCR
s primery pro prase¢i gen GPERI. Referenéni gen (GAPDH) byl pouzit jako kontrola
(kapitola 4.2.9, strana 39). Vyssi exprese mRNA (P<0.05) byla nalezena ve tkani hlavy
a ocasu nadvarlete ve srovnani s tkinémi varlat (T) a téla (EP2) nadvarlete (obrazek 27A).
Vyssi obsah (P<0.01) mRNA byl nalezen v epididymalnich spermiich izolovanych z hlavy
nadvarlete (Epl) ve srovnani se spermiemi z téla (Ep2) a ocasu (Ep3) (obrazek 27 B).
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Obrdzek 27: Relativai exprese mRNA pro GPER ve tkanich (A) nadvarlete dospélych kancii
(EP1 — hlava, EP2 — ftelo, EP3 — ocas) a varlete (T), (B) ve spermiich izolovanych z usekii
nadvarlete (Epl — hlava, Ep2 — t¢lo, Ep3 — ocas).
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6 Diskuze

Podminkou t¢inku pfirozenych estrogentt i latek s estrogennim UCinkem
pochézejicich z zivotniho prostfedi, tzv. environmentalnich estrogend, je pfitomnost
estrogenovych receptorti v cilovych tkanich. ERs byly detekovany v bunikach nejen samiciho,
ale 1 samciho reprodukéniho traktu; coz ukazuje na vliv estrogennich latek na samci
reprodukéni tkdné i na spermie béhem jejich vyvoje a zrani v reprodukénim traktu samciho

i sami¢iho pohlavi.

Pro pochopeni podstaty ucinku estrogennich latek produkovanych v organizmu
| pochazejicich z vnéjsiho prostfedi na reproduk¢éni proces u samci je nezbytné ziskat co
nejpresnéjsi predstavu o expresi a lokalizaci ERs ve tkanich pohlavnich organt i ve spermiich

Vv jejich vyvojovych etapach.

Detekci a lokalizaci ERs v reprodukénich tkénich a ve spermiich se zabyvalo nékolik
autorl u rtiznych druhd zvitat i u ¢lovéka s pomérné variabilnimi vysledky. Divodem je
pravdépodobné pouziti odliSnych metod nebo jejich variant pro prikaz estrogenovych
receptort, volba specifickych protilatek a jejich fedéni s ptihlédnutim k rozsahu jejich

specifity proti ERs nebo také zptisob detekce estrogenovych receptort.

Estrogenovy transmembranovy receptor spiazeny s G-proteinem (GPER) je
pravdépodobné prostfednikem v negenomickych reakcich iniciovanych plisobenim
estrogennich latek. Z dfive publikovanych informaci v odbornych c¢lancich vyplyva, Ze
exprese membranového receptoru GPER vtéle a ocasu nadvarlete poukazuje na
pravdépodobnou roli negenomické estrogenové signalizace pti zrani spermii v téle a pfi jejich

ochrané a depozici v ocasu nadvarlete (Martinez-Traverso et Pearl; 2015).

V soucasn¢ dob¢ existuje o pfitomnosti receptoru GPER v reprodukcnich tkénich
samcu v odbornych zdrojich jen mélo informaci. Dosud byly publikovany dikazy o detekci
GPER ve tkéni varlat pouze u ¢lovéka (Rago et al., 2011; Chevalier et al., 2012; Fietz et al.,
2014; Oliveira et al., 2014), mysi (Siriani et al., 2008) a potkana (Lucas et al., 2010; 2011).
Ve tkani vSech tii Gsekil nadvarlat u nedospélych 1 dospélych potkani byl GPER prokéazan
pouze skupinou Martinez-Traverso et al. (2015). Jedina dal$i zminka o detekci GPER
v nadvarleti je v ¢lanku Katleby et al. (2015), kdy byl receptor GPER detekovan
Vv epitelidlnich buiikdch ocasu nadvarlete u nedospélych kaneckd (staii 6,5 tydne) na

parafinovych fezech metodou peroxiddzového barveni. O detekci transmembranového
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receptoru  GPER v reproduk¢nich tkdnich dospélych kanci dosud zadné informace

publikovany nebyly.

My jsme na kryofezech varlat dospélych kanct s pouzitim krali¢i polyklonalni
protilatky GPR30 (K-19-R), (Santa Cruz Biotechnology, USA) proti vnitini ¢asti sekvence
AMK lidského proteinu prokdzali pfitomnost receptoru GPER v cytoplazmé Leydigovych
bun¢k a ve spermatickych bunkich uvnitf semenotvornych kanalkd. Jednotlivd vyvojova
stadia spermii vSak nebylo mozné zfetelné odlisit. Rovnéz nebylo mozné spolehlivé urcit, zda
byl receptor GPER lokalizovan také v Sertoliho bunkéch. Na kryofezech z tkan¢ nadvarlat
jsme estrogenovy receptor GPER (pomoci stejné protilatky GPR30 (K-19-R) detekovali ve
vSech tfech tsecich. Prokazali jsme ptitomnost GPER v bazalni membran¢ sekre¢niho epitelu
a pon¢kud slabsi signal také v hladkosvalovych buiikach vné vyvodného kanalku nadvarlete.
Pozitivni znaceni jsme detekovali i ve spermiich pfitomnych uvniti kanalku hlavy, téla i ocasu
nadvarlete, ale signal pro GPER ve spermiich mél variabilni intenzitu. Na rozdil od stfedni
intenzity signalu u spermii v hlavé nadvarlete se u spermii v téle znaceni jevilo jako velmi
slabé az negativni. U spermii v kanalku v ¢asti ocasu nadvarlete byl signal pro GPER
pomérné silny, v ramci spermatické bunky bylo mozné ho lokalizovat v oblasti akrozomu.
Informace publikované jinymi autory o lokalizaci receptoru GPER v reprodukénich tkanich

dospélych kanct dosud publikovany nebyly, tudiz zistavaji nase zjiSténi prozatim ojedinéla.

Informace tykajici se lokalizace membranového receptoru GPER v epididymalnich
spermiich nejen u kancti, ale 1 u ostatnich sav¢ich druhti, nebyly dosud v dostupné literatute
rovnéZ publikovany. V naSich experimentech jsme pro imunofluorescencni mikroskopii na
epididymalnich spermiich ziskanych z jednotlivych usekii nadvarlete pii detekci receptoru
GPER zvolili krali¢i polyklonalni protilatku GPR30 (K-19-R) (Santa Cruz Biotechnology,
USA) proti vnitini ¢asti sekvence AMK lidského proteinu, kterd se pln¢ osveédcila pti detekcei
GPER v reprodukénich tkanich. Ve spermiich izolovanych z jednotlivych casti kanalku
nadvarlete byla prokézana exprese GPER v riiznych formach a intenzité. Protilatkové znaceni
receptoru GPER U epididymalnich spermii z hlavy nadvarlete bylo spiSe slabé a diftzni
v oblasti akrozomu spermie, vyraznéj§i signal byl v bi¢iku zaroven s oznacenim
Vv cytoplazmatickych kapkéach. Signal pro GPER u epididymalnich spermii z téla nadvarlete
byl zietelny v apikalni ¢asti hlavicky spermie a v cytolazmatickych kapkach stfedni Casti
bi¢iku. U spermii izolovanych z ocasu nadvarlete byl receptor GPER detekovan zcela
jednoznacéné v celém akrozomu a slabé v bi¢iku spermatickych bunék s vyraznym signalem

Vv cytoplazmatické kapce ve stfedni ¢asti.
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O pritomnosti membranového receptoru GPER v ejakulovanych spermiich v odborné
literatute informace existuji, avSak velmi omezené z hlediska poctu sledovanych druhti zvitat
i védeckych tymt zabyvajicich se touto problematikou. Ojedinélymi vysledky jsou tdaje
publikované Arkounem et al. (2014) a Gautierem et al. (2016) u ejakulovanych zralych
spermii hiebcl. Pozitivni protilatkové znaceni bylo prokdzano ve spojovaci Casti (krcku)
spermie (Arkoun et al., 2014) a pfi pouziti elektronové mikroskopie byl GPER nalezen pfi
subcelularni lokalizaci ve stfedni ¢asti, v kr¢ku, bi¢iku a hlavi¢ce (Gautier et al., 2016)
spermie. V lidské zralé ejakulované spermii se prukazu receptoru GPER vénovala pouze
Rago et al. (2014); GPER byl lokalizovan jen ve stfedni ¢asti biciku spermie. Stejny autorsky
kolektiv se jako jediny zabyval detekci GPER pomoci protilatek také v kanci ejakulované
spermii (Rago et al., 2014). U spermii fixovanych vymrazenym metanolem na
mikroskopickém skle Rago et al. (2014) pouzili dvé primarni protilatky: krali¢i polyklonalni
LS-A4271 (MBL International Corporation, USA) mapujici vnitini ¢ast treti extracelularni
domény lidského GPER a krali¢i polyklonalni K-19-R (Santa Cruz Biotechnology, USA)
mapujici vnitini region lidského GPR30. Vysledky ziskané pouzitim obou primarnich
protilatek Rago et al. (2014) uvadi jako shodné. Detekovan byl signal pro GPER
Vv ekvatoridlnim segmentu a v akrozomalni oblasti hlavicky i v mitochondridlni ¢asti bic¢iku.
My jsme pouzili primarni krali¢i polyklonalni protilatku GPR30 (K-19-R) shodnou s Rago et
al. (2014). Pracovali jsme se spermiemi fixovanymi metodou vlhké fixace ve form¢ natérti na
mikroskopickych sklech. Pozitivni znaceni jsme detekovali u vétSiny ejakulovanych spermii
pouze Vv oblasti akrozomu. Rago et al. (2014) na rozdil od nés popsali fluorescen¢ni signal

i v ekvatorialni oblasti a ve stfedni ¢asti bi¢iku.

Vysledky Rago et al. (2014) na ejakulovanych spermiich se v ur¢it¢ mife shoduji
s naSimi vysledky u spermii izolovanych z ocasu epididymu, kdy fluorescencni signal byl
detekovan v obou piipadech v akrozomu spermie a slabgji i v proximalni oblasti bi¢iku.
Nabizi se proto teorie, Zze béhem zrani spermii v nadvarleti je receptor GPER patrné stabilné
bez signifikantnich zmén manifestovan v bi¢iku aZz do staddia maturace spermii, zatimco
k vyraznym zménam dochazi v akrozomu. V pribéhu epididymalni maturace spermii
prochazi spermie fadou zmén s cilem ziskat oplozovaci schopnost. Tyto zmény zahrnuji
vazbu proteinli produkovanych nadvarletem na povrch spermii nebo posttranslacni
modifikace proteinit spermie (Cornwall, 2014). Exprese proteini se vSak v jednotlivych
¢astech epididymu 1i8i. Vysoka je koncentrace proteinil pii transportu spermii z hlavy do téla

nadvarlete (Dacheux et al., 2012). Tyto proteiny se s velkou pravdépodobnosti vazi na
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plazmatickou membranu spermatickych buné¢k a mohou byt pfi¢inou piekryti epitopu
receptoru GPER rozpoznavaného pouzitou specifickou protildtkou. Nasledkem nepiistupnosti
receptoru GPER mtiZze byt znaceni protilatkami slabé a difuzni, jako v pifipadée slabé detekce
GPER v akrozomu spermii z hlavy nadvarlete. Zména intenzity protilaitkového znaceni muize
souviset s odhalenim epitopli pro specifickou protilatku proti GPER v akrozomalni ¢asti
spermie béhem jejiho transportu nadvarletem. V ocasu nadvarlete dochazi k uvolnéni
nekterych z téchto proteinlt z povrchu spermii (Belleannee et al., 2011), a tim
pravdépodobného odkryti epitopi GPER umoziujicich navazani pouzitych specifickych
protilatek.

Také informace o detekci receptoru GPER v kapacitovanych spermiich a ve spermiich
po akrozomdlni reakci v odborné literatufe doposud neexistuji. Pracovali jsme
S kapacitovanymi spermiemi i spermiemi po akrozomalni reakci oSetfenymi pomoci metody
vlhké fixace. Pro detekci GPER jsme pouzili stejnou primarni protilatku GPR30 (K-19-R)
jako u ejakulovanych spermii. Signal jsme u spermii po in vitro kapacitaci vyhodnotili oproti
ejakulovanym spermiim jako méné¢ vyrazny. U kapacitovanych spermii se jednalo spise
0 apikalni ¢ast akrozomu. Slaby signal byl detekovan i v proximalnim useku bi¢iku n¢kterych
kapacitovanych spermii. Po akrozomdlni reakci byla u spermii v oblasti akrozomu patrné
ztrata signalu fluorescence. V piipadé€, ze akrozomadlni reakce neprobéhla nebo probéhla
nedokonale, byl znatelny slaby zbytkovy imunofluorescencni signal. Slabé protilatkové

znaceni pro GPER bylo viditelné u nékterych spermii také v proximalni oblasti biciku.

VySe uvedené ovSem plati pro spermie, u kterych byla prostiednictvim vlhké fixace
permeabilizovana plazmatickd membrana, takze protilatka zna¢i GPER na povrchu i1 uvnitf
spermatické bunky. Je pravdépodobné, ze uvnitt buniky se protilatka vaze na receptor GPER
lokalizovany na bunéénych membranach, jako je endoplazmatické retikulum, jak ve své praci

uvadi Filardo et al. (2007).

U spermii inkubovanych s primarni protilatkou v suspenzi, kdy plazmatickou
membrana zistava neporusena a K protilatkovému znaceni dochazi pouze na povrchu bunky,
byl néalez odlisny. U ejakulovanych spermii jsme detekovali difuzni fluorescencni signal
Vv oblasti celé¢ hlavicky. U kapacitovanych spermii bylo vyraznéj$i pozitivni protilatkové
znateni ve form¢ drobnych okrskii detekovano v oblasti akrozomu. Vys$i intenzita
fluorescen¢niho signalu u kapacitovanych spermii v suspenzi by zifejmé mohla byt zplisobena

odkrytim epitopi na povrchu spermie po jeji kapacitaci, popiipadé preskupenim
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membranovych domén, ke kterému béhem kapacitacniho procesu dochazi (Gadella et al.,
2008).

Na urovni proteinu byl membranovy receptor GPER nékterymi autory prokézan
v extraktech reprodukc¢nich tkani a spermii. V extraktu ze zarode¢nych bunék varlat nékterych
savCich druha (potkan, clovek, ovee) byl detekovan protein GPER o molekulové hmotnosti
42 kDa (Chimento et al., 2010; 2011; Rago et al., 2011; Sandner et al., 2014; Cao et al.,
2016). V praci Vauchera et al. (2014) bylo uvedeno, ze v extraktu z testikularni tkané
U potkanti a u lidi byl pomoci Western blot analyzy prokazan proteinovy pruh odpovidajici
molekulové hmotnosti v intervalu 50 az 60 kDa a slabsi protilatkové znaceni odpovidajici
proteinovému pruhu o hmotnosti 40 kDa. Pii pouziti Western blot analyzy bylo nejvyssi
mnozstvi proteinu GPER nalezeno ve tkani varlat, jednalo se o protein molekulové hmotnosti
60 kDa. My jsme v extraktu z tkan¢ varlat nalezli mén¢ ztetelny proteinovy pruh o hmotnosti
42 kDa, navic jsme detekovali dals$i GPER pozitivni proteinové pruhy o molekulové
hmotnosti 38 a 48 kDa. Protein s podobnou molekulovou hmotnosti detekovali Oliveira et al.

(2014) v zarode¢nych a Sertoliho buiikach lidskych varlat.

Protein GPER byl detekovan rovnéz v extraktu z tkan¢ epididymu. Ve tkani nadvarlete
potkanl byly prokazany 2 proteiny odpovidajici GPER, a to pfedevSim vyraznéjsi detekce
u proteinu o molekulové hmotnosti 43 kDa a slabsi o hmotnosti 55 kDa (Martinez-Traverso et
Pearl, 2015). My jsme nalezli zfetelnou reakci s protilatkou proti GPER u proteinu
0 molekulové hmotnosti 42 kDa v extraktu z hlavy a téla nadvarlete. Tento pruh koresponduje
S GPER pozitivnim proteinovym pruhem o hmotnosti 41 kDa vtéle nadvarlete
u prepubertalnich kaneckli popsanym Katlebou et al. (2015). Navic jsme v proteinovém
extraktu z tkané nadvarlat detekovali, stejné jako v ptipadé tkané varlat dospélych kanct,
pozitivni znaceni protilatkou proteini o molekulové hmotnosti 38 a 48 kDa. Odlisna
molekularni hmotnost detekovanych proteini korespondujici s GPER patrné poukazuje na
rizné glykosylované a neglykosylované izoformy vyskytujici se ve spermii a v samcich
reproduk¢nich tkanich, podobné jako to bylo popsdno u MCF-7 bunék néadoru prsu
a myometria (Maiti et al., 2011).

Informace o proteinu GPER pfitomném v epididymalnich spermiich v odborné
literatufe chybi. Pro prikaz proteinu GPER jsme pouzili krali¢i polyklondlni protilatku
K-19-R (Santa Cruz Biotechnology, USA) jako Rago et al. (2014) a detekovali jsme nejen

protein s molekulovou hmotnosti 42 kDa v extraktu spermii z hlavy a téla nadvarlete, ale také
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proteiny o 30, 38 a 48 kDa ve spermiich z ocasu nadvarlete. Protein korespondujici s GPER
s molekularni hmotnosti 38 kDa byl detekovan v extraktu ejakulovanych spermii hiebce
(Arkoun et al., 2014). V extraktu z ejakulovanych spermii u ¢lovéka i prasete byl prokazan
protein GPER 0 molekulové hmotnosti 42 kDa (Rago et al., 2014).

Signifikantni expresi receptoru GPER na urovni mRNA prokéazal v Leydigovych
bunkach lidskych varlat Fietz et al. (2014). Hess et al. (2011) publikoval informaci
0 pozitivnim nalezu mRNA pro GPER v nadvarleti dospélych potkant a také o jeho vyrazné
expresi V té€le nadvarlete u lidi. Rovnéz (Lucas et al., 2011) popsal pfitomnost mRNA pro
GPERV nadvarleti dospé€lych potkanu s pievazujici expresi v jeho téle. Rago et al. (2014)
popisuji pfitomnost mRNA pro GPER v lidskych i kan¢ich spermiich. Nam se v ramci
spoluprace s Katedrou ochrany rostlin podafila izolace mRNA pro GPER protein z tkani
varlete a nadvarlete a také epididymadlnich spermii. Byl prokdzan nesignifikantni rozdil
v obsahu mRNA ve tkdni vSech ¢asti kanciho nadvarlete a také ve tkdni varlat, s vyssi expresi
v hlavé a ocase nadvarlete nez ve varlatech a v téle nadvarlete. Detekovana byla také mRNA
pro GPER ve spermiich z nadvarlete s riznou vzajemnou expresi. Nejvyssi mnozstvi mRNA
bylo nalezeno ve spermiich zhlavy nadvarlete ve srovnani se spermiemi ze dvou
nasledujicich ¢asti nadvarlete. Niz$i mnozstvi detekované mRNA mize naznaCovat jeji
aktivni translaci do proteini béhem epididymalni maturace spermii nebo jeji moznou
degradaci. Translace mRNA do proteinu ve spermii je diskutabilni; byla vSak popsana béhem

finalnich matura¢nich kroku pted fertilizaci Gurem a Breitbartem (2008).

Diive popsané klasické ERs byly detekovany u mnoha druhii zvifat (Hess et Carnes,
2004). V sam¢im reprodukénim traktu se v porovnani s jinymi télesnymi tkanémi vyskytuji ve
vys§i koncentraci, z ¢ehoz lze usuzovat na zasadni vyznam estrogennich latek pro vyvoj
pohlavnich organi i jejich funkci v reprodukci. Ani v téchto cilovych tkanich vSak distribuce
ERs neni rovhomérnd (Lombardi et al., 2001). Na rozdil od téméf vSudypiitomného ERp je
vyskyt estrogenového receptoru ERa v celém sam¢im reprodukénim traktu vice specificky
(Eddy et al., 1996; Franca et al., 2005; Hess et al., 2011). Také s ohledem na vék se distribuce
ERs meéni (Carreau et Hess, 2010). Rozdily v lokalizaci ERs ziejmé¢ souviseji jednak
S vyvojem organu samotného, ale i s jeho fyziologickymi funkcemi. Parlevliet et al. (2006)
V této souvislosti poukazuji na rozdilny vyskyt ERs Vv hlavé, téle a ocasu nadvarlete
Vv zavislosti jak na anatomické lokalizaci, tak na véku (pohlavni zralosti) jedinct. Schleicher

et al. (1984) a Hess a Carnes (2004) upozornuji na vyznam receptoru ERa tykajici se resorpce
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tekutiny ve vyvodnych kanélcich varlete u kanct, vcetn¢ transportu sodikovych iontl pied
pfesunem spermii do hlavy nadvarlete (Hess, 2000; 2003). Bylo zjisténo, ze absence ERa
zpétnou resorpci tekutiny znemoziuje. Disledkem toho dochazi k poskozeni spermii a snizeni
jejich oplozovaci schopnosti (Hess a Carnes, 2004). Funkce ERP prozatim uspokojivé
vysvétlena nebyla. Napfiklad u mysi bylo zjisténo, Zze mezi geny, které¢ tidi apoptozu
zarode¢nych bunék, patii i gen souvisejici s expresi ERP (Delbes et al., 2004). Couse et al.
(1997) vsak uvadeji, ze u ERBKO mysi zadnd zména ve spermatogenezi zjiSténa nebyla.
Vzhledem k odlisnosti dosazenych vysledkt je uloha receptoru ERP v pohlavnim traktu

samci i nadale nejasna.

V testikularni tkdni byl estrogenovy receptor ERa detekovan sriznymi vysledky
v zarode¢nych bunkéach, Sertoliho buiikiach a Leydigovych bunkach u lidi (Pentikdinen et al.,
2000; Makinen et al., 2001; Saunders et al. 2001; Solakidi et al., 2005; Guido et al., 2011;
Fietz et al., 2014), mysi (Mékinen et al., 2001; Zhou et al., 2002), potkant (Pelletier et al.,
2000; Lucas et al., 2008) 1 hiebct (Pearl et al., 2011). U kanct si vSak publikované tdaje
znaén¢ protifeci (Rago et al., 2004; Mutembei et al., 2005; Ramesh et al., 2007; Gunawan et
al., 2011). Prvni informace o lokalizaci ERs ve tkani varlat kanct popisuje Rago et al. (2004),
ktefi zjistili odliSné zastoupeni ERs ve tkani varlat v zdvislosti na v€ku zkoumanych zvitat.
U nedospélych kaneckli byla detekce ERa negativni. U dospélych kanct byla metodu
imunoperoxidozového barveni potvrzena lokalizace ERa hlavné ve spermatogoniich
a spermatocytech a také v Sertoliho a Leydigovych bunkach (Rago et al., 2004). Gunawan et
al. (2011) detekovali ERa pomoci nepiimé imunofluorescenéni mikroskopie na kryotfezech
varlete v cytoplazmé Sertoliho bunék, slabé v zarode¢nych bunkach a velmi slabé
v Leydigovych bunkéach. Znaceni v Sertoliho buiikach uvedli jako ne zcela jednoznacné
(Gunawan a kol., 2011). My jsme pomoci imunofluorescen¢niho znaceni stejnou polyklonalni
protilaitkou ERa (HC-20), kterou vyuzili Gunawan et al. (2011), potvrdili mista lokalizace
ERa v intersticidlni tkani varlat s pravdépodobnym znacenim cytoplazmy v Leydigovych
bunikach. Signal protilatkového znaceni ERa jsme také detekovali ve spermatickych buiikach
uvnitt lumen semenotvorného kanalku, ale nepodatilo se nam urcit, o jaky typ vyvojového

stadia spermii se jedna.

Estrogenovy receptor ERa byl rovnéz prokazan v epitelidlnich bunkach kanalku vsech
tii iisekt nadvarlete u ¢loveéka (Saunders et al., 2001), mysi (Zhou et al., 2002; Gautier et al.,
2016), potkana (Zaya et al., 2012) a hiebce (Parlevliet et al., 2006). U kanct byl receptor ERa

S riznou intenzitou detekovan ve vSech ¢astech nadvarlete (Pearl et al., 2007b; Gunawan et
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al., 2011). Vyjimku ptedstavuje prace Pearl et al. (2007a), kde na rozdil od ostatnich autori
nedetekovali ERa v ocasu nadvarlete. My jsme lokalizovali receptor ERa na kryofezech tkané
ze vsech tii hlavnich Casti kanc¢iho nadvarlete. V fezech z hlavy nadvarlete to bylo v bazalni
membran¢ epitelidlni vystelky ave spermiich v Ilumen epididymélniho kanalu. V téle
nadvarlete se nam ERa podafilo detekovat v sekrecnim epitelu a ve spermiich v lumen
kanalku a v ocasu nadvarlete jsme ERa nalezli ve spermiich v lumen kanalku, v sekre¢nim
epitelu a v hladkosvalovych buiikach, coz odpovida i vysledkim Gunawana et al. (2011).
Pon¢kud odlisnych vysledku detekce ERa bylo dosazeno skupinou Pearla et al. (2007a), kdy
pouzili odliSnou polyklonalni protilatku, a to proti mySimu proteinu ERa, ktera tento receptor
znacila pouze v sekre¢nim epitelu kanalkl hlavy, t€la a ocasu, v bazdlnich bunkach téla
a Vv hladkosvalovych bunkach hlavy kanc¢iho nadvarlete. Nerozpoznavala vsak ERa

v epididymadlnich spermiich, a to v celém pribehu kanalku nadvarlete (Pearl et al., 2007a).

Pokud jde o detekci receptoru ERa v epididymalnich spermiich, jsou k dispozici pouze
vysledky ziskané v ramci detekce ERa na tkénovych fezech. Z vySe uvedenych publikaci,
studujicich nadvarle kanct, uvadi pozitivni nalez pouze studie Gunawan et al. (2011), kde
autoti popisuji znaceni ERa (protilatka HC-20) v postakrozomalni oblasti a bi¢iku spermie
zejména v téle a ocasu nadvarlete. V nasi studii jsme v tkanovych fezech zaznamenali
pozitivni znaCeni spermii v kanalku nadvarlete také, proto jsme pro ovéfeni analyzovali
I epididymalnich spermii ziskanych promytim jednotlivych usekt nadvarletni tkan¢. Shodné
s Gunawanem et al. (2011) jsme pomoci stejné protilatky ERa (HC-20) lokalizovali receptor
ERa ve stiedni ¢asti biciku, slab&ji pak v postakrozomalni oblasti hlavicky spermii z hlavy

nadvarlete a v ekvatorialnim segmentu hlavicky u spermii z téla nadvarlete.

Receptor ERB byl detekovan ve tkani varlat ¢lovéka (Saunders et al., 2001, mysi
a potkana (Pelletier et al., 2000; Mékinen et al., 2001; Lucas et al., 2008), htebcii (Pearl et al.,
2011), avsak s odlisnymi vysledky lokalizace. Detekce ER ve tkéani varlat u kancti 1 kaneckt
byla popsana nékolika autory (Rago et al., 2004; Mutembei et al., 2005; Ramesh et al., 2007;
Gunawan et al., 2012). V zarode¢nych burnkach dospélych kanct, a to ve spermatogoniich,
primarnich spermatocytech a spermatidich na fezech testes metodou nepiimé
imunofluorescenéni mikroskopie popsali detekci ERf Gunawan et al. (2012). Nicméné na
snimcich uvedenych ve zminéné publikované praci Gunawana et al. (2012) vsak tato
jednotliva vyvojova stddia spermatickych bunék v semenotvorném kanalku nelze odlisit.
Detekce ERP v bazdlni membran€é semenotvorného kanalku byla prokazatelné negativni.

Mutembei et al. (2005) a Gunawan et al. (2012) popsali u dospélych kanct jako pozitivni pro
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ERP Sertoliho buniky. Byl popsan také pozitivni vyskyt ERB v Leydigovych bunkach
dospélych kanci (Mutembei et al., 2005; Ramesh et al, 2007; Gunawan et al., 2012). My jsme
ve tkani varlete detekovali vyrazné protilaitkové znaceni pro ERP v bazalni membrané
semenotvornych kanalkl a buiiky uvnitt semenotvorného kanalku. Pro detekci receptoru ERf3
se nam osvéd¢ila mysi monoklonalni protilatka ERB (1531) specificka proti C-konci (AMK
256-505) lidského proteinu. Gunawan et al. (2012) zvolili pro detekci stejného receptoru
polyklonalni kozi protilatku proti C-terminalni doméné lidského proteinu (L-20) (Santa Cruz
Biotechnology). My jsme tuto protilatku také otestovali, ale bohuzel se zcela negativnim
vysledkem. Rago a kol. (2004) pouzili pro detekci ERB metodou imunoperoxidazového
barveni tkani varlat dospélych kancli monoklondlni protilatku proti lidskému proteinu
(MCA1974, Serotec, UK) analezli receptor ve spermatogoniich, spermatocytech a také
Vv peritubularnich myoidnich bunikach. V Sertoliho a Leydigovych bunikach a ve spermatidach
ERpB detekovan nebyl (Rago et al., 2004). Vysledky detekce ERP v testikularni tkéani
Gunawana a kol. (2012) a Rago (2004) se shoduji v pfipadé spermatogonii a primarnich
spermatocytll. Nase zjisténi koresponduji s vysledky obou autort v piipadé detekce ERP ve
spermatickych bunkach, avSak nebylo mozné spolehlivé urcit jejich konkrétni vyvojové

stadium.

Ve tkdni nadvarlete byl estrogenovy receptor ERP detekovan ve vSech tfech Castech
tohoto organu u ¢lovéka (Saunders et al., 2001), mysi (Zhou et al., 2002), potkana (Zaya et
al., 2012; Gautier et al., 2016) 1 hiebct (Parlevliet et al., 2006). U kanct je situace obdobna,
ovSem piesnd lokalizace ERf je rliznymi autory uvadéna nejednotné. Na pozitivnim nélezu
u epitelialnich bun€k v hlavé nadvarlete dospé€lych kanct se autofi shoduji (Carpino et al.,
2004; Pearl et al., 2007a; Pearl et al., 2007b; Gunawan et al., 2012). My jsme receptor vsak
ERP ve tkani hlavy nadvarlete nedetekovali. V téle nadvarlete jsme pii tom ale prokazali
pozitivni protilatkové znaceni pro ERP v sekreCnim epitelu a bazalni membrané kanalku,
detekce u spermii v lumen byla spiSe negativni. Ve stejné ¢asti nadvarlete Gunawan et al.
(2012) detekovali ERP metodou neptimé imunofluorescence V epitelialnich bunkach a ve
spermiich v lumen kanalku. Carpino et al. (2004) pomoci imunoperoxidazového znaceni
receptor ERB prokazali v téle nadvarlete dospélych prasat v intersticiu, slab&ji v epitelu
kanalku a v hladkosvalovych bunikach. V ocase nadvarlete jsme ERP prokazali v sekrecnim
epitelu, v bazalni membrané kanalku i ve spermiich v lumen kanalku. Carpino et al. (2004)

pomoci monoklonalni protilatky prokazali ERB u dospélych prasat v intersticialni tkani,
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slabg&ji v hladkosvalovych bunkach a sekre¢nim epitelu, Gunawan et al. (2012) popsali

lokalizaci ERp v sekre¢nim epitelu ocasu nadvarlete a ve spermiich v lumen kanélku.

Pti¢inou rozdilti ve vysledcich jednotlivych tymt muize byt celd fada, ovSem nabizeji
se zejména rozdily v pouzité metodice detekce ER[, zejména ve vyberu odlisnych protilatek.
V nasi studii jsme pouzili mysi monoklonalni protilatku ERB (1531). Gunawan et al. (2012)
pro detekci ERPB zvolili kozi polyklonalni protilatku (L-20) a Carpino et al. (2004) zvolili
k detekci receptoru ERP mySi monoklondlni protilatku proti celému lidskému proteinu
(MCA1974, Serotec, UK). V piipad¢ tymu Gunawan et al. (2012) nelze vyloucit, ze
polyklonalni protilatka ERP mohla oznacit i mista s lokalizaci ERa, protoze shoda mezi
receptory ERa a ERP je v DNA-vazajici a ligand-vazajici domén¢ az 80 % (databaze Blast).
Na druhou stranu, Carpino et al. (2004) uvadéji nalez ERB v hlavé nadvarlete dospélych
kanct také. Kazdopadné je zifejmé, ze protilatky pouzité jednotlivymi tymy mély rozdilnou
specifitu rozpoznavaného epitopu, a to mohlo hrat klicovou roli mimo jiné i na popsany
vyskyt zkracenych forem tohoto estrogenového receptoru (Inoue et al., 2000; Aschim et al.,

2004; Rago et al., 2006; 2007).

Také v ptipadé¢ ERP jsme chtéli zptesnit jeho lokalizaci v epididymalnich spermiich
pozitivné detekovanych v tkanovych fezech. Vyuzili jsme imunocytochemickou analyzu
spermii izolovanych z jednotlivych usekli nadvarlete, nebot obrazovy material ziskany
z vySetfeni tkanovych fezli neumoziioval seridzni lokalizaci v rdmci jednotlivych bungk.
Udaje o detekci estrogenového receptoru ERP v kanéich epididymalnich spermiich byly
doposud publikovany pouze skupinou Gunawana et al. (2012), a to stejné jako u ERa
(Gunawan et al., 2011) pouze v ramci detekce na kryofezech. Autofi sice popisuji protilatkové
znaceni (L-20, Santa Cruz Biotechnology) v oblasti akrozomu hlavicky spermatické buiiky
v téle nadvarlete, avSak signal v publikovaném snimku také neni podle naseho nazoru zcela
zietelny. Ackoli jsme kromé protilatky pouzité s pozitivnim vysledkem na kryofezech (1531)
otestovali 1 protilatku L-20 pouzZitou Gunawanem et al. (2012), receptor ERp u izolovanych
epididymadlnich spermii dospélych kanci se nam, na rozdil od nalezu na tkénovych
kryotezech, detekovat nepodatilo. Pfi¢inou negativniho vysledku by patrné¢ mohla byt pouzita
rozpoustédla pro fixaci spermii (aceton a metanol), ktera mohla zptisobit ztratu epitopli pro
navazani specifické protilatky, pfipadné¢ také nizké mnoZstvi daného receptoru

Vv epididymalnich spermiich.
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Pritomnost estrogenového receptoru ERa v ejakulovanych spermiich je popsédna
v nékolika odbornych zdrojich, 1 kdyz s pomérné odliSnymi vysledky. Receptor ERa byl
detekovan v rtiznych Céastech spermatické buiky u lidi (Aquila et al., 2004; Solakidi et al.;
2005; Rago et al., 2006; Guido et al., 2011), mysi (Gautier et al., 2016), potkana (Zaya et al.,
2012) a hiebce (Arkoun et al.,, 2014). U kance se prukazem ptitomnosti ERa v kanci
ejakulované spermii zabyvala pouze skupina Rago et al. (2007), ktera detekovala ERa pomoci
monoklonalni mysi protilatky (F-10, proti C-konci lidského proteinu) pouze v bi¢iku spermie.
My jsme pti pouziti krali¢i polyklonalni protilatku ERa (HC-20) rozpoznavajici také C-konec
AMK sekvence lidského proteinu ziskali odlisné vysledky — spermie byly oznaceny v oblasti

akrozomové Cepicky, postakrozomové oblasti a také ve stiedni ¢asti biciku.

Receptor ERP byl v riznych ¢astech ejakulovanych spermii prokazan u lidi (Saunders
et al., 2001; Aquila et al., 2004; Rago et al., 2006; Guido et al.; 2011; Rago et al., 2006)
a hiebell (Arkoun et al., 2014), u kanct se detekci ERB v ejakulovanych spermiich vénovali
pouze Rago et al. (2007), kde pomoci krali¢i polyklonalni protilatky H-150 (Santa Cruz
Biotechnology) proti N-konci lidského ur¢ili lokalizaci ERB pouze v oblasti akrozomu. My
jsme pro detekci ERp Vv ejakulovanych spermiich pouzili mysi monoklonalni protilatku ER[
(1531) rozpoznavajici C-konec (AMK 256-505) lidského proteinu (Santa Cruz
Biotechnology) a zaznamenali jsme vyrazny signal pro ERB v akrozomalni oblasti hlavicky

spermie shodné s vysledky Rago et al. (2007).

Z hlediska diskuze pticin rozdilnych vysledkd publikovanych pfi studiu ERs riznymi
autory je zajimavy i1 nami pozorovany efekt zvolené metody fixace ejakulovanych spermii.
U spermii zasuSenych i fixovanych metanolem bylo vysledné imunofluorescenc¢ni znaceni
z hlediska lokalizace ERa, resp. ERB shodné, avsak intenzita signalu byla mnohem vyrazngjsi
u zasusenych spermii. Dlivodem muize byt ovlivnéni stavu epitopu ERs zptisobené fixaci,

jehoz dusledkem je slabsi vazba specifickych protilatek.

Soucasti nasi studie byla dale detekce klasickych receptort ERa a ERp v jednotlivych

analyzovanych vzorcich na urovni proteinu.

Protein ERa byl ve tkani varlat i v nadvarleti kancti detkovan jako protein
0 molekulové hmotnosti 66 kDa (Rago et al., 2004; Gunawan et al., 2011). U kancich
ejakulovanych spermii pak byl popsan protein ERa 0 molekulové hmotnosti 67 kDa (Rago et
al., 2007) odpovidajici jeho plné délce. My jsme v extraktu z tkané varlat pomoci protilatky
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ERa (HC-20) prokazali dva proteinové pruhy ERo molekulové hmotnosti 27 a 42 kDa, ve
vSech usecich nadvarlete pak pouze protein 0 molekulové hmotnosti 42 kDa, pii¢emz
nejvyraznéjsi exprese byla v téle nadvarlete. Jednalo se zfejmé o zkracené formy receptoru
ERa. Podobna zkracena forma ERa o molekulové hmotnosti 46 kDa byla popsana
v reprodukénich tkanich cloveéka (Flouriot et al., 2000). Pokud jde o spermie samotné, ve
vSech subcelularnich frakcich izolovanych z ejakulovanych kancich spermii (cytosolarni,
membranové, jaderné a cytoskeletdlni proteiny) byl detekovan protein o molekulové
hmotnosti 67 kDa, nejvyraznéjsi znaceni bylo viditelné ve frakci proteinti izolovanych z jadra
bunky. Tento nalez zcela koresponduje svysledky Rago et al. (2007) pro ERa
u ejakulovanych spermii. Navic byl ale ve vSech frakcich viditelny i prouzek o molekulové
hmotnosti 59 kDa a v jaderné frakci i prouzek o hmotnosti 50 kDa. Vzhledem k tomu, Ze
zkracené verze proteinu ERa byly popsany i v lidskych spermiich 45 kDa (Solakidi et al.,
2005) nebo 45 a 60 kDa (Naz et Sellamuthu, 2006), muze jit o tento ptipad také. Molekulova
hmotnost 59 a 50 kDa vsak také odpovida popsanému proteinu ERf podle Rago et al. (2007).
Dtvodem mozného znaceni proteinli obou estrogenovych receptori ERa i ERP protilatkou
proti ERa miize byt pouZzitd polyklonalni protilatka ERa (HC-20) rozpoznavajici C-terminalni
sekvenci proteinu, kterd je vysoce homologni mezi obéma receptory. Prestoze se nadm
nepodafilo estrogenovy receptor ERa detekovat v celkovém proteinovém extraktu
z ejakulovanych spermii a ani ze spermii epididymalnich, ackoli u obou typi bunék jsme
detekovali signal pii imunocytochemické lokalizaci tohoto receptoru, 1ze pozitivni detekci
ERa v subcelularnich frakcich vysvétlit nabohacenim proteini  z jednotlivych Casti

spermatické bunky.

V ptipadé¢ ERP byl ve tkani pohlavnich organt kancli popsan protein o molekulové
hmotnosti 56 kDa (Gunawan et al., 2012), resp. 59 kDa (Rago et al., 2004). U prasecich
spermii byly skupinou Rago et al. (2007) detekovany proteiny pro ERPB o molekulové
hmotnosti 50 a 59 kDa. My jsme detekovali ERp ve tkani varlat a nadvarlat ve formé¢ dvou
proteint o molekulové hmotnosti 25 a 28 kDa. Jedna se zfejmé& o varianty zkracenych forem
estrogenového receptoru ERP, z nichz nékteré byly jiz diive popsany (Inoue et al., 2000;
Aschim et al., 2004). Navic byl detekovan protein o molekulové hmotnosti okolo 120 kDa,
coz by mohlo svéd¢it o pritomnosti dimeru ERs (Razandi et al., 2004). V extraktu
z epididymalnich i ejakulovanych spermii jsme detekovali jeden protein o molekulové
hmotnosti 48 kDa. Také v tomto piipadé se domnivame, Ze se jedna 0 zkracenou izoformu

ERp. Ur¢itou analogii mize byt situace v detekci ERP u lidskych spermii, kde bylo popsano
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nékolik proteinl o riznych molekulovych hmotnostech 55 kDa (Aquila et De Amicis, 2014),
59 kDa, resp. 50 kDa (Rago et al., 2006), ale také 64 kDa (Solakidi et al., 2005; Naz et
Sellamuthu, 2006).

Ponckud variabilni vysledky imunolokalizace klasickych ERs 1 stanoveni jejich
molekulové hmotnosti, patrné z dostupné literatury i z naSich vlastnich vysledkt svédci
ovelkém vlivu zvolenych metodickych pfistupt. Zda se, Zze volba protilatky rozpoznévajici
ur¢itou oblast AMK sekvence ERs je klicova pro detekci urcitych izoforem obou ERs Pro
detekci ERa jsme pouzili protilatku (HC-20) shodné s tymem Gunawan et al. (2011) a nase
vysledky lokalizace tohoto receptoru ve tkanich varlat a nadvarlat, jakoz i v epididymalnich
spermiich jsou de facto ve shod¢ s uvedenou publikaci také, ackoli pfi zachovani stejnych
postupil se s timto tymem ¢aste¢né rozchazime, pokud jde o detekci ERP, pro jehoz detekci
jsme pouzili protilatky rozdilné. Naopak u ejakulovanych spermii jsme se sice rozchazeli
s tymem Rago et al. v lokalizaci ERa, ale ERpB jsme lokalizovali shodné. Pfitom proti ERa
naSe tymy pouzily protildtky, u nichZz v obou ptipadech vyrobci uvadéli specifitu vici
epitopum na C-konci lidského proteinu, ale ERB jsme detekovali pomoci protilatek proti

lokacim zcela rozdilnym (N-konec vs. C-konec lidského proteinu).

Jednim z faktorG variability publikovanych vysledkti maze také byt zpracovani
biologického materidlu a s tim souvisejici dostupnost vazebnych mist pro pouzité protilatky,
pfip. vhodnost protilatky pro danou analytickou metodu (zde napf. imunolokalizace ve
tkanich a spermiich vs. detekce proteinii pienesenych na NC-membranu). Ackoli jsme
testovali 1 nckteré dalSi protilatky pouzité jinymi autory, v naSich experimentalnich
podminkach se neosvédcCily vibec. Podobné protilditka s oznacenim HC-20 Uspésné
lokalizovala ERa ve tkdnich i spermiich a na NC-membrané mezi proteiny ziskanymi ze
subcelularnich  frakci 1zolovanych =z ejakulovanych spermii také oznacila protein
0 odpovidajici molekulové hmotnosti 67 kDa. Avsak detekovat stejny protein z extraktu
ziskaného pifimo z ejakulovanych ¢i epididymalnich spermii se ndm s touto protildtkou
nepodafilo. Podobné protilatka pouzitd proti ERB velmi vyrazn€ znacila proteiny izolované
z tkani vSech tii Casti nadvarlete, ale na kryofezech odpovidajicich tkéni byl signal této
protilatky velmi slaby. V neposledni fad¢ pak miizeme uvazovat o vlivu zmény epitopu po
fixaci metanolem ¢i acetonem, coz se mohlo projevit v intenzité¢ znaceni ERS, jak tomu bylo

Vv pfipadé kancich ejakulovanych spermii.
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7 Zavér

Z dostupné literatury je zifejmé, ze publikované vysledky tykajici se detekce
a lokalizace estrogenovych receptorti v kancich reprodukénich organech a spermiich dosud
nebyly uspokojivé popsany a ovéfeny. Distribuce ERs nebyla sledovéana v riiznych stadiich
vyvoje spermii jednotnymi metodami a zejména v piipadé GPER jsou dosud ziskané vysledky

velmi omezené.

Pti detekci a lokalizaci membranového receptoru GPER ve tkanich i spermiich jsme
dosahli ojedin€lych a dosud neuvedenych vysledkt. Jako prvni jsme publikovali informaci
0 pritomnosti GPER ve tkéni varlat a nadvarlat dospélych kancii. Dosavadni jedind informace
0 detekci GPER v samcich pohlavnich organech prasat se tyka pouze nedospélych kanecki
(Katleba et al., 2015). Rovnéz u spermii izolovanych z nadvarlete dospélych kanct dosud
zadné publikované idaje o detekci receptoru GPER neexistuji. V piipad¢ detekce receptoru
GPER u ejakulovanych spermii jsme ovéfili informace dosud jediného zdroje Rago et al.
(2014). U ejakulovanych spermii byla navic potvrzena exprese genu pro estrogenovy receptor
GPER na trovni mRNA. Tyto poznatky jsme publikovali v praci Krej¢itova et al. (2018; viz.
Ptiloha). Jedine¢né jsou i dal$i, dosud nepublikované poznatky o detekci receptoru GPER
U kapacitovanych spermii a spermii po akrozomalni reakci, a to nejen u kancti, ale i v rdmci

ostatnich sav¢ich druha.

Estrogenové receptory ERa a ERP jsme detekovali v reprodukénich tkanich
i v epididymalnich a ejakulovanych spermiich. NaSe vysledky se ve svych jednotlivych
castech shoduji s vysledky jiz publikovanymi, v nékterych bodech dosavadni poznatky
doplilyji. Nelze vSak fici, Ze by nase vysledky byly ve shodé& vyslovené s jednim konkrétnim
tymem nebo jejich publikaci. Poné¢kud variabilni vysledky imunolokalizace klasickych ERs
I stanoveni jejich molekulové hmotnosti, patrné z dostupné literatury i z naSich vlastnich
vysledkl, a dil¢i shody s jednotlivymi publikovanymi studiemi ukazuji na zasadni vyznam

zvolené metodiky a zejména pouzitych specifickych protilatek proti ERS.
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Do budoucna by bylo vhodné dofesit naptiklad pfesnou lokalizaci jednotlivych typi
estrogenovych receptorti ve spermatické buiice na subcelularni irovni nebo objasnit lokalizaci
a funkci jednotlivych izoforem estrogenovych receptori. Napomoci by mohla cilena extrakce
proteinil z riznych ¢asti spermatické buiiky a detekce jednotlivych typti ERs. Mechanismy
negenomického plsobeni estrogennich latek pfes ERs u spermii tak zGstavaji stale

nedofeseny.
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The G protein-coupled estrogen receptor (GPER) is a transmembrane receptor considered as a mediator of rapid
non-genomic responses. GPER has been found in the male reproductive tract of many mammalian species. How-
ever, in adult boars, GPER has been reported only in ejaculated spermatozoa. Therefore, we focused on GPER de-
tection in testicular and epididymal tissues and sperm cells in adult boars. We found GPER in Leydig cells and
seminiferous tubules of boar testes and in the secretory epithelium of epididymis. A weaker signal was visible
Keywords: in smooth muscle cells and spermatozoa in the epididymal tubule. In spermatozoa isolated from epididymal
GPER parts, GPER was found to localize mainly in the sperm acrosome and flagellum. We immunodetected several pro-
Adult boar testes tein bands in the extracts of the tissues and epididymal spermatozoa. A significantly higher amount of GPER
Epididymal spermatozoa mRNA was detected in the spermatozoa from caput epididymis, whereas the mRNA expression was lower in tis-
sues of testes and caput epididymal. Our results showed the first evidence of GPER in boar epididymal sperma-
tozoa. Moreover, the GPER localization in adult boar testes, epididymis, and mature spermatozoa suggests the
involvement of estrogens via transmembrane receptor and rapid non-genomic signaling in both the sperm devel-

opment and post-testicular maturation.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Estrogens play an important role in spermatogenesis, sperm matura-
tion, capacitation, acrosome reaction, and fertilization [1]. The effect of
estrogens is determined by the presence of estrogen receptors (ERs)
in the cells of targeted tissues to which they are able to bind, thus initi-
ating the cellular responses [2-4]. Besides classical nuclear/cytoplasmic
ERs, ESR1 (ERat) and ESR2 (ERR) [2-4], the G protein-coupled estrogen
receptor GPER (GPR30) has been described [5-7]. This transmembrane
receptor is considered to be a mediator of rapid non-genomic estrogen
responses in various types of cells [8,9]. It is structurally unrelated to
classical estrogen receptors ESR1 and ESR2 [10]. Some investigators
have claimed that it is strictly a cytosolic or endoplasmic reticulum-
associated receptor, while others have maintained that it is a plasma
membrane-associated one [8,11]. The biological function of GPER
could be related to the cell type and localization [5,7]. It has been con-
firmed that the GPER signaling cascade also includes the release of intra-
cellular calcium ions [12], which is closely related to the sperm
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capacitation and acrosomal reaction [13] and indicates the GPER pres-
ence in spermatozoa. The proof of this is the detection of GPER in sper-
matozoa of humans and pigs [14]. GPER has been studied in the testes
and epididymides of several mammals, such as the mouse [15,16], rat
[17,18], sheep [19] and human [20,21]. In the pig, the GPER expression
has been reported only in the epididymal tissue of postnatal boars
[22].In adult boar reproductive tissues, GPER detection has not been de-
scribed yet. The available literature suggests that the detection and lo-
calization of GPER in the male reproductive tissue and spermatozoa
has not yet been verified and fully documented. Additionally, the distri-
bution of ERs has not been monitored across a single stage of sperm de-
velopment by a uniform methodology, and particularly in the case of
GPER, the findings can be described as very incomplete. In our present
study, we focused on the detection of membrane estrogen receptor
GPER in the testicular and epididymal tissues in adult boars as well as
their localization in sperm cells during their development and
maturation.

2. Materials and methods

The study was carried out according to Directive 2010/63/EU and
guidelines of the Czech legislation (Directive 208/2004 Sb.).
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2.1. Collection of spermatozoa and tissues from boar reproductive organs

Epididymides and testes of adult boars (4 animals of Large white
boars, slaughter weight of 110-115 kg, 9-12 months of age; 2 mini-
ature pigs, slaughter weight of 70-100 kg, 7-12 months of age) were
collected immediately post-mortem from the breeding station at the
Institute of Animal Physiology and Genetics (Libéchov, Czech
Republic) and at slaughterhouse of the Institute of Animal Science
(Praha-Uhfinéves, Czech Republic) and transported on ice to the lab-
oratory. Spermatozoa from the main parts of the epididymis (caput,
corpus and cauda) were obtained by swimming up from the epidid-
ymal organ into phosphate-buffered saline (PBS) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO; 10 mM phosphate buffer, 2.7 mM potassium chloride and
137 mM sodium chloride, pH 7.4) after incubation for 30 min at 37
°C. Tissue pieces were removed by centrifugation for 5 min at 50g.
Then spermatozoa were separated from the buffer by centrifugation
(20 min at 300g) and used for protein extraction, mRNA isolation and
immunofluorescence.

Tissues of the boar reproductive tract (testes, caput, corpus, and
cauda epididymis) were cut to small pieces and kept at —70 °C for the
isolation of mMRNA and preparation of protein extracts. Pieces of the tes-
tes and main parts of epididymis were frozen in blocks with tissue-
freezing medium (Jung, Nussloch, Germany) in liquid nitrogen and
stored at —70 °C. Cryosections of 5-um thickness were prepared.

2.2. Sperm and tissue extract preparation

Proteins from spermatozoa isolated from different parts of the epi-
didymis (caput, corpus, and cauda) were extracted using sodium dode-
cyl sulphate (SDS) sample buffer (2% SDS in 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) for
30 min on ice and vortexed every 5 min. For sperm samples, 5 x 107
sperm cells counted in Makler counting chamber were dissolved in
150 pl of SDS sample buffer. Testicular and epididymal tissues from
caput, corpus and cauda (100 mg) were homogenized in 500 pl of 1%
Triton X-100 in 50 mM Tris-HCI (pH 7.8) with 50 mM NacCl using ho-
mogenizer IKA T10 basic (IKA Werke, Staufen, Germany). Detergent
was removed from the tissue extracts using 2-D Clean-Up Kit (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) according to the manufacturer's protocol.
Extracts were dissolved in reducing sample buffer (2% SDS in 0.5 M Tris-
HCl, pH 6.8) for sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis.

2.3. SDS-electrophoresis with immunoblotting

SDS-electrophoresis and the Western blot technique were used
for GPER detection and were carried out using protocols based on
standard methods [23,24]. Samples containing protein equivalent
to 5 x 10° sperm cells and 25 pg per lane were run in 4% stacking
and 12% running SDS polyacrylamide gel using Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad, Hercules, CA) as molecular
weight markers. After transferring proteins onto a nitrocellulose
membrane, nonspecific sites were blocked with 5% Blotting-Grade
Blocker (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) in PBS at 4 °C over-
night. GPER was detected by primary polyclonal rabbit antibody
against human GPR30 (K-19-R, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA) diluted 1:500 in PBS, followed by peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit IgG secondary antibody (Bio-Rad). The
antibody reaction was visualized by chemiluminescent substrate
SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Scientific) and the blot was
screened with Azure c600 Gel Imaging System (Sierra Ct, Dublin,
CA) to visualize the corresponding interaction bands. As a negative
control, blots were incubated with immunoglobulins from rabbit
serum (Sigma-Aldrich) in the same concentration as the primary
antibody.

2.4. Indirect immunofluorescence technique - localization of GPER in the
tissues and spermatozoa

Indirect immunofluorescence was used to detect the presence of
GPER in the main parts of boar epididymis (caput, corpus and cauda)
and testes, and in spermatozoa isolated from the boar adult epididymis
by specific polyclonal antibody. Cryosections (5-pum thick) and sperma-
tozoa of the epididymis were fixed in frozen (—20 °C) acetone and
methanol (1:1) for 10 and 5 min, respectively. After blocking with Su-
perBlock (PBS) Blocking Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA), samples were incubated with rabbit polyclonal antibody against
human GPR30 (K-19-R,Santa Cruz) diluted 1:100 in PBS overnight at 4
°C followed by incubation with goat anti-rabbit immunoglobulins con-
jugated with FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). For acrosome integrity
evaluation, spermatozoa were incubated with PNA-Rhodamine (Vector
Laboratories, Burlingame, CA). Samples covered by VectaShield-DAPI
(Vector Laboratories) were viewed and evaluated with a Nikon Eclipse
E600 fluorescent microscope with Nikon Plan Fluor lenses and a Nikon
Digital Sight DS-Fi 1 camera (Nikon, Japan) with the aid of NIS Elements
imaging software (Laboratory imaging, a.s., Prague, Czech Republic). As
controls, tissue sections and spermatozoa were incubated with the sec-
ondary antibody only.

2.5. RNA extraction and reverse transcription-PCR analysis

2.5.1. Optimization of PCR

Total RNA was isolated using Hybrid R™ (GeneAll Biotechnology,
Co., Ltd., Seoul, Korea), from exactly the amount of spermatozoa and tis-
sues (tissues and spermatozoa from caput, corpus and cauda epididy-
mis, and testicular tissue), according to the manufacturer's
instructions. Total RNA was quantified fluorometrically (Qubit 3.0,
Invitrogen, Thermofisher). First-strand cDNAs were synthesized from
individual RNA using HyperScriptTM (GeneAll Biotechnology). The
c¢DNA amplification was performed by using specific forward and re-
verse primers (GPER1 [Sus scrofa] forward: 5'CTGAGCTTCAAGGCCG
ATGT3’ and reverse: 5'CCCTTAAGTAGGCGCAGAGC3'’; GenBank acces-
sion: NC_010445.4) derived from the porcine GPER sequence. Amplifi-
cation was performed with initial heating at 95 °C for 5 min followed
by 35 cycles of 94 °C for 1 min, annealing temperature at 70 °C for
45 s and 72 °C for 1 min, and terminal amplification at 72 °C for 5 min
in the PCR Thermal Cycler (Bio-Rad). PCR products were electropho-
resed in 1.5% agarose gel and visualized by staining with ethidium
bromide.

2.5.2. Quantitative PCR (qRT-PCR)

Total RNA isolation and cDNA synthesis was described in the previ-
ous section. The same primer pair used in PCR was also used in qRT-
PCR. Five-fold serial dilution of the PCR product was prepared and
used as a template for generation of the standard curve. To ensure re-
peatability of the experiments, each sample was run in eight replicates.
The qRT-PCR was set up using 2 pl first-strand cDNA template, 7.75 pl
deionized H,0, 0.25 M forward and reverse primer, and 10 pul 1x SYBR
Green Supermix (Bio-Rad). The thermal cycling conditions were 2 min
at 50 °C, 10 min at 95 °C followed by 45 cycles of 30 s at 95 °C, 30 s at
70 °Cand 45 s at 72 °C, and at the end, melting curve from 65 °C to 95
°C by 0.5 °C increments for 5 s. The experiments were performed
using the CFX ConnectTM, Real-Time System (Bio-Rad). An
amplification-based threshold and adaptive baseline were selected as
algorithms. The GAPDH housekeeping gene (forward: 5’ACCCAGAAG
ACTGTGGATGG 3’ and reverse: 5’ACGCCTGCTTCACCACCTTC 3’) derived
from the porcine sequence (GenBank accession No. AF017079; [25])
was used for data normalization. Final results were reported as the rel-
ative abundance level after normalizing with the mRNA expression level
of the housekeeping gene.
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2.6. Data analysis

Our data are from at least four independent experiments. Data ob-
tained from RT-qPCR were analyzed by STATISTICA 12 software
(StatSoft, Czech Republic) with one-way ANOVA with post-hoc Tukey
test. Quantification of Western blot immunodetection was subjected
to densitometric analysis in the program Image Studio Digits Ver 4.0
(LI-COR, Lincoln, NE). The antibody signal was related to the total pro-
tein concentration in the samples.

3. Results
3.1. Localization of GPER in the boar testes and epididymis

GPER localization was determined in cryosections of adult boar tes-
tes and epididymal parts with a specific polyclonal antibody. In the tes-
ticular tissue (Fig. 1), the GPER antibody stained the Leydig cells (L.c.)
and spermatic cells (Scp.c.). GPER was localized in all parts of the epidid-
ymal tissue sections (caput, corpus and cauda). In caput epididymis, the
antibody showed GPER in the membrane of secretory epithelium (SE)
and in spermatozoa (Sp) within the tubule (Fig. 1B). A weaker signal
was also observed in smooth muscle (SM). In the corpus part of boar ep-
ididymis, strong antibody staining was found in the membrane of secre-
tory epithelium (SE) and a weak signal was visible in the smooth muscle
(SM) tissue. Spermatozoa (Sp) inside the tubule were not clearly
stained (Fig. 1C). The GPER signal was also observed in crysections of
cauda epididymis, namely in the secretory epithelial membrane (SE),
smooth muscle (SM), and spermatozoa (Sp) within the epididymal tu-
bule, likely in the acrosomal region (Fig. 1D).

3.2. Localization of GPER in boar epididymal spermatozoa

We found a weak antibody staining corresponding to the GPER
protein in the flagellum of epididymal spermatozoa isolated from
all investigated parts (caput, corpus and cauda) of the boar epididy-
mis (Fig. 2A-D). Antibody staining with higher intensity was also ob-
served in the neck and cytoplasmic droplets in the midpiece of some
epididymal spermatozoa. In spermatozoa isolated from caput epi-
didymis, the antibody also showed a weak diffuse staining in the
sperm acrosome (Fig. 2A-Ep1 and 2B). Immunofluorescent labeling
in spermatozoa from the corpus epididymal part was concentrated
in the apical area of the sperm head (Fig. 2A-Ep2 and 2B). In contrast,
spermatozoa isolated from cauda epididymis were clearly stained
with the GPER antibody in the whole acrosome (Fig. 2A-Ep3 and
2D). In figures of epididymal spermatozoa, the acrosome integrity
was proved by PNA-lectin staining of the outer acrosomal membrane
(Fig. 2A-D, red).

3.3. Detection of GPER in protein extracts from boar epididymal sperm and
reproductive tissues

We detected the GPER protein in the extracts from boar testicular
and epididymal tissues with specific polyclonal antibody (Fig. 3A;
black arrows). The antibody clearly recognized the protein band of
42 kDain the caput and corpus epididymal extracts. In the cauda epidid-
ymal tissue extract, a band of 38 kDa was observed. In the testicular ex-
tract, the antibody detected two protein bands with molecular masses
of 38 and 48 kDa. Additionally, a strong band was visible in molecular
mass of approximately 60 kDa in the testicular tissue homogenate.

Fig. 1. Localization of GPER in adult boar testes (A), and parts of epididymis: caput (B), corpus (C) and cauda (D) with specific anti-GPER (K-19-R) polyclonal antibody using indirect
immunofluorescent microscopy. L.c. - Leydig cells, Spc.c. — spermatic cells, SE - secretory epithelium, Lu - lumen; Sp - spermatozoa, SM - smooth muscle tissue; green color (FITC) -
immunofluorescence presenting the reaction of antibody with antigen; blue color (DAPI) - staining of the cell nucleus; arrows show antibody staining; magnification 200x, scale bar
= 100 pum. Negative controls are inserted in corners. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. Localization of GPER in boar spermatozoa isolated from epididymal tubule: caput (Ep1), corpus (Ep2) and cauda (Ep3). (A) Panel shows overlaid images with antibody staining of
GPER, PNA-lectin staining of sperm acrosome and DAPI staining of sperm nucleus; (B) caput epididymal spermatozoon, (C) corpus epididymal spermatozoon, (D) cauda epididymal
spermatozoon. Green color (FITC) - immunofluorescence presenting the reaction of polyclonal antibody (K-19-R) with antigen; blue color (DAPI) - staining of the cell nucleus; red
color (Rhodamin) - PNA-lectin staining of sperm acrosome; magnification 400x and 600x, scale bar = 10 um. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)

The same band with less intensity was also registered in all epididymal Specific polyclonal antibody to GPER recognized a protein band with
extracts. In addition, we detected a weak band with molecular mass of molecular mass of 42 kDa in the extracts of spermatozoa isolated from
48 kDa in the testicular tissue. A diffuse band of approximately 54 kDa the caput and corpus epididymal parts. In the cauda epididymal sperm
appeared in all tissue extracts, suggesting non-specific reaction with extract, two bands with molecular masses of 38 and 48 kDa and similar
the polyclonal rabbit antiserum (Fig. 3A,B; grey arrow). density were determined, and one clear protein band approximately of


Image of Fig. 2

R. Krejcifovd et al. / International Journal of Biological Macromolecules 116 (2018) 113-119

kDa EP1 EP2 EP3 T EP1 EP2 EP3
75-.}
-
B i b=
- L
37— -
(A) (B)

T

117
Ep1 Ep2 Ep3 Ep1 Ep2 Ep3
kDa -
50 —| : &
&= 37— :
25— ;
() D)

Fig. 3. Western blot analysis of the GPER detection in protein extracts from boar reproductive tissues: EP1 - caput epididymis, EP2 - corpus epididymis, EP3 - cauda epididymis, T - testes;
(A) reaction with polyclonal rabbit antibody (K-19-R), (B) control with rabbit immunoglobulins. Western blot analysis of the GPER detection in protein extracts from spermatozoa isolated
from boar epididymis: Ep1 - caput epididymis, Ep2 - corpus epididymis, Ep3 - cauda epididymis, T - testes; (C) reaction with polyclonal rabbit antibody (K-19-R), (D) control with rabbit

immunoglobulins.

30 kDa was detected (Fig. 3C; black arrows). A diffuse band of approxi-
mately 50 kDa was discovered in all tissue extracts, suggesting non-
specific reaction with the polyclonal rabbit antiserum (Fig. 3C,D; grey
arrow).

3.4. mRNA expression in boar epididymal spermatozoa and testicular and
epididymal tissues

Using mRNA isolated from the tissues of boar testes and three epi-
didymal parts (caput, corpus and cauda) and spermatozoa from the
same epididymal regions, we carried out qRT-PCR with primers for
the porcine GPER1 gene and the housekeeping GAPDH gene as a control.
Higher expression of mRNA (P < 0.05) was found in the caput (EP1) and
cauda (EP3) epididymal tissues in comparison with testicular (T) and
corpus (EP3) epididymal samples (Fig. 4A). Nevertheless, a higher
amount (P < 0.01) of mRNA was found in the spermatozoa isolated
from caput epididymis (Ep1) in comparison with the boar spermatozoa
from subsequent epididymal parts, corpus (Ep2) and cauda (Ep3)
(Fig. 4B).

4. Discussion

Both endogenous estrogens and estrogens from the environment af-
fect the organism via estrogen receptors (ERs). ERs were found not only
in the cells of the female but also of the male reproductive tract. The ef-
fect of estrogens on the male reproductive tissues and development of
gametes is essential for the reproductive success. Localization of ERs in
the male reproductive tract and spermatozoa is therefore a prerequisite
for understanding the estrogen effects on fertilization.

G protein-coupled estrogen receptor (GPER) is a membrane receptor
considered as a mediator of the non-genomic responses of estrogens. In
our study, we focused on the detection and localization of GPER in the
testes and epididymis and in spermatozoa during their epididymal mat-
uration. In a previous study, it has already been postulated that the ex-
pression of GPER in the corpus and cauda epididymis suggests a role for
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non-classical estrogen signaling in the sperm maturation in the corpus,
and sperm protection/storage in the cauda [18].

Literature data show the presence of both GPER membrane estrogen
receptor and mRNA expression in the germ cells and testicular and ep-
ididymal tissues of several mammals. GPER has mostly been described
in germ cells and reproductive organs of rats, where it was studied in
spermatocytes and round spermatids [26,27], in Sertoli cells associated
with normal testes development and function [17,28], and in Leydig
cells [29]. In the rat epididymis, the highest GPER expression was
found in the corpus and cauda, and lower expression was observed in
the apical membrane and cytoplasm of epithelial cells in the caput
[18]. Contrary to rats, the findings on GPER expression in humans
have been inconsistent. Rago et al. [30] did not find GPER in germ cells
but only in Leydig and Sertoli cells. In contrast, Oliveira et al. [31] report-
ed expression of this estrogen receptor not only in Sertoli cells, but in
the human germ cells, whereas Sandner et al. [32] identified GPER in in-
terstitial and peritubular cells only. However, there is very little infor-
mation on GPER detection in the reproductive tissues of adult boars.
Katleba et al. [22] are the only authors to have detected GPER in prepu-
bertal pigs (age 6.5 weeks) in the corpus epididymis. They
immunolocalized GPER in epithelial cells, smooth muscle and stromal
cells labeled with varying intensity [22]. We investigated GPER localiza-
tion in all parts of the boar adult epididymis. We proved the presence of
this receptor in the membrane of secretory cells, and a weak signal was
visible in smooth muscle cells and spermatozoa within the tubule. In
boar adult testes, our results showed the presence of GPER in Leydig
cells and in cells within the seminiferous tubule; however, it is not evi-
dent which developmental stage of sperm cells was stained or whether
GPER localized into Sertoli cells.

In addition to immunofluorescence studies, GPER has also been de-
tected at the protein level in the extracts from germ cells or testicular
and epididymal tissues of different mammals (rats, humans and
sheep), where the GPER protein was reported with molecular mass of
42 kDa [19,26,27,30,32,33]. In another study of rats and humans, West-
ern blot analysis showed a strong protein band corresponding to GPER
between 50 and 60 kDa, and weak antibody reaction was visible in a
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Fig. 4. Relative expression of GPER mRNA in tissues (A) of adult boar epididymis (EP1 - caput, EP2 - corpus, and EP3 - cauda) and testes (T), and in epididymal spermatozoa (B) isolated

from epididymal parts (Ep1 - caput, Ep2 - corpus, and Ep3 - cauda).
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protein band of 40 kDa in the extract from the testes [29]. Lu et al. [19]
detected GPER in spermatocytes, spermatogonia, Sertoli and Leydig
cells, and testicular spermatozoa of 6-12 month old rams, and in the
main and interstitial cells of the corpus and cauda epididymis, where
the amount of GPER protein and mRNA has been found the highest.

In Western blot analysis, the highest abundance of GPER was found
in the testes represented by a strong antibody reaction with a protein
band of ~60 kDa. The antibody showed a lower amount of GPER in the
epididymal parts. We found a clear protein band of ~42 kDa in the ex-
tract from caput and corpus epididymis and the same band with weak
intensity in the testes. This band corresponded to the GPER band of
~41 kDa in the corpus epididymis of prepubertal boars described by
Katleba et al. [22]. Additionally, we detected other GPER-positive
bands of 38 and 48 kDa in protein extracts of both tissue homogenates.
Similarly, the protein band with molecular mass of 38 kDa has been
found in germ cells and Sertoli cells in the cellular fractions of human
testes [31]. In tissue extracts of the rat epididymis, two proteins have
been shown to demonstrate the presence of GPER, namely 43 kDa and
a weak band of 55 kDa [18]. Our protein bands detected with different
molecular masses corresponding to GPER may suggest various glycosyl-
ated and non-glycosylated isoforms occurring in the spermatozoa and
male reproductive tissues, similarly as described in MCF-7 breast cancer
cells and myometrium [34].

Hess et al. [20] reported a positive finding of GPER mRNA in the ep-
ididymis of adult rats with high expression in human corpus epididy-
mis. We found no significant differences in the amount of mRNA in all
boar epididymal parts and testicular tissues. Nevertheless, we regis-
tered higher expression in the caput and cauda epididymis than in the
testes and corpus epididymis. Fietz et al. [21] demonstrated significant
expression of GPER mRNA in Leydig cells of the human testes.

In mature sperm cells, GPER has only been reported in ejaculated
spermatozoa in the pig and human [14] and in stallion [35,36]. In stal-
lion, this receptor was detected in the connecting piece (neck) of the
sperm [35], and using electron microscopy, GPER was found at subcellu-
lar localization in the midpiece, neck, flagellum, and head [36]. In boar
ejaculated sperm, the GPER receptor was localized in the acrosomal
part and equatorial segment of the head and in the mitochondrial part
of the flagellum [14]. In our study, we demonstrated the presence of
GPER in spermatozoa isolated from distinct parts of the epididymal tu-
bule with different patterns and intensity. Labeling of GPER in epididy-
mal spermatozoa from the caput and corpus part was weaker and
diffuse in the sperm acrosome and stronger in the flagellum with
marked cytoplasmic droplets. In epididymal sperm from the cauda,
the GPER localization was obvious predominantly in the acrosome. Pre-
vious GPER localization in ejaculated sperm [14] is similar to our find-
ings on spermatozoa isolated from the cauda epididymis. This may
suggest that during the epididymal maturation, GPER is present in the
flagella without significant change up to their mature stage, whereas
in the sperm acrosome its change is substantial. The intensity of anti-
body staining may suggest the exposure of epitopes for specific GPER
antibody in the acrosomal part of spermatozoa during their passage
throughout the epididymis. It is well-known that during sperm epidid-
ymal maturation, spermatozoa undergo a number of changes that lead
to their fertilizing ability. These changes include the binding of proteins
secreted by the epididymis to the sperm surface or post-translational
processing of sperm proteins [37]. Proteins expressed mainly in the
transition between the caput and corpus epididymis [38] are likely to
bind to the sperm plasma membrane, and may thus cover the GPER epi-
topes recognized by the used antibody. This results in weak and diffuse
GPER antibody staining of the acrosome in spermatozoa from the caput
and corpus epididymis. Subsequently, in the cauda epididymis, some of
these proteins leave the sperm surface [39], and thus GPER epitopes for
the binding of antibodies can be revealed.

The GPER protein with a molecular weight of 42 kDa was detected in
the extract from ejaculated sperm of the pig and human by Rago et al.
[14]. We used the same polyclonal anti-GPER antibody as these authors

(Santa Cruz, K-19-R) and detected not only the protein band of 42 kDa
in the caput and corpus epididymal sperm extracts, but also bands of
30, 38 and 48 kDa in the cauda epididymal spermatozoa. The protein
band corresponding to GPER with a molecular mass of 38 kDa has also
been reported in the extract from equine ejaculated spermatozoa [35].

The study by Rago et al. also described the presence of GPER mRNA
in human and boar sperm. This is probably the first report on the posi-
tive finding of GPER in mature mammalian sperm [14]. We detected
GPER mRNA in epididymal spermatozoa with differing relative expres-
sion. The highest amount of mRNA was found in spermatozoa from the
caput epididymal part compared to spermatozoa from the two follow-
ing parts. The lower amount of detected mRNA may indicate its active
translation into the protein during epididymal maturation of spermato-
zoa or its possible degradation. The translation of mRNA into the protein
in the sperm is questionable; however, it was described during the final
maturation steps before fertilization by Gur and Brietbart [40].

The available literature suggests that the detection and localization
of ERs in the male reproductive tissue and spermatozoa has not yet
been verified and fully documented. The distribution of ERs has not
been monitored across a single stage of sperm development by a uni-
form methodology, and particularly in the case of GPER, the findings
can be described as very incomplete. Our results were the first to con-
firm the presence of GPER in epididymal spermatozoa not only of
boars, but also of mammals. The protein was also found in adult boars
in testicular and epididymal tissues at the protein and mRNA levels. Its
localization in the epididymal epithelium and spermatozoa suggests po-
tential involvement of estrogens not only in the sperm development,
but also in post-testicular maturation in the epididymis.

Authors' contribution

R.K. was responsible for sample preparation, immunofluorescent
methods, and manuscript preparation. M.M. carried out the RT-qPCR
method. V.S. performed immunofluorescent microscopy and participat-
ed in the manuscript preparation. E.L. performed WB analysis. R.R. ac-
complished data analysis and participated in the manuscript
preparation. P.P. designed the experiments, analyzed data and prepared
the results for the manuscript.

Conflict of interest

The authors declare no conflicts of interest.

Acknowledgements

Authors thank Dr. Hasmik Margaryan for preparation of the cryosec-
tions from boar reproductive organs and Dr. Sirka Takacova for lan-
guage revision. The work was supported by the Internal Grant Agency
of the Czech University of Life Sciences CIGA Project No. 20162027, by
CAS (RVO: 86652036), by the Grant Agency of the Czech Republic No.
GA-18-11275S and by project BIOCEV (CZ.1.05/1.1.00/02.0109) from
the ERDF.

References

[1] P.Dostélova, E. Zateckd, K. Dvofakova-Hortova, Of oestrogen and sperm: a review of
the roles of oestrogens and oestrogen receptors in male reproduction, Int. J. Mol. Sci.
18 (2017) 904.

M. Luconi, G. Forti, E. Baldi, Genomic and nongenomic effects of estrogens: molecu-
lar mechanisms of action and clinical implications for male reproduction, J. Steroid
Biochem. Mol. Biol. 80 (2002) 369-381.

F. Acconcia, R. Kumar, Signaling regulation of genomic and nongenomic functions of
estrogen receptors, Cancer Lett. 238 (2006) 1-14.

S. Aquila, F. De Amicis, Steroid receptors and their ligands: effect on male gamete
functions, Exp. Cell Res. 328 (2014) 303-313.

E.J. Filardo, J. Quinn, Y. Pang, C. Graeber, S. Shaw, ]. Dong, P. Thomas, Activation of the
novel estrogen receptor G protein-coupled receptor 30 (GPR30) at the plasma
membrane, Endocrinology 148 (2007) 3236-3245.

2

3

[4

[5


http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0025

6]

17

8

[9

[10]
[11]
[12]
[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

R. Krejcifovd et al. / International Journal of Biological Macromolecules 116 (2018) 113-119

C.M. Revankar, D.F. Cimino, L.A. Sklar, J.B. Arterburn, E.R. Prossnitz, A transmem-
brane intracellular estrogen receptor mediates rapid cell signaling, Science 307
(2005) 1625-1630.

E.R. Prossnitz, ].B. Arterburn, L.A. Sklar, GPR30: a G protein-coupled receptor for es-
trogen, Mol. Cell. Endocrinol. 265-266 (2007) 138-142.

B. Olde, LM.F. Leeb-Lundberg, GPR30/GPER1: searching for a role in estrogen phys-
iology, Trends Endocrinol. Metab. 20 (2009) 409-416.

C. Wang, Y. Liu, ].M. Cao, G protein-coupled receptors: extranuclear mediators for
the non-genomic actions of steroid, Int. J. Mol. Sci. 15 (2014) 15412-15425.

H. Qian, J. Xuan, Y. Liu, G. Shi, Function of G-coupled estrogen receptor-1 in repro-
ductive system tumors, J. Immunol. Res. 2016 (2016) 1-6 (ID 7128702).

N. Schwartz, A. Verma, C.B. Bivens, Z. Schwartz, B.D. Boyan, Rapid steroid hormone
actions via membrane receptors, Biochim. Biophys. Acta 1863 (2016) 2289-2298.
E.R. Prossnitz, T.I. Oprea, L.A. Sklar, ].B. Arterburn, The ins and outs of GPR30: a trans-
membrane estrogen receptor, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 109 (2008) 350-353.
S. Publicover, C.V. Harper, C. Barratt, [Ca® i signaling in sperm — making the most of
what you've got, Nat. Cell Biol. 9 (2007) 235-242.

V. Rago, F. Giordano, E. Brunelli, D. Zito, S. Aquila, A. Carpino, Identification of G
protein-coupled estrogen receptor in human and pig spermatozoa, J. Anat. 224
(2014) 732-736.

R. Siriani, A. Chimento, C. Ruggiero, A. De Luca, R. Lappano, S. Andd, M. Maggiolini, V.
Pezzi, The novel estrogen receptor, G protein-coupled receptor 30, mediates the
proliferative effects induced by 17beta-estradiol on mouse spermatogonial GC-1
cell line, Endocrinology 149 (2008) 5043-5051.

C. Otto, I. Fuchs, G. Kauselmann, H. Kern, B. Zevnik, P. Andreasen, G. Schwarz, H.
Altmann, M. Klewer, M. Schoor, R. Vonk, K.H. Fritzemeier, GPR30 does not mediate
estrogenic responses in reproductive organs in mice, Biol. Reprod. 80 (2009) 34-41.
T.F. Lucas, C. Royer, E.R. Siu, M.F.M. Lazari, C.S. Porto, Expression and signaling of G
protein-coupled estrogen receptor 1 (GPER) in rat Sertoli cells, Biol. Reprod. 83
(2010) 307-317.

G.B. Martinez-Traverso, C.A. Pearl, Immunolocalization of G protein-coupled estro-
gen receptor in the rat epididymis, Reprod. Biol. Endocrinol. 13 (2015) 48.

P. Lu, F. Wang, X. Song, Y. Liu, K. Zhang, N. Cao, Relative abundance of G protein-
coupled receptor 30 and localization in testis and epididymis of sheep at different
developmental stages, Anim. Reprod. Sci. 175 (2016) 10-17.

R.A. Hess, S.A.F. Fernandes, G.R.O. Gomes, C.A. Oliveria, M.F.M. Lazari, C.S. Porto, Es-
trogen and its receptors in efferent ductules and epididymis, J. Androl. 32 (2011)
600-612.

D. Fietz, C. Ratzenbock, K. Hartmann, O. Raabe, S. Kliesch, W. Weidner, J. Klug, M.
Bergmann, Expression pattern of estrogen receptors o and 3 and G-protein-
coupled estrogen receptor 1 in the human testis, Histochem. Cell Biol. 142 (2014)
421-432.

K.D. Katleba, E.L. Legacki, AJ. Conley, T. Berger, Steroid regulation of early postnatal
development in the corpus epididymidis of pigs, J. Endocrinol. 225 (2015) 125-134.
U.K. Laemmli, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4, Nature 227 (1970) 680-685.

H. Towbin, T. Staehelin, ]. Gordon, Electrophoretic transfer of proteins from poly-
acrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 76 (1979) 4350-4354.

A. Gunawan, K. Kaewmala, M.J. Uddin, M.U. Cinar, D. Tesfaye, C. Phatsara, E. Tholen,
C. Looft, K. Schellander, Association study and expression analysis of porcine ESR1 as

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

119

a candidate gene for boar fertility and sperm quality, Anim. Reprod. Sci. 128 (2011)
11-21.

A. Chimento, R. Sirianni, C. Delalande, D. Silandre, C. Bois, S. Andd, M. Maggiolini, S.
Carreau, V. Pezzi, 17 beta-estradiol activates rapid signaling pathways involved in
rat pachytene spermatocytes apoptosis through GPR30 and ER alpha, Mol. Cell.
Endocrinol. 320 (2010) 136-144.

A. Chimento, R. Sirianni, F. Zolea, C. Bois, C. Delalande, S. And6, M. Maggiolini, S.
Aquila, S. Carreau, V. Pezzi, GPER and ESRs are expressed in rat round spermatids
and mediate oestrogen-dependent rapid pathways modulating expression of cyclin
B1 and Bax, Int. ]. Androl. 34 (2011) 420-429.

T.F. Lucas, M.T. Pimenta, R. Pisolato, M.F. Lazari, C.S. Porto, 17beta-estradiol signaling
and regulation of Sertoli cell function, Spermatogenesis 1 (2011) 318-324.

L. Vaucher, M.G. Funaro, A. Mehta, A. Mielnik, A. Bolyakov, E.R. Prossnitz, P.N.
Schlegel, D.A. Paduch, Activation of GPER-1 estradiol receptor downregulates pro-
duction of testosterone in isolated rat Leydig cells and adult human testis, PLoS
One 9 (2014), e92425.

V. Rago, F. Romeo, F. Giordano, M. Maggiolini, A. Carpino, Identification of the estro-
gen receptor GPER in neoplastic and non-neoplastic human testes, Reprod. Biol.
Endocrinol. 9 (2011) 135.

P.F. Oliveira, M.G. Alves, A.D. Martins, S. Correia, R.L. Bernardino, J. Silva, A. Barros, M.
Sousa, J.E. Cavaco, S. Socorro, Expression pattern of G protein-coupled receptor 30 in
human seminiferous tubular cells, Gen. Comp. Endocrinol. 201 (2014) 16-20.

F. Sandner, H. Welter, J.U. Schwarzer, F.M. Kéhn, H.F. Urbanski, A. Mayerhofer, Ex-
pression of the oestrogen receptor GPER by testicular peritubular cells is linked to
sexual maturation and male fertility, Andrology 2 (2014) 695-701.

X. Cao, J. Huang, G. Zhang, W. Zuo, C. Lan, Q. Sun, D. Yang, D. Gao, C.H. Cheng, W.L.
Zhou, Functional expression of G protein-coupled receptor 30 in immature rat epi-
didymal epithelium, Cell Biol. Int. 41 (2016) 134-146.

K. Maiti, J.W. Paul, M. Read, E.C. Chan, S.C. Riley, P. Nahar, R.G. Smith, G-1-activated
membrane estrogen receptors mediate increased contractility of the human
myometrium, Endocrinology 152 (2011) 2448-2455.

B. Arkoun, G. Gautier, C. Delalande, I. Barrier-Battut, I. Guénon, D. Goux, H.
Bouraima-Lelong, Stallion spermatozoa: putative target of estrogens; presence of
the estrogen receptors ESR1, ESR2 and identification of the estrogen-membrane re-
ceptor GPER, Gen. Comp. Endocrinol. 200 (2014) 35-43.

C. Gautier, I. Barrier-Battut, I. Guénon, D. Goux, C. Delalande, H. Bouraima-Lelong,
Implication of the estrogen receptors GPER, ESR1, ESR2 in post-testicular matura-
tions of equine spermatozoa, Gen. Comp. Endocrinol. 233 (2016) 100-108.

G.A. Cornwall, Role of posttranslational protein modifications in epididymal sperm
maturation and extracellular quality control, Adv. Exp. Med. Biol. 759 (2014)
159-180.

[38] J.L. Dacheux, C. Belleannée, B. Guyonnet, V. Labas, A.P. Teixeira-Gomes, H. Ecroyd, F.

[39]

[40]

Dacheux, The contribution of proteomics to understanding epididymal maturation
of mammalian spermatozoa, Syst Biol Reprod Med 58 (2012) 197-210.

C. Belleannee, M. Belghazi, V. Labas, A.P. Teixeira-Gomes, J.L. Gatti, ].L. Dacheux, F.
Dacheux, Purification and identification of sperm surface proteins and changes dur-
ing epididymal maturation, Proteomics 11 (2011) 1952-1964.

Y. Gur, H. Breitbart, Protein synthesis in sperm: dialog between mitochondria and
cytoplasm, Mol. Cell. Endocrinol. 282 (2008) 45-55.


http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0140
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0140
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0175
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0175
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0175
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0175
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0180
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0180
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0180
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S0141-8130(18)30619-6/rf0200

	G protein-�coupled estrogen receptor (GPER) in adult boar testes, epididymis and spermatozoa during epididymal maturation
	1. Introduction
	2. Materials and methods
	2.1. Collection of spermatozoa and tissues from boar reproductive organs
	2.2. Sperm and tissue extract preparation
	2.3. SDS-electrophoresis with immunoblotting
	2.4. Indirect immunofluorescence technique – localization of GPER in the tissues and spermatozoa
	2.5. RNA extraction and reverse transcription-PCR analysis
	2.5.1. Optimization of PCR
	2.5.2. Quantitative PCR (qRT-PCR)

	2.6. Data analysis

	3. Results
	3.1. Localization of GPER in the boar testes and epididymis
	3.2. Localization of GPER in boar epididymal spermatozoa
	3.3. Detection of GPER in protein extracts from boar epididymal sperm and reproductive tissues
	3.4. mRNA expression in boar epididymal spermatozoa and testicular and epididymal tissues

	4. Discussion
	Authors' contribution
	Conflict of interest
	Acknowledgements
	References


