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Abstrakt

RozmnoZovani je zdkladni charakteristikou vSech zvifat a nezbytnym krokem
k produkci nové generace. Studium proteinti spermii je rozhodujici pro pochopeni
vzdjemného rozpoznani spermie a vajicka. Zabyvali jsme se povrchovymi proteiny, které
se podileji na vazbé na zona pellucida a zkoumali, zda jsou tyto proteiny zachovany
v ramci savCich druhd. Nepiimd imunofluorescenéni mikroskopie byla pouZita
k testovani panelu monoklonalnich protilatek, které byly pfipraveny proti povrchovym
proteinim spermii prasete, na bycich a mysich spermiich. Byla nalezena zkfiZena
mezidruhova reaktivita nékterych protildtek proti kan¢im spermiim na ejakulovanych
spermiich byka a na epididymaélnich spermiich mysi. Déle jsme izolovali proteiny spermii
riznych sav¢ich druht: prasete, byka, psa, kocoura, mysi a ¢lovéka. Proteiny byly
separovany elektroforeticky v pritomnosti SDS a byly porovniny proteinové
a glykoproteinové profily epididymadlnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych
spermii. Interakce spermii se zona pellucida byly studovdny na elektroforeticky
separovanych povrchovych proteinech spermii prasete a byka reakci s biotinem-
znaCenymi glykoproteiny zona pellucida. Protilatky znacici povrchové proteiny kancich
spermii se zona pellucida vazajici aktivitou byly pouzity ke sledovani pivodu daného

proteinu v tekutindch a tkanich reprodukéniho traktu.

Klic¢ova slova: proteiny spermii, SDS-elektroforéza, imunofluorescence, receptory

pro vazbu na zona pellucida



Abstract

Reproduction is an essential feature of all animals and a fundamental step to produce
new generations. Study of sperm proteins is crucial for understanding of the sperm-egg
recognition. We searched out sperm surface proteins involving in the zona pellucida (ZP)
binding and studied whether these proteins are preserved throughout mammalian species.
Indirect immunofluorescent technique was used to test a panel of monoclonal antibodies
prepared against boar sperm surface proteins on spermatozoa of bull and mice. We found
a cross-reactivity of some antibodies against boar sperm with bull ejaculated and mouse
epididymal spermatozoa. Further, we isolated sperm proteins from different mammalian
species, such as pig, bull, dog, cat, mouse and human. Proteins were separated by SDS-
electrophoresis and protein/glycoprotein profiles from epididymal, ejaculated and in vitro
capacitated sperm were compared. The interaction of sperm with ZP was studied on
electrophoretically-separated sperm surface proteins from pig and bull with biotin-labeled
ZP glycoproteins. Antibodies, which reacted with boar sperm surface proteins with ZP-
binding activity, therefore could be potential egg-binding receptors, were used for
monitoring of the sperm protein origin in reproductive fluids and tissues.

(In Czech)

Keywords: sperm proteins, SDS-electrophoresis, immunofluorescence, zona

pellucida-binding receptors
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Seznam pouzitych zkratek

3B10, 1C7, 4C7, 4C11, 5C5,
1D1, 2D10, 3D5, 3D7, 1E3,
2E1, 4E8, 5F2, 1G7, 2G9,
1H9 a 2H10

Klony monoklonélnich protildtek pfipravenych proti

povrchovym proteintim kancich spermifi

ACR-2 Monoklondlni protilatka proti akrosinu

APS Persiran amonny

BIS N,N’-methylen-bis-akrylamid

BSA Hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum
Albumine)

CBB Coomassie Brilliant Blue R-250

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-amonio]propan-1-
sulfondt

DAPI 4’ 6-diamidin-2-fenylindol, fluorofor

DNA Deoxyribonukleovd kyselina

DTT Dithiotreitol

FITC Fluorescein isothiokyanét, fluorofor

Fuc Fukosa

GAMPx sekundarni kozi protilitka proti mySim IgG
konjugovana s kifenovou peroxidasou (z angl. Goat
Anti-Mouse Horseradish Peroxidase conjugate)

Gal Galaktosa

Glc Glukosa

GalNac N-acetylgalaktosamin

GlcNac N-acetylglukosamin

GPI Glykofosfatidylinositol

HEPES 2-[4-(hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonova
kyselina

IgG Imunoglobulin G

IPG pufr Amfolyt pro isoelektrickou fokusaci

lacNac N-acetyl-D-laktosamin
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NeuAc

Kyselina N-acetylneuraminové, také kyselina sialova

NC membrana

Nitrocelulosova membrana

PAA Polyakrylamid

PBS Fyziologicky roztok tlumeny fosfitem (z angl.
Phosphate-Buffered Saline)

PNA Lektin z podzemnice olejné (z angl. Peanut agglutinin)

PVDF membrana Polyvinylidenfluoridovd membrana

SDS Dodecylsiran sodny

TBM Médium s obsahem Tris (z angl. Tris-Buffered
Medium)

TBS Fyziologicky roztok tlumeny Tris (z angl. Tris-
Buffered Saline)

TEMED N,N,N’,N'-tetramethylethan-1,2-diamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TRITC Tetramethylrhodamin isothiokyanat, fluorofor

7P Zona pellucida
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3 Uvod

Jednim ze zakladnich projevil vSech Zivych organismil je schopnost rozmnoZovani.
Tato schopnost je nezbytnou podminkou pro pfeneseni genetické informace a pro
zachovani biologického druhu. U savci dochdzi k pohlavnimu rozmnoZzovéni. Pfi
pohlavnim rozmnoZovani vznikd novy jedinec po splynuti haploidnich pohlavnich bunék,
z nichZ jedna pochdzi ze samciho organismu (spermie) a druhd z organismu samiciho

(vajicko).

3.1 Pohlavni buiiky — stavba a vyvoj
U savct zndme dva typy pohlavnich bunék, sami¢i vajicko a sam¢i spermii. Vyvoj
pohlavnich bunék, gametogeneze, probiha v pohlavnich orgdnech jedince, ve varleti a ve

vajecnicich.

3.1.1 Vajicko

Vajicko, samici pohlavni buiika, je nejvétsi buiika v organismu a obsahuje vSechny
organely jako somatické buriky (Obr. 1). Jedinou vyjimkou je jiddro nesouci pouze jednu
sadu chromosomt. Jedine¢nou soucdsti vajicka jsou kortikalni granule, které se nachazeji
t&sné pod plasmatickou membranou (oolemou). Uastni se tzv. kortikdlni reakce. Po fiizi
membran vajicka a spermie dochazi k uvolnéni obsahu téchto vackd do perivitelinniho
prostoru. Vyplavené hydrolytické enzymy méni strukturu a zesitovani glykoproteini

zona pellucida, ¢imz dochdzi k blokaci polyspermniho oplozeni.'

Sperm

Polar body

Zona
pellucida

Cell
membrane

Cytoplasm

Nucleus
Nucleolus

Corona radiata made =
up of epithelial cells"/

Obr. 1: Schéma vajicka s glykoproteinovym obalem zona pellucida a s kumuldrnimi

burikami *
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Povrch vajicka je chranén glykoproteinovym obalem nazvanym zona pellucida.
Kumularni bunky (cumulus oophorus), obklopujici celé vajicko i se zona pellucida,
produkuji velké mnoZstvi kyseliny hyaluronové, ¢imz tvoif mukézni obal.’

Sav¢i vajicko vznika a vyviji se ve folikulech vaje¢nikli procesem zvanym oogeneze.
Prvni faze oogeneze probiha jiz v embryondlnim obdobi samice, kdy se na vajecniku
mitotickym délenim zarodec¢nych epitelidlnich bunék tvoii velké mnoZstvi diploidnich
oogonii. JeSté¢ pred narozeni se z oogonii vytvafi primérni oocyt, ktery vstupuje do
prvniho meiotického déleni zastaveného v proféazi I. V tomto stddiu je vajicko az do
ovulace. Ve druhé (riistové) fazi oogeneze primarni oocyt, zastaveny v profazi I, roste
a ziskava potfebné Ziviny pro vyvoj budouci embrya od nejblizsi vrstvy folikularnich
bunék (kumuldrnich bunék). Béhem této faze se méni a roste i folikul, ve kterém se
vajicko vyviji. Tésné pred ovulaci dokoncuje oocyt prvni meiotické déleni, ¢imZ vznika
haploidni sekunddrni oocyt a prvni pélové télisko. Sekundarni oocyt ihned vstupuje do
dalSiho meiotického déleni, které je zastaveno v metafazi II. V tomto stddiu dochazi
k ovulaci a vajicko, spolu se zona pellucida a vrstvou kumuldrnich bunék, uvolnéno
z folikulu do vejcovodu (oviduktu). Vajicko dokoncuje druhé meiotické déleni jen

v piipadg, Ze doslo ke splynuti membran vajicka se spermi.*

3.1.1.1 Zona pellucida

Zona pellucida (ZP) je nebunény obal savciho vajicka. Savéi ZP je pruzna
glykoproteinova sit’ tvorfend rostoucim vajickem. U savci je tvofend 3 nebo
4 glykoproteiny. Glykoproteiny ZP jsou sulfatované a obsahuji O- i N-glykosidicky
vazané oligosacharidy, které jsou zodpovédné za vzdjemné rozpoznani obou gamet.
Béhem fertilizace plni ZP mnoho nepostradatelnych funkci. V prvni fadé€ slouZi k ochrané
vyvijejiciho se vajicka. Pfi kontaktu se spermiemi dochazi k druhové specifické vazbé
spermii na glykoproteiny ZP. Po oplozeni vajicka spermii dochazi v disledku vyplaveni
obsahu kortikédlnich granuli z vajicka k morfologickym zméndm ZP, kterd se stava
neprostupnou pro dal3{ spermie, ¢imZz dochazi k blokaci polyspermie.’

Nejdéle zndmé je sloZeni, struktura a funkce mysi zona pellucida. Bylo zjisténo, Ze
je tvorena tfemi glykoproteiny mZP1 (200 kDa), mZP2 (83 kDa) a mZP3 (120 kDa).
Zéakladnim strukturnim prvkem mySi ZP jsou opakujici se fibrilarni vldkna tvofena
dvojici glykoproteini mZP2 a mZP3 (heterodimery) navzdjem spojena glykoproteinem

ZP1.° Pfi primdrnim kontaktu spermie s vaji¢kem je spermii s intaktnim akrosomem
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rozpoznan glykoprotein mZP3, ktery je zdroven i induktorem exocytosy akrosomu
spermie tzv. akrosomové reakce.” Sekunddrni vazba spermie na vajicko je
zprostiedkovdna pies glykoprotein mZP2.* Zona pellucida mysiho vajitka obsahuje
N- a O-glykosidicky vdzané vysoce manosylové oligosacharidové struktury.” Jako
koncové jednotky N-vazanych oligosacharidii byly nalezeny N-acetyl-D-laktosamin
(lacNac), sialovany lacNac, Sd* antigen a koncovy N-acetylglukosamin (GlcNac).
U O-vazanych oligosacharidii byla nalezena jako koncova jednotka pievdzné sialova
kyselina."

U prase¢tho modelu byly identifikovany tfi glykoproteiny ze dvou
glykoproteinovych rodin s molekulovymi hmotnostmi 90 kDa (pfi redukujicich
podminkach 60 — 65 kDa a 20 —25 kDa) a 55 kDa (pZP3). Glykoprotein zona pellucida
3 (pZP3) obsahuje 2 rtizné polypeptidy pZP3a a pZP3f3 a dohromady tvoii kolem 80 %
glykoproteinového podilu vaje¢ného obalu zona pellucida.' Pfi dal§im studiu proteinii
pZP3o a ZP3p bylo zjiSténo, Ze jde o homology mysSiho glykoproteinu mZP3 a Ze se
i¢astni vazby se spermif.'”

U skotu byly nejdiive identifikovany 4 glykoproteiny nazvané bZP1, bZP2, bZP3
a bZP4. Pii studiu sekvenci N-koncovych aminokyselin bylo zji§téno, Ze bZP2 a bZP4
jsou pravdépodobné fragmenty bZP1. Pomoci protildtek proti prasec¢im glykoproteinim
pZP3a. i pZP3p bylo prokézano, Ze se glykoprotein bZP3 d&astni vazby se spermii.”> '
Pri studiu sacharidového sloZeni glykoproteinti zona pellucida vajicka skotu bylo
zjiSténo, Ze je tvoren z 23 % neutralnimi sacharidovymi fetézci, jejichz hlavni zastoupeni
tvofi manosylové oligosacharidové struktury, a ze 77 % je tvoren kyselymi fetézci
s prevazujici sialovou kyselinou.15 Pro vazbu spermie na zona pellucida vajicka byly
dlouho povaZovany koncové manosylové jednotky ZP,'° dalsi vazebné studie viak
ukdzaly, Ze se spermie vaZzou na termindlni kyselinu sialovou."

U psi a koCek byly shodné nalezeny 3 glykoproteiny zona pellucida. Funkce
glykoproteini ZP3 a ZP2 je pravdépodobné stejna jako u mySitho modelu, tedy
zprostiedkovan{ primédrni a sekunddrni vazby spermie na vaji¢ko."

Zona pellucida lidského vajicka je obsahuje 4 glykoproteiny nazvané hZP1, hZP2,
hZP3 a hZP4.” V dal$im studiu bylo prokézano, Ze na hZP2 (~120 kDa) se vdZou pouze
spermie po akrosomové reakci, zatimco na hZP3 (~58 kDa) a hZP4 (~65 kDa) se vazou

kapacitované spermie s intaktnim akrosomem.” U lidskych spermii je vazba spermie na
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zona pellucida vajicka zprostiedkovdna prfes termindlni sacharidové struktury
glykoproteinu ZP3 nazvané sialyl-Lewis* (NeuAca2-3Galf1-4(Fucal-3)GlcNAc) .

Aminokyselinové sloZeni glykoproteinti zona pellucida je v ramci savéich druhi
rizné evolu¢né zachovalé. Lidské glykoproteiny hZP1, hZP2, hZP3 vykazuji 64, 57
a 67% homologii s mySimi glykoproteiny mZP1, mZP2 a mZP3 (ZP4 je u mysi
pseudogen). Pfi porovnani sekvence aminokyselin lidskych a prasecich glykoproteini
ZP2, ZP3 a ZP4 vychazi 64, 74 a 68% homologie (ZP1 je u prasat pseudogen).
Pri srovnani lidskych glykoproteinti hZP1, hZP2, hZP3 a hZP4 s glykoproteiny zona
pellucida u makaka dostavame az 96, 94, 94 a 92% homologii v aminokyselinové
sekvenci.”

Druhové specificka vazba spermii je zpiisobena riznym sloZenim sacharidovych

struktur glykoproteinti zona pellucida vajitka.”

3.1.2 Spermie

Spermie, sam¢i pohlavni burika, je tvofena dvéma zdkladnimi ¢astmi, hlavickou
a bi¢ikem, které jsou spojeny krckem (Obr. 2). Hlavicka spermie je tvorend jadrem,
akrosomem, cytoskeletalnimi strukturami a malym mnoZstvim cytoplasmy. Jadro
spermie je haploidni, obsahuje jednu sadu chromozomu a nese vysoce kondenzovany
chromatin. Akrosom je membrdnovy vacek s hydrolytickymi enzymy nezbytny
k oplozeni vajicka. Bicik spermie se sklddd ze svazku mikrotubull tzv. axonemy

obklopené hustymi vldkny. Ve stiedni ¢asti bi¢iku jsou kolem axonemy spirdlové stocené

mitochondrie.**

/
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Obr. 2: Schéma stavby spermie a priiiez spermii™
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Hlavicka spermie ma zcela specifické uspordddni membran. Od okolniho prostiedi je
celd spermie oddé€lena plasmatickou membranou, kterou lze rozdélit do nékolika
funk¢énich segmentl. Plasmatickd membrdna v oblasti akrosomu je zodpovédnd za
rozpoznani a primarni vazbu na vaji¢ko. Ekvatoridlni segment hraje vyznamnou roli pfi
fiizi membran spermie a vajicka. Pod plasmatickou membranou se nachézi vnéjsi a vnitini
akrosomova membrana, které maji béhem fertilizace zcela odlisné funkce. Zatimco vnéjsi
akrosomovd membréna pii akrosomové reakci flizuje s plasmatickou membranou
a vysledkem je uvolnéni akrosomového obsahu, vnitini membréana nese receptory pro

sekunddrni vazbu na zona pellucida vajitka.® Velikost a tvar spermii se mezi

jednotlivymi sav¢imi druhy lisi.

3.1.3 Vyvoj spermii ve varleti

Varle (testis) je parova samCi pohlavni Zlaza u ¢lovéka a domdcich savctu ulozena
v Sourku. Je tvofeno stoenymi semenotvornymi kandlky se zdrodecnymi buikami —
spermatogoniemi. B&hem vyvoje jsou spermie chridnény a vyZivovdny Sertoliho
buikami. Semenotvorné kandlky se uvnitf varlete spojuji a prechdzeji v kandlek

nadvarlete (epididymu) (Obr. 3).”

hlavicka
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sif varlete
/

Obr. 3: Schéma varlete a nadvarlete *
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Vznik a vyvoj spermii tzv. spermatogeneze probihd v semenotvornych kanalcich
varlete. Cely tento proces probihd ve vlndch pod vlivem stimula¢nich pohlavnich
hormont. Prvni faze vyvoje zac¢ind na okraji semennych kandlkd mitotickym délenim
spermatogonii za vzniku primarnich spermatocytd. Tyto diploidni buiky se meiotickym
délenim méni na haploidni sekundérni spermatocyty, které okamzité vstupuji do druhého
meiotického déleni. Vznikld burka je kulatd haploidni spermatida na vnitfnim okraji
semennych kandlkl. Pro vznik charakteristického tvaru spermie prochdzi spermatidy
dal$im vyvojem zvanym spermiogeneze. B€hem tohoto procesu dochdzi ve spermatidé
k mnoha zméndm. V jadru spermie se tvori siln€ kondenzovany chromatin. Z Golgiho
aparatu se tvori akrosom, dochazi k formovani bi¢iku a kumulaci mitochondrii v jeho
stiednf ¢asti. Nové vznikajici spermie odvrhuje i pfebyte¢né mnozstvi cytoplasmy.*

Morfologicky vznik spermii je timto dokoncen, presto spermie stdle nejsou motilni
a nejsou schopny oplodnit vajicko. Dal$i vyvoj tzv. zrani spermii probihé v epididymu,
kam jsou spermie dopraveny v testikuldrni tekutiné, ktera je produkovana Sertoliho

bunkami.”

3.1.4 Zrani spermii v epididymu - epididymalni maturace

Nové vzniklé spermie po svém testikuldrnim vyvoji nejsou motilni, nejsou schopné
rozpoznat a ani oplodnit vaji¢ko. Tyto schopnosti ziskdvaji maturaci pfi prichodu
nadvarletem. Nadvarle (epididymis) je parovy orgén priléhajici t€sné k varleti na jeho
horni a zadni sténé. Je to velmi dlouhy stoCeny kandlek, ktery tsti do chdmovodu. Tento
orgén rozd€lujeme do tii Casti — hlava (caput), télo (corpus) a ocas (cauda). Maturované
spermie jsou uchovdvdny v ocasu nadvarlete az do ejakulace, kdy opousti nadvarle
chdmovodem.*

Pri prichodu epididymem jsou spermie v piimém kontaktu s epididymalni tekutinou,
kterou produkuji epitelidlni buniky. Epididymadlni tekutina obsahuje lipidy-vézajici
proteiny, antimikrobidlni peptidy a proteiny, které se mohou podilet na vazbé zona
pellucida nebo na fuzi spermie s vajickem. Béhem poslednich let bylo v lidské
epididymalni tekuting i v tekutiné riznych druhd savct identifikovano mnoho proteini.
Byly popsany lidské epididymadlni proteiny, které jsou produktem genti HEI1-HE®6.
Nejlépe prozkoumanymi proteiny jsou HE1, znamy také jako CTP (z angl. cholesterol
transfer protein, Niemann-Pick typ C2) a protein HE5, neboli CD52.*° Byly také nalezeny

lipocalin 5, transferrin, clusterin, lactoferrin, CRISP a dal$i. Mezi latky sekretované
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epididymalnimi burikami bylo nalezeno mnoZzstvi riznych enzymu a jejich inhibitord —
proteasy a inhibitory proteas, glutathion peroxidasa, prostaglandin-D synthasa
a glykosidasy. Mezi dalsi latky obsazené v epididymadlni tekutiné patii napft. ionty (Na”,
K*, CI'), kyselina sialova, laktdt a D-fruktosa. SloZeni tekutiny je podél epididymu
proménlivé a zastoupen{ jednotlivych slozek se li$i mezi savéimi druhy .23

Jednou z hlavnich zmén pfi zrani v epididymu je rozvoj motility spermie. Piesné
misto zisku motility se u sav¢ich druht 1isi, ale po prichodu cauda epididymis jsou
spermie vSech savcil plné motilni. Na rozvoji motility spermie se podili fosforylace
specifickych proteinti bi¢iku.*

Béhem epididymalni maturace dochdzi k mnoha zménam na plasmatické membrané.
Intramembranové proteiny pochézejici z testes jsou pfeusporadany. Dochazi k dpravam
a prekryti té€chto proteint ¢i jejich nahrazeni za proteiny epididymalni tekutiny. Proteiny
sekretované epididymdlnimi butikami se mohou vdzat na povrch spermii slabymi nebo
iontovymi interakcemi, nebo se mohou integrovat pfimo do plasmatické membréany.”
U lidskych spermii byl nalezen protein P34H, ktery se na povrch plasmatické membrany
dost4va pravé pii priichodu spermii epididymem.* Tento protein je zodpov&dny za vazbu
na zona pellucida vajicka. ”’

Pti priichodu epididymem mohou byt do plasmatické membrany spermie zabudovany
1 vétSi membranové struktury jako vazebné receptory, lipidové rafty a transmembranové
proteiny. Spermie mohou interagovat s membranovymi vacky tzv. epididymosomy, které
jsou produkované specidlnimi sekre¢nimi buiikami epididymu.*®

Epididymaélni buriky velmi aktivné produkuji cholesterol, ktery je zabudovdvan do
plasmatické membrany hlavicky spermie. Cholesterol a nékteré glykoproteiny stabilizuji
plasmatickou membranu spermie a chrdni ji pred pfedCasnou akrosomovou reakci.
Pomoci enzymu pritomnych v epididymalni tekutiné dochazi k upravam povrchovych
proteindi spermii jako je fosforylace, sulfatace ¢i zmény v glykosylaci.”” S maturaci
spermii souvisi 1 rostouci zdporny naboj spermie a zmény v lektin vazajicich
schopnostech spermie. Zmény béhem zrani spermie probihaji i na vnéj$i akrosomové
membrané, kde dochazi k preusporadani antigenti, v jadru dochazi k zesit'ovani jadernych

proteind tzv. protaminti a ke vzniku disulfidickych vazeb na proteinech bi¢iku.*
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3.2 Ejakulace spermii

Pti ejakulaci opousti spermie ocas nadvarlete chdmovodem, kterym jsou dopraveny
do mocové trubice. Béhem transportu spermii chdmovodem dochézi k jejich michani se
sekretem produkovanym epitelem chidmovodu. Do mocové trubice usti také pridatné
pohlavni Zldzy, coz je oznaCeni pro semenné vacky, prostatu a Cowperovy Zlazy.
Z. mocové trubice jsou spermie spolu se semennou plasmou vypuzeny v podobé
tzv. ejakulatu ven ze samciho reprodukéniho traktu. MnoZstvi ejakuldtu a pocet spermii
se mezi sav¢imi druhy li§i. Semennd plasma je tvofena sekretem zminénych pridatnych
pohlavnich Zlaz a v mensi mife i sekretem z epididymu a chaimovodu. Poskytuje spermiim
prostiedi vhodné k preziti a k prichodu sami¢im reprodukénim traktem. Semenna plasma
obsahuje D-fruktosu, kyselinu citronovou, ionty zinku, hot¢iku a vapniku. Déle obsahuje
prostaglandiny, cholesterol a velké mnoZstvi proteind.*

Béhem ejakulace je plasmatickd membrdna spermie pfimo vystavend semenné
plasmé. Ze semenné plasmy se na povrch spermie navazuji ldtky na ochranu spermie pred
nepiiznivym prostfedim samiciho reprodukéniho traktu napf. antigeny krevnich skupin,
imunosupresivni faktory a histokompatibilni antigeny. Na membranu spermie se také
navazuji proteiny, které slouzi pfedevSim jako ochranny obal pro receptory rozpoznani
vajicka a vazbu na zona pellucida. Jiné proteiny ze semenné plasmy zvySuji schopnost
spermie se vazat na sacharidové struktury oviduktu a tvofit tak oviduktdlni rezervoar

spermii v sami&¢im reproduk&nim traktu.*!

3.2.1 Proteiny semenné plasmy

V semenné plasmé prasat bylo nalezeno asi 40 proteinti. Nejvice zastoupené proteiny
jsou spermadhesiny, které tvoii asi 50 % proteinového podilu semenné plasmy.*
U prasete bylo identifikovano 5 proteint této rodiny PSP-1, PSP-II, AWN, AQN-1
a AQN-3 a jejich rizné glykosylované formy. Spermadhesiny maji 110-130 aminokyselin
a molekulovou hmotnost od 12 do 16 kDa.* Spermadhesiny hraji roli ve stabilizaci
plasmatické membrany spermie* a jsou dileZité pfi tvorb& oviduktalniho rezervodru,™
kapacitaci i pfi vazb& na zona pellucida vajicka.” Proteiny PSP-I a PSP-II tvoii
heterodimer, ktery se vaZe na cely povrch spermie.* Bylo zji§téno, Ze komplex proteinti
PSP-I/PSP-II m4 imunosupresivni funkci. Tento komplex interaguje s lymfocyty v
sami¢im reprodukénim traktu.* Spermadhesiny AWN, AQN-1 a AQN-3 patfi do skupiny

heparin vdzajicich proteind.”” AWN a AQN tvoii komplexy i s dal§im proteinem semenné
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plasmy DQH.' DQH (pB1) ve své molekule obsahuje fibronektinovou doménou a je
homologn{ k proteinim hojné& zastoupenym v by&{ semenné plasmé&.”

V semenné plasmé byku bylo nalezeno vice nez 40 proteinid. BSP A3, BSP 30 kDa
a BSP-PDC 109 jsou nejvice zastoupené proteiny a tvoii az 60 % proteinového podilu
semenné plasmy.” Tyto proteiny se vdZou na plasmatickou membranu spermie pies
cholinové fosfolipidy (fosfatidylcholin a sfingomyelin). Béhem kapacitace hraji
vyznamnou roli pfi lipidové modifikaci membrany a pfi samotném cholesterolovém
efluxu.>*

Psi semennd plasma je tvofena predevSim tekutinou prostaty a bylo v ni
identifikovano nékolik skupin proteini.” Nejdéle zndma je psi prostatickd specificka
esterasa (CPSE z angl. canine prostate specific esterase), ktera je hlavnim produktem
prostaty™® a je homologem lidského prostatického specifického antigenu (PSA z angl.
prostate-specific antigen)’” V psi semenné plasmé byly dale nalezeny zinek-vazajici
proteiny a stejné jako u prasat’ heparin-vézajici proteiny.”

V semenné¢ plasme¢ kocourti bylo elektroforeticky detekovano vice nez

30 proteini.®

a byly zde nalezeny také tzv. prostamosomy, membranové vacky
s proteiny, zndmé i u jinych sav&ich druhi.®'

Hlavni slozkou lidské semenné plasmy je protein semenogelin (52 kDa), ktery je
produktem semennych vaki a tvoii gelovitou konzistenci ejakuldtu.®* Dal§im proteinem
identifikovanym v lidské semenné plasmé je prostaticky specificky antigen (PSA). Jedna
se o 33 kDa serinovou proteasu, kterd Stépi semenogelin a podili se na ztekuceni
ejakuldtu.” Mezi dalsi nalezené proteiny patii prostatickd kyseld fosfatasa (PAP), beta-
mikroseminoprotein a mnoho dal3ich.** Nejnovéjsi studie se zaméfuji na vyzkum proteind

semenné plasmy, napi. PSA, jako ndstroji pro rozvoj biologickych ukazatelt

(biomarker(i) muZzské neplodnosti.”

3.3 Oviduktalni rezervoar

Spermie po ejakulaci putuji reprodukénim traktem samice z pochvy pies délohu do
vejcovodu (oviduktu). U vétSiny savcl dochazi v isthmické ¢asti vejcovodu k zachycen{
spermii na sténé oviduktu. Zachycené spermie vytvari tzv. oviduktdlni rezervodr. Vazba
spermie na epitel oviduktu je lektinového charakteru, spermie se specificky vdZou na
sacharidové struktury proteind oviduktdlniho epitelu. Na svém povrchu nesou spermie

proteinové receptory ziskané prfi epididymalni maturaci nebo ze semenné plasmy pfi
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ejakulaci. Studiem téchto povrchovych receptorit bylo zjisténo, Ze se spermie rtiznych
druhti savcil vaZou na odli$né sacharidové struktury glykokonjugatd oviduktu.*

Byci spermie se pres protein PDC-109 (BSP protein) specificky vdZe na koncové
fukosové struktury vazané a(1-4) na N-acetylglukosamin.”” %

Spermadhesin AQN-1 na spermii kance se vdZe na terminalni manosylové struktury
glykoproteinti oviduktélniho epitelu.*

Pobyt spermii v oviduktalnim rezervoaru zpomaluje proces kapacitace, ¢imZ se
prodluzuje jejich Zivotnost. Spermie jsou tak schopné ¢ekat na vaji¢ko nékolik hodin
i dni. V oviduktdlnim rezervodru prochdzi spermie procesem kapacitace, ktery je
nezbytny pro vazbu spermie na zona pellucida a pro oplodnéni vajicka. Mimo jiné
dochdazi béhem kapacitace k hyperaktivaci motility spermie a ke zméndm povrchovych
proteind spermie, tedy ke ztraté nebo modifikaci proteinii zodpovédnych za vazbu na
oviduktdlni epitel. Po kapacitaci se spermie postupné uvoliuji z oviduktdlniho
rezervodru. Pravé postupné uvoliiovani spermii zdsadné redukuje pocet spermii, které
prochézi ddle vejcovodem k vajicku, a tim i sniZuje pravdépodobnost polyspermniho

oplozeni.®®

34 Kapacitace spermii

Kapacitace je hromadny nazev pro vSechny biochemické a morfologické zmény
spermie, které probihaji v sami¢im reprodukénim traktu. Po ejakulaci je spermie motilni,
ale neni schopna oplodnit vajicko. Pti ejakulaci se na povrch spermii ze semenné plasmy
navazaly tzv. dekapacitacni faktory. Tyto faktory obaluji povrchové glykoproteiny
spermie a chrani vazebné receptory. Priichodem d€lohou a vejcovodem se dekapacitacni
faktory ze spermie postupné uvolfiuji a spousti se kapacitace.*

Nejvétsi zmény prodélavd spermie navdzand v oviduktdlnim rezervoaru. Jednou
z charakteristickych zmén béhem kapacitace je odstranéni cholesterolu z plasmatické
membrany spermie. U bykl byly popsany proteiny semenné plasmy, které pomdahaji
pfi odstranéni cholesterolu a reorganizaci lipidi v plasmatické membrané spermie. Tyto
proteiny se vadzou na cholinové fosfolipidy a stabilizuji plasmatickou membranu
spermie.” Membréna se po uvolnéni cholesterolu stdva tekut&jsi (fluidn&jsi), coz
usnadiiuje proces fize membran pifi ndsledné akrosomové reakci a splynuti membran

spermie a vajicka. V plasmatické membrané spermie ndsledné dochdzi k reorganizaci

proteind, glykoproteind a lipidt. Utvareji se tak nové proteinové komplexy a receptory
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schopné vézat se na zona pellucida vajicka.” Dochézi také ke zméné& v lektinovych
schopnostech spermie. Tato zména je zpusobena ztratou proteini nebo odhalenim
sacharidovych struktur glykoproteini spermie, anebo pisobenim glykosyltransferas
a glykosidas v sami¢fm pohlavnim traktu.*

Béhem kapacitace dochazi ke spuSténi signdlni kaskady, kterd vede k fosforylaci
proteinti spermie. Nejdfive v pfitomnosti HCO, dochazi ke zvySeni pH a koncentrace
Ca’ uvnitf spermatické bufiky a efluxu cholesterolu. Tento iontovy influx aktivuje
adenylatcyklasu, ktera produkuje cAMP. Nartust cAMP aktivuje signalni kaskadu
a fosforylaci ur¢itych proteind.”

Charakteristickd pro kapacitované spermie je hyperaktivace motility. Tento
specificky rychly pohyb bi¢iku usnadnuje spermiim prichod matrixem kumularnich
bunék i obalem zona pellucida vajicka. Hyperaktivace spermif a preusporadani proteini
na povrchu spermii vede ke ztrat€ afinity spermii k oviduktdlnimu epitelu a dochazi
k postupnému uvoliiovani spermif z oviduktélniho rezervodru.®”!

Kapacitované spermie uvolnéné z oviduktalniho rezervoaru jsou plné motilni a maji
schopnost chemotaxe a termotaxe, tedy najit vajicko. Jsou schopné navazat se na zona

pellucida a oplodnit vajicko.

3.4.1 Kapacitace spermii in vitro

Pro studium spermii, mechanismt oplozeni (vazebné studie) a pro asistovanou
reprodukci, jak u zvifecich modeli, tak u ¢lovéka, je nutné spermie kapacitovat v in vitro
podminkach.

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, v semenné plasmé jsou obsazené
proteiny, které ptsobi jako dekapacitacni faktory. Prvnim krokem in vitro kapacitace
spermii je odstranéni semenné plasmy z ejakulatu. Spermie vhodné ke kapacitaci jsou
ziskdny tzv. Swim up metodou, tedy vyplavénim spermii do Percollového gradientu.”

Kapacitaéni médium nahrazuje fyziologickou tekutinu a napodobuje tak podminky
pruchodu spermii sami¢im reprodukénim traktem. Kapacitaénich médii je mnoho a jejich
sloZenf se 1i§1 mezi jednotlivymi sav¢imi druhy. Existuji zékladni sloZky média, které jsou
pro pribéh kapacitace nezbytné. Hlavni slozkou kapacitaénitho média byc¢ich spermif je
heparin, ktery indukuje proces kapacitace. Heparin se vdZe na povrchové proteiny

ejakulované spermie, které pochédzi ze semenné plasmy (BSP), ¢imZ dojde k jejich

22



uvolnéni z plasmatické membrany. Ztrata téchto proteinti z povrchu spermie nasledné
vyvold i zmény v lipidovém sloZeni membrany a dochézi k efluxu cholesterolu.™

Dalsi sloZkou média je také sérovy albumin pfisluSného druhu (BSA, HSA, PSA).
Albumin je dutlezity pro spravnou funkci, Zivotnost spermie a pro naslednou
akrosomovou reakci. Na albumin se také béhem kapacitace navazuje cholesterol
uvolnény z plasmatické membrany spermii. Dals$i nezbytnou sloZkou kapacitaéniho
média je zdroj energie pro spermie, nejcastéji glukosa, fruktosa, pyruvit nebo laktat
v zdvislosti na sav&im druhu. V zakladu média nalezneme ionty Ca®* a HCO,, které jsou
dilezité pro spusténi cholesterolového efluxu a pro spusténi signalizacnich kaskady
vedouci k fosforylaci proteinii spermie. Kapacitatni médium musi mit spravnou
osmolalitu (~300 mOsmol/kg) a spravné pH (7-7,5). Kapacitace probiha pfi 37 °C
v prostiedi s 5 % CO,. Délka kapacitace se u jednotlivych druht 1isi.”

ZamraZeni spermii (kryoprezervace) pouzivané pro inseminaci pii in vitro fertilizaci
vyvolava na spermiich nékterych zvifecich druhti (napf. skotu) zmény podobné

kapacitaci.”

3.5 Oplozeni

Spermie prekondvaji obtiZznou cestu sami¢im pohlavnim traktem, béhem které stale
dochdazi k jejich dozravéani. Pfi sprdvném nacasovani se kapacitovand spermie setkd
s ovulovanym vajickem ve vejcovodu samice. Interakce spermie s vajickem probihd

postupné a zahrnuje mnoho krokt (Obr. 4).
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Obr. 4: Schéma interakce spermie s vajickem.'* 1) priinik spermie matrixem kumuldrnich
bunék vajicka, 2) primdrni vazba na zona pellucida a akrosomovd reakce 3) sekunddrni

vazba na zona pellucida, 4) fiize membrdn spermie a vajicka.
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Spermie musi nejprve projit matrixem komplexu kumuldrnich bunék obklopujicim
vajicko. Hlavni sloZzkou kumuldrniho matrix je polymerovand kyselina hyaluronova
spojend s proteiny. Pouze kapacitované spermie s intaktnim akrosomem jsou schopné
projit timto obalem vajicka. Na plasmatické membrané spermii je protein PH-20
s hyaluronidasovou aktivitou.” Tento enzym byl popsén u kiecka, kance, byka, makaka
iuclovéka.”

V nasledujicim kroku se spermie s intaktnim akrosomem védze na zona pellucida
vajicka. Tato vazba je lektinového typu a je druhové specificka. Proteinové receptory na
povrchu spermie se vaZzou na specifické sacharidové struktury glykoproteinu zona
pellucida ZP3. Tato vazba indukuje kaskddu signald, kterda kon¢i spusténim tzv.
akrosomové reakce. V hlavi¢ce spermie dochdzi k mnohonasobné fuzi vnéjsi akrosomové
membrany s membrdnou plasmatickou, a tim k uvolnéni hydrolytickych enzymi
z akrosomu (napf. akrosinu, hyaluronidasy). Tyto enzymy §tépi zona pellucida vajicka,
coz spolu s pohyby bi¢iku usnadiiuje spermii proniknout pies tento glykoproteinovy obal.
Diky akrosomové reakci se zpfistupni vnitfni akrosomovd membréana, kterd nese
proteinové receptory pro sekundarni vazbu na glykoproteiny zona pellucida ZP2 vajicka.
Po prichodu zona pellucida se spermie dostava do kontaktu s plasmatickou membranou
vajicka. Ekvatoridlni ¢ast plasmatické membriny hlavicky spermie splyva s oolemou.
Fuze prvni spermie s vajickem vyvola tzv. kortikalni reakci, pfi které dochazi k vyliti
obsahu kortikdlnich granuli vajicka do perivitelinnitho prostoru. Enzymy uvolnéné
z granuli méni strukturu glykoproteinii zona pellucida, kterd se stdva neprostupnd pro
dalsi spermie. Dochazi tak k blokaci polyspermie. Prinik spermie do vajicka je také
signdlem pro dokonceni druhého meiotického déleni vajicka. Poslednim krokem oplozeni

je fize jader obou gamet a vznik diploidn{ buiiky, zygoty.*

3.6 Proteiny spermie

Proteiny spermie jsou stejné jako proteiny somatickych bunék zapojeny do mnoha
déjti v bunce. Pomoci hmotnostni spektrometrie jiz byly identifikovany nékteré proteiny
spermii riznych sav&ich druhG napf. Clovéka’’, kon&”® a mysi”. Z publikovanych
vysledkil vyplyva, Ze asi ¢tvrtina proteind spermie je zapojena do déji k ziskani potfebné
energie a metabolickych procesi napi. glykolyzy, p-oxidace mastnych kyselin
a respirace. Proteiny plasmatické membrany, které jsou zodpovédné za rozpoznani

a vazbu zona pellucida vajicka, v minoritnim zastoupeni.
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3.6.1 Receptory na spermii pro vazbu zona pellucida vajicka

Vazba spermie na glykoproteinovy obal vajicka je nékolikafdzovy proces.
Kapacitovana spermie nese na svém povrchu proteiny, které jsou komplementdrni
k receptoriim na zona pellucida vajicka a jsou zodpovédné za primarni vazbu gamet. Pii
prvnim kontaktu se spermie témito proteiny specificky vdZou na sacharidové struktury
glykoproteinu ZP3. Tato vazba je pfevazné lektinového typu a je druhové specifickd.*

Nejlépe prostudovany je mySi model, u kterého bylo nalezeno a identifikovédno
nékolik proteint, které hraji roli ve vazbé na zona pellucida. Jako hlavni receptor pro
vazbu na vajicko byl u mySich spermii nalezen protein [31,4-galaktosyltransferasa
(GalTase)®, ktery vdZe galaktosové a N-acetylgalaktosaminové zbytky na koncovy
N-acetylglukosamin oligosacharidd glykoproteinu mZP3 a nasledné aktivuje AR.*' Jednd
se o transmembranovy protein, ktery je zabudovan do membréany pfi vyvoji spermie ve
varleti. Béhem maturace spermii v epididymu je prekryt glykokonjugaty a neprodélava
zadné zmény. Tyto glykokonjugaty jsou ze spermie odstranény béhem kapacitace a poté
je protein schopny vazby na zona pellucida vajicka.”” Protein 1 4-galaktosyltransferasa
byl nalezen i u dal§ich sav&ich druhi jako je prase, byk a kiin.*’ Dalii z potencidlnich
receptori na spermii byl nalezen sp56, ktery byl nejdfive detekovan na akrosom
intaktnich spermiich®, pozd&ji byl viak tento protein identifikovdn uvniti akrosomu.”
Béhem dalSiho studia proteinu sp56 bylo zjiSténo, Ze béhem kapacitace se tento protein
dostavé z akrosomalniho matrix do plasmatické membrany spermie.*

Jako dalSi receptory na mySich spermiich byly identifikovany 95 kDa protein Zona
receptor kinasa, fukosyltransfera, a-manosidasa, SLIP1 (sulfoglykolipid immobilizing
protein), a-fukosidasa a SED1.”

Na spermiich prasete bylo detekovano mnoho potencidlnich proteind zodpovédnych
za vazbu zona pellucida vajicka. Hlavnimi kandidaty jsou spermadhesiny AWN, AQN-1
a AQN-3,"%" které se shodn& vazou na GalP(1-3)-GalNAc a GalP(1-4)-GlcNAc
sacharidové struktury glykoproteind zona pellucida ** , a povrchovy protein DQH*. Dals{
receptory, které se vdzou na zona pellucida, byly identifikovény proteiny zonadhesin,
adhesion protein APz, fukosu-vézajici protein, sp38 a proakrosin/akrosin.”® Protein P47
je periferni membrénovy protein se schopnosti vdzat se na glykoproteinovy obal vajicka.”
Tento protein byl detekovédn uZ na testikuldrnich spermiich v oblasti akrosomu. Protein

P47 je homologem mysiho proteinu SED1.”
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Proteiny schopné vézat se na nativni lidskou zona pellucida byly identifikovany
fukosyl-transferasa V (FUT5)”' a hCRISP1.” Jako dal3i potencilni receptory byly

identifikovany proteiny PH-20" a a-manosidasa.”

3.6.2 Izola¢ni metody proteint spermii

Izolace proteini spermii je rozhodujici faktor pfi studiu proteind. JiZ v minulosti bylo
ukazano, ze rizné extrakeni Cinidla a postupy vedou k izolaci odlisného spektra proteini.
Proteiny na povrchu spermii, které jsou potencidlnimi receptory pro vazbu na zona
pellucida vajicka, jsou minoritni slozkou proteinového vybaveni spermie. Pro jejich
studium je vhodné vybrat metodu, ktera selektivné rozdéli proteiny spermii do rtiznych
frakci podle jejich vlastnosti nebo mista vyskytu. Existuje nékolik metod, které se snazi
izolovat proteiny z plasmatické membréany. Tyto metody maji ale svd omezeni. Jednim
z problému je rizné procento znecisténi membranové frakce intracelularnimi proteiny.
Dalsim problémem muizZe byt izolace perifernich a intramembranovych proteint
a zachovdnf jejich biologické aktivity.™

Nejbéznéjsi metodou izolace membranovych proteint je pouziti detergentt, které
vytvori obal kolem membranovych proteind. RozliSujeme nékolik typd detergentd.
Iontové, silné detergenty s nabitou polarni hlavou, mezi které se fadi napf. sodium
dodecyl sulfat (SDS). V prostiedi téchto detergentii dochazi ke kompletni denaturaci
proteinu. Dal$im typem jsou neiontové detergenty, které jsou mirné a nedenaturujici.
Mezi tyto proteiny patii Triton X-100 a X-114. Tfetim typem jsou obojetné detergenty
pouzivané predevsSim pro 2D-elektroforézu a isoelektrickou fokusaci. Metoda izolace
pomoci detergentd je snadna, ale nenf cilend.”

Dalsi metoda izolace membranovych proteint je zaloZend na izolaci tzv. detergent-
rezistentnich membrdn (DRM z angl. detergent-resistant membranes). V téchto
membranovych dtvarech je vysokd koncentrace cholesterolu a GPI-vdzanych proteind.”

Oddéleni plasmatické membrany od ostatnich membran spermie a intracelularniho
obsahu je moZné pomoci kavitace s pouzitim tekutého dusiku.””*® K odd&leni membran
je mozné také pouzit frakcionacni centrifugaci na sacharosovém gradientu. V dalSim
studiu proteinii je pak mozné pracovat samostatné s frakci proteind z plasmatické
membrany.”

V dne$ni dobé je znacné pouzivand metoda izolace povrchovych proteini spermif

pomoci afinitni chromatografie. K oznaéeni povrchovych proteint a jejich specifickou
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izolaci se pouziva biotin a avidin. Avidin miZe byt ukotven napf. na kulicky v afinitn{
kolonce.'” Alternativou miize byt i pouZiti monoklondlnich protildtek navdzanych na
magnetickych kulickdch'' nebo pouziti kuli¢ek s koloidnim oxidem kfemi&itym.'”
K izolaci specifickych povrchovych proteinii spermie zodpovédnych za vazbu na vajicko

byla pouZita i afinitni chromatografie s navdzanymi fragmenty zona pellucida.'”
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3.7 Cil prace

Nezbytnym krokem ke vzniku nového Zivota je splynuti dvou gamet, sam¢i a samici.
Pred samotnym splynutim musi dojit ke kontaktu obou gamet a specifickému navazani
spermii na vajicko. Studium proteint spermii zodpovédnych za rozeznéni a vazbu na zona
pellucida vajicka je tedy kliCovym krokem k pochopeni tohoto sloZitého dé&je. Predeslé
studie ukazuji, Ze vazba spermie na zona pellucida (ZP) je pravdépodobné
zprostiedkovana postrannimi sacharidovymi fetézci glykoproteini ZP a proteinii na
povrchu spermii. Navic bylo zji$téno, Ze je tato vazba druhové specificka.
Cilem predklddané diplomové price bylo:

1) Testovani panelu monoklondlnich protilatek pfipravenych proti povrchovym
proteinim kanéich spermii na spermiich v riznych funkénich stavech
(epididymadlni, ejakulované a in vitro kapacitované). ZjiSténi pripadné zkiizené
mezidruhové reaktivity t€chto protilatek na bycich a mySich spermiich.

2) Izolace proteinti epididymadlnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermif
od riiznych sav¢ich druhil. Jejich elektroforetické déleni a barveni separovanych
proteini a glykoproteind. Ddle pak mezidruhové porovndni proteinovych
a glykoproteinovych profild spermii.

3) Imunodetekce proteind kancich spermif a jejich lokalizace v tkanich a tekutinach
reprodukéniho traktu prasete pomoci panelu monoklonélnich protilétek.

4) Studie vazby proteinl spermii s glykoproteiny zona pellucida.
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4 Material a metody
4.1 Pouzity material

4.1.1 Chemikalie

chemikalie

firma

2-merkaptoethanol

Sigma-Aldrich, USA

3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-amonio]propan-
1-sulfonat (CHAPS)

Sigma-Aldrich, USA

ACR-2, monoklonaln{ protildtka proti akrosinu

Laboratoi reprodukcni biologie,

BTU, AVCR

Akrylamid

Sigma-Aldrich, USA

Avidin konjugovany s peroxidasou

Sigma-Aldrich, USA

Bromfenolova modr

Sigma-Aldrich, USA

Chlorid amonny

Lachema, CR

Chlorid draselny Sigma-Aldrich, USA
Chlorid sodny Lachner, CR
Chlorid véapenaty Sigma-Aldrich, USA

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB)

Serva, Némecko

Cystein Sigma-Aldrich, USA
Dimethylformamid Sigma-Aldrich, USA
Dithiotreitol (DTT) Thermo Fischer Scientific, USA

Dodecylsiran sodny (SDS)

Sigma-Aldrich, USA

Dusic¢nan stiibrny

Chemapol, CR

Ethanol Penta, CR

EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin Thermo Fischer Scientific, USA
Formaldehyd Lachner, CR

Gentamycin Lek Pharmaceuticals, Slovinsko
Glukosa Sigma-Aldrich, USA

Glycerol Sigma-Aldrich, USA

Glycin Serva, Némecko

Hydroxid sodny Sigma-Aldrich, USA

Hydrogenuhlicitan sodny

Lachema, CR

IPG pufr

GE Healthcare, Velka Britanie
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Jodacetamid

Serva, Némecko

Konkanavalin A

Vector Laboratories, USA

Kyselina
2-[4-(hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonova
(HEPES)

Sigma-Aldrich, USA

Kyselina chlorovodikova Penta, CR
Kyselina octovd Lachner, CR
Methanol Lachner, CR

Minerélni olej DryStrip Cover Fluid

GE Healthcare, Velka Britanie

Monoklondlni protilatky
(3B10, 1C7, 4C7, 4C11, 5C5, 1D1, 2D10, 3D5,
3D7,1E3, 2E1, 4E8, 5F2, 1G7,2G9, 1H9 a 2H10)

Laboratoi reprodukcni biologie,

BTU, AVCR

Mocovina

GE Healthcare, Velka Britanie

N-hydroxysukcinimidobiotin

Sigma-Aldrich, USA

N,N’-methylen-bis-akrylamid (BIS)

Sigma-Aldrich, USA

N,N,N’ N'-tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)

Bio-Rad, USA

Percoll

Sigma-Aldrich, USA

Persiran amonny (APS)

Sigma-Aldrich, USA

PNA-TRITC

Vector Laboratories, USA

Precision Plus Protein Standards All Blue

Bio-Rad, USA

Pyruvit Sigma-Aldrich, USA
Rybi Zelatina Sigma-Aldrich, USA
Sekundarni  protilitka  proti mySim IgG | Bio-Rad, USA

konjugovana s kfenovou peroxidasou (GAMPx)

Sekundarni protilaitkou proti mySim 1gG

fluorescenéné¢ znaCend (Goat-Anti-Mouse IgG

conjugated FITC/Alexa 488)

Thermo Fischer Scientific, USA

Sérovy albumin hovézi (BSA)

Sigma-Aldrich, USA

SuperSignal

Thermo Fischer Scientific, USA

Thiomocovina

Lachner, CR

Thiosiran sodny (pentahydrét)

Chemapol, CR

TL médium

Minitube, Némecko
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Serva, Némecko

Triton X-100 Serva, USA

Tween 20 Sigma-Aldrich, USA
Uhlicitan sodny Penta, CR
Vectashield-DAPI Vector Laboratories, USA

4.1.2 Biologicky material

Kan&i reprodukéni organy a epididymalni spermie byly ziskany z Ustavu Zivo&isné
fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. v Libdchové, Ceska Republika. Ejakulované kanéi
spermie byly ziskany z Chovservis a.s. v Hradci Kralové, Cesk4 Republika.

e

Byci reprodukéni orgdny a epididymadlni spermie byly ziskdny z jatek v Senci a Malé
Madi, Slovensko. Ejakulované byci spermie byly doddny ze Slovenskych biologickych
sluZeb a.s., Nitra, Slovensko. Vajecniky pro izolaci vaji¢ek kravy a prasnice byly ziskany
z Vyzkumného tustavu veterinarniho 1ékarstvi, v.v.i. v Brné, Ceska Republika.

Reprodukéni organy psa a kocky byly ziskdny z Veterinarni kliniky Jesenice, s.r.o.
v Praze.

Mysi epididymalni spermie byly ziskany z Ustavu molekuldrni genetiky AV CR,
v.v.i. v Praze, Ceska republika. Byl pouZit mysi kmen Black 6.

Lidské spermie byly ziskany ISCARE IVF, as., Praha, Ceské republika. Darci

spermii se spermiogram, ktery spliioval normdlni parametry (pocet spermii, motilita,

morfologie).

4.2 Metody
4.2.1 Zakladni zpracovani spermii

Prvnim krokem pfi praci se spermiemi byla mikroskopicka kontrola ejakulatu. Na
mikroskopické podloZni sklicko bylo naneseno 10 ul suspenze spermii a byla vizudlné
zkontrolovédna motilita spermii.

Dal$im krokem bylo odstranéni semenné plazmy centrifugaci suspenze spermif pri
200 x g po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Byla pouZita centrifuga
UNIVERSAL 30F (Hettich Zentrifugen, Némecko). Supernatant byl odstranén odséatim.

Vznikla peleta spermii byla 2 x promyta 10 ml roztoku PBS (20mM fosfatovy
dvouslozkovy pufr pH 7,2, 150mM NaCl) centrifugaci pii 200 x g po dobu 10 minut
pfi laboratorni teploté. Po promyti spermii byla peleta velmi opatrné resuspendovana ve
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znamém objemu roztoku PBS a byla provedena findlni kontrola vzorku (motilita
a koncentrace spermif).

Koncentrace spermii byla stanovena pocitinim bunék v  Biirkerové
hemocytometrické komiirce (plocha &tvereku 0,04 mm?, hloubka 10 um) pod svételnym
mikroskopem Nikon E100 (Nikon, Japonsko) pii 100ndsobném zvétSeni. MnoZstvi
spermii bylo opakované spocitdno v 10 ¢tvereCcich miizky a pfepocitdno dle vzorce na
pocet bunék x 10° v 1 ml objemu. Viechny uvedené roztoky byly pfed pouZitim
vytemperovany na laboratorni teplotu. Pfi manipulaci se spermiemi byly pouZity

specidlni $picky.

4.2.2 Izolace spermii z epididymu

Izolace epididymélnich spermii z kance a byka byla provedena vysatim
epididymalnich kandlkti pomoci injekéni stifkacky. Epididymis byl zaskrcen v oblasti
chdmovodu a mezi caput a cauda, injekéni stitkackou byla odsata epididymalni tekutina
s obsahem spermii. Izolovand suspenze byla nafedéna PBS na dvojndsobny objem
a centrifugaci ptfi 200 x g po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté byla ziskana peleta
epididymalnich spermii. Ziskané kanci a byci epididymalni spermie byly 3 x promyty
roztokem PBS a centrifugovany pfi 200 x g po dobu 15 minut.

Pro izolaci epididymalnich spermii psa a mysi byl pouZit Cerstvy organ z operact,
Cerstvy epididymis kocoura se ziskat nepodafrilo, a proto byl pro izolaci spermii pouZit
rozmrazeny organ. Cauda epididymis téchto savCich druht byl rozstithan na malé
kousky, které byly v roztoku PBS inkubovény v termostatu pii 37 °C po dobu 15 minut
a spermie byly vyplaveny do roztoku. Pro odstranéni tkdnovych bunék byla ziskana
suspenze prefiltrovana pfes sitko s velikosti ok 30 um. Ziskané epididymalni spermie
byly promyty 3 x roztokem PBS a centrifugovany pfi 300 x g po dobu 10 minut. VSechny
uvedené roztoky byly pred pouZitim vytemperovdany na laboratorni teplotu. Pri

manipulaci se spermiemi byly pouZity specidlni Spicky.

4.2.3 In vitro kapacitace kancich spermii
Suspenze ejakulovanych kancich spermii byla 2 x promyta roztokem TBS (130mM
NaCl, 20mM Tris; pH 7.4) a centrifugovana pti 200 x g po dobu 10 minut pfi laboratorni

teploté. Po centrifugaci byl odsat supernatant, promyté spermie byly resuspendovéany ve

32



2-4 ml kapacita¢niho média TBM (20mM Tris, 113,1mM NaCl, 3mM KCI, 10mM CaCl,,
11mM glukosa, SmM pyruvét, 1 amp. gentamycin (80 mg/2 ml); pH 7,7) opatrné
navrstveny na Percollovy gradient (2 ml 80%, 1,5 ml 70%, 1,5 ml 55% a 2 ml 40%).
Centrifugace spermii v Percollovém gradientu byla provddéna pfi 200 x g po dobu
45 minut pfi laboratorni teploté. Pro kapacitaci in vitro byly dale pouZity spermie z oblasti
rozhrani 70% a 80% Percollu. Zbylé Percollové faze byly opatrné ze zkumavky odsaty,
spermie z 80% roztoku Percollu byly opatrné 2 x promyty v TBM a centrifugovany
pri 200 x g vZdy 10 minut. Po druhém promyti byly spermie resuspendovany a naredény
roztokem BSA v TBM (1 mg/ml) na koncentraci 5 x 107 bunék/ml. Kapacitace probihala
v suspenzi po 500 pl v termostatu pii 37 °C v prostfedi 5% CO, po dobu 4 hodin.
Po kapacitaci byly spermie centrifugovdany pfi 200 x g po dobu 10 minut
a resuspendovany v roztoku PBS. VSechny uvedené roztoky a média byly pied pouZitim
vytemperovany na laboratorni teplotu. Pfi manipulaci se spermiemi byly pouZity
specidlni Spicky.
4.2.4 In vitro kapacitace by¢ich spermii

Suspenze ejakulovanych bycich spermii byla nafedéna roztokem PBS
a centrifugovdna pfi 200 x g po dobu 10 minut. Nasledné byly ejakulované spermie
promyty kapacitacnim TL médiem (Minitube, Némecko) a centrifugovany pii 200 x g po
dobu 10 minut. Spermie byly nafedény na findlni koncentraci 10° bun&k/ml
v kapacitaénim TL médiu. Kapacitace probihala v suspenzi po 500 ul v termostatu pfi
39 °C v prostredi 5% CO, po dobu 4 hodin. Po kapacitaci byly spermie centrifugovany
pfi 200 x g po dobu 10 minut a resuspendovény v roztoku PBS. VSechny uvedené roztoky

a média byly pfed pouzitim vytemperovany na laboratorni teplotu.

4.2.5 Neprima imunofluorescen¢ni mikroskopie

Pro hodnoceni kapacita¢niho stavu spermii a pro testovani panelu monoklonélnich
protilatek byla pouZzita nepiima fluorescence. Piiprava jednotlivych preparati je popsana
v nésledujicich podkapitolach.

Negativni kontrola byla vZdy pfipravena stejnym postupem jako preparaty
s vyjimkou primdrni protilatky. Inkubace s primérni protilatkou byla u negativni kontroly

nahrazena inkubaci s roztokem PBS.
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Hodnoceni pfipravenych preparati bylo provedeno pomoci fluorescenéniho
mikroskopu Nikon Eclipse E-400 (Nikon, Japonsko) s imerznim objektivem Plan Apo
VC 60x oil (Nikon, Japonsko). Snimky byly snimdny pomoci CCD kamery
VDS1300 (Vosskiihler, Némecko) a softwaru NIS Elements AR (Laboratory Imaging,
Cesk4 Republika).

4.2.5.1 Hodnoceni kapacita¢niho stavu kancich spermii

Nepfimd imunofluorescen¢ni mikroskopie s pouZzitim monoklondlni protildtky
ACR-2 proti akrosomovému proteinu akrosinu byla pouZzita pro stanoveni funkéniho
stavu kancich spermif pfed a po in vitro kapacitaci.'™ Ze suspenze ejakulovanych a in
vitro kapacitovanych spermii v roztoku PBS byly pfipraveny natéry (10 ul) na
mikroskopickd podloZzni sklicka. Nakapané preparaty byly fixovdny vymraZenym
acetonem po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté a poté omyty roztokem PBS s 0,05%
Tween 20. Na podlozZni sklicko byla priddna monoklondlni protildtka ACR-2, inkubace
probihala po dobu 60 minut pfi 37 °C ve vlhké komtirce. Po ukonceni inkubace byly
preparity opakované promyty roztokem PBS s 0,05% Tween 20 a byla nanesena
sekundarni protilatka proti mySim IgG konjugovand s FITC, inkubace probihala po dobu
60 minut pfi 37 °C ve vlhké komturce. Po inkubaci byly preparaty op€t promyty roztokem
PBS s 0,05% Tween 20 a nasledné destilovanou vodou. Po osuSeni bylo na preparat

naneseno montovaci médium Vectashield s DAPI a preparét byl prekryt krycim sklickem.

4.2.5.2 Hodnoceni kapacitacniho stavu bycich spermii

Ke stanoveni kapacitacniho stavu bycich spermii pied a po in vitro kapacitaci byla
pouZzita monoklonalni protildtka P-Tyr-O1 proti fosfotyrosinu. Dale byla provedena
kontrola integrity akrosomu pomoci PNA.'” PNA (z angl. Peanut agglutinin) je lektin
pochézejici z podzemnice olejné, ktery se specificky vdze na postranni sacharidovy
fetézec Gal-B(1-3)-GalNAc glykoproteind na vnéjsi akrosomové membrané. Ze suspenze
ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii v roztoku PBS byly pfipraveny natéry
(10 wl) na mikroskopickd podlozni sklicka. Pripravené preparaty byly fixovany
v ledovém roztoku acetonu a methanolu (1:1) po dobu 10 minut a poté omyty PBS
s 0,05% Tween 20. Na podloZni sklicko byla pfiddna monoklonalni protilatka P-Tyr-01
v fedéni 1:200 v PBS, inkubace probihala po dobu 60 minut pfi 37 °C ve vlhké komiirce.
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Po inkubaci byly preparity opakované promyty roztokem PBS s 0,05% Tween 20 a byla
nanesena sekunddrni protilatka proti mySim IgG konjugovana s FITC (1:300), inkubace
probihala po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté ve tmé. Po inkubaci byly preparaty
opét promyty roztokem PBS s 005% Tween 20 a nésledné¢ inkubovany
s 50 ul PNA-TRITC v PBS (1:300) po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci
byly preparity omyty roztokem PBS s 0,05% Tween 20 a destilovanou vodou, nasledné
bylo na preparit naneseno montovaci médium Vectashield s DAPI a preparat byl prekryt

krycim sklickem.

4.2.5.3 Imunolokalizace proteinii na spermiich

Imunolokalizace proteini na spermiich byla provedena pomoci panelu
monoklonélnich protildtek proti proteintim izolovanym z povrchu kancich ejakulovanych
spermif, ktery byl piipraven nasf laboratofi.'” Klony protildtek pouZité pfi charakterizaci
proteind na povrchu kancéich spermif byly oznaceny takto: 3B10, 1C7,4C7,4C11, 5CS5,
1D1,2D10, 3D5, 3D7, 1E3, 2E1, 4E8, 5F2, 1G7, 2G9, 1H9 a 2H10.

Z bunécné suspenze kanCich epididymdlnich, ejakulovanych a in vitro
kapacitovanych spermif v koncentraci 1 x 10°ml byly pfipraveny natéry bunék po 10 pl
na podloZni mikroskopicka sklicka.

Byci epididymaélni, ejakulované a in vitro kapacitované spermie byly pfed nanesenim
na mikroskopické podloZni sklicko fixovany v suspenzi 3,7% paraformaldehydu po dobu
15 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly spermie centrifugovany pti 200 x g po
dobu 5 minut, paraformaldehyd byl odstranén odsiatim a spermie byly 2 x promyty
roztokem PBS. Po promyti byly na mikroskopicka podlozni sklicka pfipraveny natéry
bycich spermii po 10 ul.

Ze suspenze mySich epididymadlnich spermii byly na podloZzni mikroskopicka sklicka
pripraveny natéry bunék po 10 ul.

Inkubace se supernatantem monoklondlni protilatky probihala ve vlhké komirce po
dobu 60 minut pfi 37 °C. Po inkubaci byly preparaty dikladné promyty roztokem PBS
s 005% Tween 20 a nasledovala inkubace s fluorescenén€ znacCenou sekundarni
protildtkou proti mySim IgG (Goat Anti-Mouse IgG konjugovand s FITC) fedénou
1:500 v roztoku PBS, ve vlhké komirce po dobu 60 minut pii 37 °C. Po ukonceni
inkubace byly preparity opét dikladné¢ promyty roztokem PBS s 0,05%
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Tween 20 a nasledné destilovanou vodou. Po osuSeni bylo na prepardt naneseno
montovaci médium Vectashield-DAPI k oznaceni jaderné DNA a preparat byl prekryt

krycim sklickem.

4.2.6 Extrakce proteini spermii pomoci SDS

Ze suspenze spermii po zdkladnim zpracovani (kap. 2.2.1, str. 31) bylo odebrino
potfebné mnozstvi pro SDS elektroforézu. K pelet¢ 1 x 10° bun&k bylo pfiddno
100 wl SDS neredukujiciho vzorkového pufru (50mM Tris-HCI1 pH 6,8, 10% glycerol,
2% SDS, 0,0013% bromfenolovd modi) nebo redukujictho vzorkového pufru
(s pfidavkem merkaptoethanolu do vysledné koncentrace 0,0013%) a smés byla dikladné
resuspendovana. Pripravené vzorky byly inkubovany ve vrouci vodni lazni po dobu
3 minut a poté zchlazeny na ledu. Vznikly lyzat byl nésledné centrifugovan 2 minuty

pfi 10000 x g a proteiny rozpusténé v supernatantu byly pouZity pro elektroforetické

rozdéleni.

4.2.7 Extrakce povrchovych proteinii spermie
Z epididymalnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii byly extrahovany
povrchové proteiny pomoci Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo Fischer

Scientific, USA). Pfi izolaci proteinti bylo postupovéano dle navodu vyrobce (Obr. 5).
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Obr. 5: Schéma extrakce povrchovych proteinii spermie pomoci Pierce Cell Surface

Protein Isolation Kit (Thermo Fischer Scientific, USA).
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Prvnim krokem bylo znaCeni povrchovych proteinti bun¢k biotinem. Peleta spermif
(4 x 10° bunék) promytéd roztokem PBS, byla inkubovdna s 10 ml biotinylani smé&si
(2,5 mg EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotinu (Obr. 6) v PBS) za stdlého otdceni po dobu
30 minut pfi 4 °C.
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Obr. 6: Chemicky vzorec EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotinu

Reakce byla ukoncena pridavkem 500 ul zhaSeciho cinidla (angl. Quenching
Solution), které obsahuje volné —NH, skupiny. Buriky byly centrifugovany pti 500 x g po
dobu 3 minut a nasledné 3 x promyty 10 ml roztokem TBS (25mM Tris-HCI, 150mM
NaCl; pH 7,2).

Za pouziti lyzacniho pufru s inhibitory proteas byla provedena lyze bunék. K peleté
biotinem znaCenych bunék bylo pfiddino 500 ul lyzac¢niho cinidla. Burky byly
resuspendovany a inkubovéany na ledu po dobu 30 minut. Béhem inkubace byla suspenze
bunék kazdych 5 minut intenzivné promichana na vortexu. Po inkubaci byla suspenze
centrifugovédna pfi 10000 x g po dobu 2 minut pii 4 °C. Ziskany bunécny lyzat byl
nanesen na kolonku s imobilizovanym NeutrAvidinem na agarosovych kulickdch a za
stalého tfrepdni 60 minut inkubovan pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl lyzat
z kolonky odstranén centrifugaci pii 1000 x g po dobu 1 minuty. Agarosové kulicky
s navazanymi povrchovymi proteiny spermie byly 3 x promyty dodanym promyvacim
roztokem (angl. Wash Buffer).

Navazané proteiny byly eluovany z avidinové afinitni kolonky inkubaci
ve 400 ul SDS vzorkového pufru (50mM Tris-HCI, 10% glycerol, 2% SDS; pH 6.,8)
s pfidavkem 50mM DTT za stdlého otdCeni po dobu 60 minut pfi laboratorni teplotée.
Centrifugaci pfi 1000 x g po dobu 2 minut byl ziskdn supernatant obsahujici povrchové

proteiny spermie. Takto pfipravené vzorky byly uchovany pii -20 °C.
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4.2.8 Izolace proteini z tkani samcich organi prasete

Proteiny byly izolovany z tkani samcich reprodukénich organid (varle, nadvarle,
prostata, semenné vacky) a z ledviny, kterd byla pouZita jako negativni kontrola. Tkéan
jednotlivych organi (asi 100 mg) byla homogenizovana v 1% Triton X-100 v roztoku
30mM Tris-HCI, 50mM KCI s pH 7,8 ve specidlnich zkumavkach s homogeniza¢nimi
kulickami. Pro dosazeni lepSi homogenizace tkané byl vzorek opakované chlazen na ledu
(3 minuty) a homogenizovén (20 sekund). Pro homogenizaci byl pouZit homogenizétor
Precellys 24 (Bertin Technologies, Francie). Homogenét byl centrifugovdn 2 minuty
pri 10 000 x g. Ziskany supernatant s proteiny byl precistén pomoci 2-D Clean-Up kitu
(kap.2.2.10, str. 38) a proteiny nasledné rozpustény v redukujicim vzorkovém pufru.

Koncentrace izolovanych proteinti byla fluorometricky stanovena pomoci Quant-It

Protein Assay Kit (Invitrogen, USA) a Qubit Fluorometer (Invitrogen, USA).

4.2.9 Izolace proteini tekutin reprodukc¢nich organi prasete

Suspenze epididymalnich spermii (kap. 2.2.2, str. 32) byla nafedéna roztokem PBS
na dvojndsobny objem a centrifugaci pii 200 x g po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté
byla ziskdna epididymalni tekutina a peleta epididymalnich spermii. Epididymalni
tekutina byla znovu centrifugovana pii 10 000 x g po dobu 10 min pfi 4°C.

Semennd plazma byla ziskdna centrifugaci ejakulovanych spermii pfi 200 x g po
dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Ziskany supernatant byl znovu centrifugovan pri
10 000 x g po dobu 10 min pfi 4°C.

Semenné vacky byly opatrné oddéleny od okolni tkdané a byla z nich vytlacena
tekutina, kterd byla centrifugovan pti 3500 x g po dobu 10 min pii 4°C.

Tekutiny reprodukcniho traktu byly precisStény pomoci 2-D Clean-Up kitu a ziskané
proteiny byly rozpustény v redukujicim vzorkovém pufru. Koncentrace izolovanych

proteind byla fluorometricky stanovena pomoci Quant-It Protein Assay Kit (Invitrogen,

USA) a Qubit Fluorometer (Invitrogen, USA).
4.2.10 Precisténi proteini pomoci 2-D Clean-Up Kit

Ziskané supernatanty pii izolaci proteintt z tkdni kanciho reprodukéniho traktu,

tekutiny reprodukéniho traktu a vzorky proteind pred 2D-elektroforézou byly precistény
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pomoci 2-D Clean-Up kitu (GE Healthcare, Velkd Britanie). V prubéhu ¢isténi vzorku

dochazi k vysrazeni proteinti pomoci srazecich roztokl a odmyti neproteinovych slozek.

4.2.11 Elektroforéza proteini v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti
dodecylsulfitu sodného (diskontinualni elektroforéza dle Laemmliho'"")
Pro elektroforetické rozdéleni proteinti byl pouzit 15% polyakrylamidovy separacni
gel. Priprava 15% separa¢niho gelu:
* 2.5ml 1,5M Tris-HCI (pH 8.8)
* 2.5 mldest. H,O
* 5,0 ml roztoku akrylamidu (tj. 29,2% akrylamid a 0,8% BIS)
* 100 ul 10% SDS.
Tésné pred nalitim gelu mezi skla bylo do roztoku separa¢niho gelu pridano:
* 45 ul TEMED
* 35ul 10% APS.
Pripraveny separacni gel byl nalit mezi sklenéné desky a prevrstven destilovanou

vodou. Gel byl nechan polymerovat asi 1 hodinu.

Pro elektroforetické rozdéleni proteini kancich spermii a jejich naslednou
imunodetekci byl pouZit rozdélovaci gel s gradientem koncentrace akrylamidu (7.5-
21 %). Nejprve byly pfipraveny roztoky s koncentraci 7,5 % a 21 % akrylamidu.

Ptiprava 7,5% separacniho gelu:

* 25ml 1,5M Tris-HCI (pH 8.8)
* 5,0 ml dest. H,O
* 2.5 ml roztoku akrylamidu (tj. 29,2% akrylamid a 0,8% BIS)
* 100 ul 10% SDS.
Priprava 21% separacniho gelu:
* 25ml 1,5M Tris-HCI (pH 8.8)
* 0,5 ml dest. H,O
* 7,0 ml roztoku akrylamidu (tj. 29,2% akrylamid a 0,8% BIS)
* 100 ul 10% SDS.
Rozdélovaci gel s gradientem koncentrace akrylamidu byl pfipraven pomoci

soustavy spojenych nddob. Do jedné nddoby byl nalit roztok separacniho gelu o nizsi
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koncentraci akrylamidu a do druhé nadoby roztok o vySsi koncentraci akrylamidu. Oba
roztoky byly neustdle michany magnetickym michadlem. Tésné pred aplikaci gelu mezi
skla bylo do obou gelti pfidano:

* 23 ul TEMED

* 18ul10% APS.

Prostor mezi nadobami byl otevien a pomoci peristaltické pumpy (GE Healthcare,
Velka Britanie) byl roztok polyakrylamidu nasavdn z nadob a hadi¢kou zakon&enou
jehlou byl vrstven mezi elektroforetickd skla. Linearniho gradientu bylo dosaZeno pfi
spravném poméru michéani roztokl, pritoku mezi nddobami a odtoku smési roztoku.
Pripraveny separacni gel byl prevrstven destilovanou vodou a ponechédn polymerovat asi

60 minut.

Piiprava 4% zaostfovaciho gelu:
* 625 ul 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)
* 1,52 ml dest. H,O
* 325 ul roztoku akrylamidu (tj. 29,2% akrylamid a 0,8% BIS)
* 25ul 10% SDS.
Tésné pred nalitim gelu mezi skla bylo do roztoku zaostfovaciho gelu pridano:
* 38 ul TEMED
* 35ul 10% APS.
Z povrchu separac¢niho gelu byla odsata voda a byla nanesena vrstva zaostfovaciho
gelu. Do zaostfovaciho gelu byl okamzZité zasunut hreben pro tvorbu jamek. Gel byl

nechan polymerovat asi 20 minut.

Byla sestavena aparatura pro elektroforézu Mini PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, USA).
Do katodového i anodového prostoru byl nalit stejny elektrodovy pufr (0,025M Tris,
0,192M glycin, 0,1% SDS, pH 8.,3). Po odstranéni hfebenu byly do jamek naneseny
vzorky pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky. Objem nandsenych vzorkd byl 10-15 ul na
jamku.

Molekulovd hmotnost separovanych proteini byla urena podle barvenych
molekulovych proteinovych standardii Precision Plus Protein Standards All Blue (Bio-

Rad, USA). Vzorky proteinii pro elektroforetické rozd€leni byly extrakty spermif
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pripravené pomoci neredukujictho a redukujictho vzorkového pufru (kap. 2.2.6, str. 36),
proteiny z povrchu spermii (kap. 2.2.7, str. 36) a extrakty tkani a tekutin reprodukéniho
traktu (kap.2.2.8 a2.2.9, str. 38).

Jako zdroj stejnosmérného proudu byl pouzit Power Pac 1000 (Bio-Rad, USA).
Zpocatku elektroforéza probihala pii napéti 90 V (asi 20 minut) a po prechodu proteini

do separacniho gelu bylo nastaveno napéti na 150 V (asi 60 minut).

4.2.12 2D-elektroforéza

4.2.12.1 Priprava vzorkua pro 2D-elektroforézu

Proteiny epididymalnich spermii byly ziskdny extrakci pomoci SDS redukujiciho
pufru (kap. 2.2.6, str. 36), prec¢iStény pomoci 2-D Clean Up kitu (kap. 2.2.10, str. 38)
a rozpustény v rehydratanim pufru (7M mocovina, 2M thiomocovina, 4% CHAPS,
1% Triton X-100, 20mM Tris, 0,002% bromfenolovd modi, 2% roztok amfolytu (IPG
pufr), bromfenolovd modi a 1% DTT). Koncentrace izolovanych proteinii byla
fluorometricky stanovena pomoci Quant-It Protein Assay Kit (Invitrogen, USA) a Qubit
Fluorometer (Invitrogen, USA). Pripravené vzorky proteini na 2D-elektroforézu
o koncentraci 100 pg ve 180 ul rehydrata¢niho pufru byly pouzity pro rehydrataci stripti
s rozmezim pH 3-10 o délce 7 cm. Do jamky rehydratac¢ni desticky Immobiline DryStrip
Reswelling Tray (GE Healthcare, Velkd Britanie) bylo naneseno 150 ul pfipraveného
proteinového vzorku. Strip s gelem byl ponofen do roztoku vzorku gelem dolu a cela
jamka byla ndsledné vyplnéna minerdlnim olejem DryStrip Cover Fluid. Rehydrataéni

desticka byla zakryta vikem. Rehydratace stripu probihala pfi laboratorni teploté pfes noc.

4.2.12.2 Izoelektricka fokusace

Prvnim krokem 2D-elektroforézy byla izoelektrickd fokusace proteind.
Rehydratované stripy byly vyjmuty z rehydrataéni desticky, byl odsit prebytecny
mineralni olej a strip byl vloZen do pristroje pro fokusaci Ettan IPGphore (GE Healthcare,
Velka Britanie). Ke stripu s gelem byly pfipevnény elektrody a byl opét zalit minerdlnim
olejem. Fokusace probihala za postupného zvySovéni napéti do hodnoty 6 kVh (asi
4 hodiny), maximalni proud na jeden strip byl 60 yA. Po ukonceni fokusace byl strip

s gelem vyjmut z fokusacniho pfistroje a zamrazen a pfi -20 °C uchovéan pro dalsi pouZiti.
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4.2.12.3 SDS-PAGE

Druhym rozmérem 2D-elektroforézy byla elektroforéza proteini
v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (kap.2.2.11, str. 39).

Pro druhy rozmér 2D-elektroforézy byl pouzit 15% separacni gel. Do zaostrovaciho
gelu byl vloZen specidlni hiebinek pro tvorbu jamky na strip. Pfed vlastni elektroforézou
byl strip inkubovédn 15 minut v ekvilibraénim pufru (6M mocovina, SOmM Tris-HCI
pH 6.8, 30% glycerol, 2% SDS) s pridavkem 1% DTT na horizontdlni tfepacce pfi
laboratorni teploté. Nasledné byl inkubovédn dalSich 15 minut v ekvilibracnim pufru

s ptidavkem 2% jodacetamidu. Pfed nanesenim na gel byl strip omyt destilovanou vodou.

4.2.13 Vizualizace proteinu v gelu
4.2.13.1 Barveni Coomassie Brilliant Blue

Coomassie Brilliant Blue (CBB) je modré barvivo, které se vdZe na proteiny, zejména
na arginin, lysin a aromatické aminokyseliny v proteinech, v polyakrylamidovém gelu.
Po odmyti prebytecného CBB ziistanou mista na gelu obsahujici proteiny oznacena
viditelnymi modrymi prouzky.

Po skonceni elektroforetického rozdéleni proteint (kap. 2.2.11, str. 39) byl gel
opatrné vyjmut ze skel a promyt destilovanou vodou. Nésledné byl barven minimélné
60 minut v roztoku barviva Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,25 g CBB, rozpusténo
v 45 ml methanolu, 9 ml kyseliny octové a 45 ml dest. vody). Po obarveni byl gel
promyvan odbarvovacim roztokem (250 ml methanolu, 100 ml kyseliny octové, 650 ml

H,0) az do odbarveni pozadi gelu.

4.2.13.2 Barveni stiibrem

Metoda barveni proteinti v polyakrylamidovém gelu stfibrem je 10-100 x citlivejsi
nez barveni proteind pomoci Coomassie Brilliant Blue. Principem vizualizace proteint je
vazba stiibrnych kationti (Ag") na —-SH a —COOH funk¢ni skupiny nékterych
aminokyselin. Po redukci na kovové stfibro jsou mista obsahujici proteiny znalena
tmavymi prouzky na svétlém pozadi gelu.

Pokud byly proteiny nedostateCné obarveny Coomassie Brilliant Blue, byl gel

nasledné inkubovan ve fixacnim roztoku (50 ml methanolu, 12 ml kyseliny octové,
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50 ul 37% formaldehydu, doplnéno do 100 ml dest. vodou) po dobu 60 minut
pfi laboratorni teploté (pfipadné pies noc ve 4 °C). Dals{i postup inkubace gelu:
* 3x 20 minut v 50% ethanolu
* 1 minuta v roztoku Na,S,0, . 5 H,0 (0,2 g/l)
* 3x 20 sekund v destilované vodé
* 20 minut v roztoku AgNO, (0,2 g AgNO;, 75 ul 37% formaldehydu,
doplnéno do 100 ml dest. H,O)
* 2x 20 sekund v destilované vodé
* vizualizace (pfiblizné 10 min) v roztoku Na,CO, (6 g Na,CO,, 50 ul
37% formaldehydu, 400 ug Na,S,0, . 5H,0, doplné€no do 100 ml dest. H,O)
* 2x 2 minuty v destilované vodé
Nakonec byl gel inkubovén (asi 10 minut) fixacnim roztokem (250 ml methanolu,

50 ml glycerolu, 50 ml kyseliny octové a 150 ml dest. vody) a zataven do celofanu.

4.2.14 Prenos proteini rozdélenych SDS-elektroforézou na membranu (Western
blot'*)

Pred elektropfenosem proteind z polyakrylamidového gelu byla PVDF-membrana
(Merck Millipore, USA) nejprve promyta 100% methanolem, pak dest. vodou a néasledné
inkubovéna 15 minut v pfenosovém pufru (0,025M Tris, 0,192M glycin, 20% methanol,
pH 8,2). Pfi pouziti nitrocelulosové membrany (NC) byla membrana pred pouZzitim
inkubovéna 15 minut v pfenosovém pufru. V pfenosovém pufru byly ponofeny i houby
a filtrani papiry Whatman. Gel byl spolu s membranou, filtracnimi papiry a houbami

vozen do kazety (Obr. 7).

5
houbicka
2x I)apl'r Whatman

[ ] g€
kazeta membrana -
2x papir Whatman
| hOUbiEka
+

Obr. 7: Schéma sestavent kazety s gelem a membrdnou pro elektropienos
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Kazeta byla vloZena do pristroje pro elektropfenos Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad,
USA) spolu s chladicim blockem. Cely pfistroj byl ponofen do ledové tfiste.

Elektrody byly prfipojeny ke zdroji Power Pac 1000 (Bio-Rad, USA).
Elektroptenos probihal 90 minut pfi 500 mA.

Po ukonceni prenosu byla membrdna opatrné vyjmuta z kazety a promyta

destilovanou vodou. Membrana byla déale pouzita pro detekci glykoproteini,

imunodetekci proteinti na membrané a vazebnou studii.

4.2.15 Detekce sacharidovych fetézcti pomoci konkanavalinu A

K detekci glykoproteinii byl pouzit konkanavalin A, sacharidy-vazajici protein
(lektin), ktery se specificky vdze na koncové a-D-manosylové a a-D-glukosylové
jednotky sacharidovych fetézca.

Detekce glykoproteinii konkanavalinem A a byla provedena na proteinech
rozdélenych elektroforeticky v 15% polyakrylamidovém gelu (kap. 2.2.11, str. 39).
Proteiny byly nasledné pfeneseny na NC membranu (kap. 2.2.14, str. 43). V dalSim kroku
probéhla tzv. deaktivace volnych mist na povrchu membrany 1% roztokem rybi Zelatiny
v PBS pii 4 °C pres noc. Po promyti membriany v PBS s 0,05% Tween 20 byla NC
membrana inkubovéna s konkavalinem a znaenym biotinem v 10 ml pufru (10mM
HEPES, 0,15M NaCl a 0,ImM CaCl,; pH 7.5) v koncentraci (5 ul/ml) po dobu 2 hodin
pfi 37 °C. Po inkubaci byla membriana promyta roztokem PBS s 0,05%
Tween 20 (5 x 10 min) a nasledné inkubovéna s avidinem konjugovanym s kienovou
peroxidasou v roztoku 0,1M Tris-HCI, pH 8,0 po dobu 60 minut pti 37 °C. Po promyti
byl na membranu pfiddn chemiluminiscencni substrat SuperSignal. Detekce signdlu
probihala v pfistroji ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Velk4 Britdnie). Negativni
kontrola byla pfipravena stejnym postupem s vyjimkou inkubace s konkanavalinem A,

ktera byla nahrazena inkubaci s PBS.

4.2.16 Imunodetekce proteinii na membrané
Po elektropfenosu proteint rozdélenych SDS-elektroforézou na PVDF membranu
byla membrana promyta v roztoku PBS. Nasledovala tzv. deaktivace volnych mist na

povrchu membrany 1% roztokem rybi Zelatiny v PBS pii laboratorni teplot€ po dobu
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4 hodin. Poté byla membrana 3 x 10 minut promyvana roztokem PBS s 0,05% Tween 20.
Jako primarni protilatky byly pouZity monoklonélni protilatky, které byly pfipravené
v nas$i laboratofi proti proteinim z povrchu kancich ejakulovanych spermii, v rizném
fedéni v PBS (4C7 1:20,4C11 1:20,5C5 1:50, 1D1 1:25,2D10 1:20, 1E3 1:50, 2E1 1:50,
5F2 1:10 a 1H9 1:20).

PVDF membrédna byla inkubovdna s primdrni protildtkou pfi 4 °C prfes noc.
Po navézani primarni protilatky na pfenesené proteiny byla membréana opét promyvéna
roztokem PBS s 0,05% Tween 20 (9 x 10 minut). Nasledovala inkubace se sekundarni
protildtkou proti mySim IgG konjugovana s kifenovou peroxidasou (GAMPx) fedénou
1:12 000 v PBS pii 37 °C po dobu 60 minut, a pot¢ byla membrdna promyvéna
6 x 10 minut roztokem PBS s 0,05% Tween 20. Negativni kontrola byla pfipravena
shodné s vyjimkou inkubace s primarni protildtkou, ktera byla nahrazena inkubaci s PBS.

Po promyti byl na membridnu pfidin chemiluminiscencni substrat SuperSignal.
Detekce signdlu probihala v pfistroji ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Velka

Britanie).

4.2.17 Studie vazby proteini spermii s glykoproteiny zona pellucida

Pro studium vazby proteind izolovanych z povrchu spermii prasete a byka
s glykoproteiny zona pellucida (ZP) daného sav¢iho druhu byly proteiny spermie nejprve
rozdéleny pomoci SDS-elektroforézy, poté preneseny na PVDF membranu a inkubovény

s roztokem biotinem znacenych glykoproteinti ZP.

4.2.17.1 Izolace oocytu prasete a skotu

Rozmrazené vajeCniky prasete a skotu (asi 50 ks) byly za neustdlého promyvani
vychlazenym fyziologickym roztokem (0,9% NaCl) rozemlety pomoci kuchyniského
masového mlynku. Rozemlety material byl prefiltrovan pres nylonové sito s velikosti ok
1000 ym a pres géazu, stdle byl promyvan fyziologickym roztokem (asi 1800 ml).
Prefiltrovand smés byla nechdna 15 minut sedimentovat a ndsledné byl od smési opatrné
odsdat prebyteCny roztok (asi 80 %) vakuovou trubici. Zbyly sediment byl doplnén
fyziologickym roztokem na dvojndsobny objem a pfefiltrovan pies nylonové sitko
s velikosti ok 350 pym za stdlého promyvéani fyziologickym roztokem. Opét byla

smés nechdna sedimentovat po dobu 15 minut a nasledné byl odsét pfebytecny roztok.
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Nasledné byla suspenze, za stdlého promyvani fyziologickym roztokem, pfefiltrovana
pres nylonové sitko s oky o velikosti 250 gm. Dal$im krokem bylo prefiltrovani suspenze
pres sitko s velikosti ok 80 pgm, na kterém doslo k zachyceni oocyti. Po dikladném
promyti fyziologickym roztokem byly oocyty odsity pomoci injekéni stiikacky.
Zpracovavany materidl byl béhem celého izola¢niho postupu drzen pfi 0 °C.

Pro piecisténi suspenze oocytl byla pouZita centrifugace na Percollovém gradientu.
Na Percollovy gradient ve fyziologickém roztoku (40%, 20% a 10% po 1 ml)
v silnosténné zkumavce byla nanesena suspenze oocytd (3-5 ml). Centrifugace probihala
po dobu 30 minut pfi 2000 x g pfi laboratorni teploté na centrifuze UNIVERSAL 30F
(Hettich Zentrifugen, Némecko). Oocyty byly nalezeny a nasbirany pipetou na rozhrani
fazi 0-10 %. Nasbirané oocyty byly nasledné dvakrat promyty fyziologickym roztokem
a uchovany pri -20 °C.
4.2.17.2 Izolace glykoproteint zona pellucida'”

Oocyty izolované z vajecniki byly po malych davkich homogenizovany ve
sklenéném homogenizétoru dle Pottera-Elvehjema ponofeném do ledu ve fyziologickém
roztoku po dobu 3 minut. Pfi homogenizaci doSlo k oddéleni pevné vrstvy ZP
a kumularnich bunék. Homogendt byl okamZité prefiltrovdn pres nylonové sitko
s velikosti ok 65 ym, na némZ byly zachyceny tlomky ZP. Ulomky ZP byly promyty
destilovanou vodou a poté nasledovala tepelnd solubilizace, inkubace ZP pii 74 °C po
dobu 30 minut. Pfipadné necistoty byly po ochlazeni odstranény centrifugaci (10 000 x g,
10 min). Ziskany supernatant byl roztokem glykoproteini ZP, u kterého byla zméfena
koncentrace proteini pomoci Quant-It Protein Assay Kit (Invitrogen, USA) a Qubit
Fluorometer (Invitrogen, USA). Roztok byl zamrazen a uchovan pii -20 °C do dalsiho
pouziti.
4.2.17.3 Biotinylace glykoproteinii zona pellucida'"’

Glykoproteiny zona pellucida ziskané izolacnim postupem (kap. 2.2.17.2) byly
znaceny biotinem. K roztoku glykoproteinii v PBS o koncentraci 0,35 mg/ml byl pfidan
0,1'x ml 0,5M NaHCO,, pH 9,0 (x = objem vzorku). Byla pfipravena biotinyla¢ni
smés (0,1 mg N-hydroxysukcinimidobiotin ve 25 pl dimethylformamidu) a pfidana ke

kazdému 1 ml vzorku. Biotinylace probihala pfti laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut

46



a poté¢ byla zastavena ptidavkem 1M NH4Cl, pH 6,0 (100 ul). Nasledné byl roztok
dialyzovéan v Spectra/Por MWCO 6/8000 membrané (Spectrum Medical, USA) po dobu
48 hodin proti TBS (20mM Tris-HCI, 0,4M NaCl; pH 7.,8). Po dialyze byl roztok

biotinylovanych glykoproteint zona pellucida zamrazen a uchovén pfi -20 °C.

4.2.17.4 Vazebna studie na PVDF membrané

Po elektropfenosu proteint rozdélenych SDS-elektroforézou na PVDF membranu
byla membridna promyta v roztoku TBS (25mM Tris-HCI, 150mM NaCl; pH 7,2).
Nasledovala deaktivace volnych mist na povrchu membréany roztokem 1% rybi Zelatiny
v TBS pii 37 °C po dobu 4 hodin. V dal§im kroku byla membrina inkubovéna
s glykoproteiny zona pellucida znatenymi biotinem (kap. 2.2.17.3, str. 46) v roztoku
TBS (100 ug/ml) pti 4 °C pfes noc. Po inkubaci byla membrana 6 x 10 minut promyta
roztokem TBS s 0,05% Tween 20 a néasledovala inkubace s avidinem konjugovanym
s kfenovou peroxidasou (2,5 pg/10 ml) v roztoku 0,IM Tris-HCI, pH 8,0 po dobu
60 minut pfi 37 °C. Po inkubaci byla membrana promyta 8 x 10 minut. Po promyti byl
na membrdnu pfiddn chemiluminiscenéni substrat SuperSignal (Thermo Fischer
Scientific, USA). Detekce signédlu probihala v pfistroji ImageQuant LAS 4000 (GE
Healthcare, Velka Britanie).
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5 Vysledky
5.1 Svételny mikroskop

Svételnym mikroskopem byla pozorovdna riznd morfologie hlavicek spermif
prasete, byka, psa, kocoura, mysi a ¢lovéka (Obr. 8). Spermie riznych druhd savcu se lis{
svym tvarem a velikosti. Hlavicky kancich (a), bycich (b), psich (c), kocoufich (d)
a lidskych (f) spermii jsou ovalné a svym tvarem jsou si velmi podobné. Hlavicky spermii
mySi se ale zdsadné 1iSi. Na hlavi¢ce mySsi spermie byl pozorovéan specificky zahnuty

hacek (e).

a b

10 um

Obr. 8: Svételnd mikroskopie. Morfologie spermii riiznych savcich druhi: a) prase,

b) byk, c) pes d) kocour, e) mys a f) ¢loveék.

5.2 1Izolace spermii z epididymu

Z cauda epididymis prasete, byka, psa, kocoura a mySi byly izolovany epididymalni
spermie vysatim injek¢ni stifkackou nebo vyplavenim spermii do roztoku PBS
(kap. 2.2.2, str. 32). Tyto spermie byly pouZity pro nepfimou imunofluorescenéni
mikroskopii s panelem monoklonélnich protilatek (kap. 2.2.5.3, str. 35) a extrakci

proteind pomoci SDS (kap. 2.2.6, str. 36).
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5.3 Invitro kapacitace
5.3.1 Hodnoceni kapacita¢niho stavu kancich spermii

Byla provedena kapacitace kanCich spermii v in vitro podminkéach (kap. 2.2.3,
str. 32). Pro stanoveni funkéniho stavu spermif pred a po in vitro kapacitaci byla pouzita
monoklondlni protilaitka ACR-2 pfipravend proti akrosinu (kap. 2.2.5.1, str. 34).
Na prfipravenych prepardtech byly pozorovany dva vzory fluorescence (Obr. 9).
U nekapacitovanych spermii byla pozorovdna slab$i nerovnomérna fluorescence

v akrosomové oblasti. U kapacitovanych spermii byla velmi silné znafend cela

akrosomova Cast hlavicky.

Obr. 9: Pozorované imunofluorescencni znaceni
nekapacitovanych (a) a kapacitovanych (b) spermii
prasete. Zelené znaceni odpovidd vazbé protildtky

ACR-2, modre znaceno jadro pomoci DAPI.

Na natérech ejakulovanych a in vitro kapacitovanych kanc¢ich spermii bylo spocitdno
200 nahodné vybranych spermii. V populaci ejakulovanych spermii bylo nalezeno
78 % nekapacitovanych spermii, 16 % kapacitovanych spermii a 6 % spermii nebylo
znaceno. Ve vzorku po in vitro kapacitaci bylo nalezeno 17 % nekapacitovanych spermii,

70 % kapacitovanych spermii a 13 % spermii nebylo znaceno.

5.3.2 Hodnoceni kapacita¢niho stavu by¢ich spermii

Byla provedena kapacitace by¢ich spermii v in vitro podminkach (kap. 2.2.4, str. 33).
Pro stanoveni kapacita¢niho stavu spermii pfed a po in vitro kapacitaci byla pouZita
protildtka p-Tyr-O1 proti fosfotyrosinu a byla provedena kontrola integrity akrosomu
pomoci lektinu PNA (kap. 2.2.5.2, str. 34).

Na pfipravenych preparitech byly pozorovany rizné typy fluorescence (Obr. 10,
str. 50). U nekapacitovanych spermii fluorescence protilatky proti fosfotyrosinu (zelena)
nebyla viditelnd. U kapacitovanych spermii znacila tato protildtka silné v akrosomové
casti a malou cast ekvatoridlni ¢4sti hlavicky spermie. Fluorescence PNA lektinu

(Cervend) byla pozorovana na hlavic¢ce spermie v pfipadé zachované integrity akrosomu.
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Obr. 10: Ukdzka vzoru pozorované fluorescence
na nekapacitovanych (a) a kapacitovanych (b)
spermiich byka. Zelené znaceni odpovidd vazbé
protildatky proti fosfotyrosinu, cervené znaceni
vazby lektinem PNA a modre znaceno jddro

pomoci DAPI.

Na natérech ejakulovanych a in vitro kapacitovanych bycich spermii bylo spocitdno
200 nahodné vybranych spermii. V populaci ejakulovanych spermii bylo nalezeno
60 % nekapacitovanych a 40 % kapacitovanych spermii. Ve vzorku po in vitro kapacitaci
bylo nalezeno 34 % nekapacitovanych a 66 % kapacitovanych spermii. PNA lektinem

bylo znageno v obou vzorcich vice nez 95 % spermii.

54 Imunolokalizace proteinti na spermiich

Imunolokalizace proteini spermii byla provedena pomoci panelu monoklonalnich
protilatek pripravenych proti povrchovym proteinim izolovanych z kancich
ejakulovanych spermii. Tyto protilatky byly nejdfive testovdny na epididymalnich,
ejakulovanych a na in vitro kapacitovanych spermiich prasete. Nédsledné byla testovana
mezidruhova reaktivita vybrané protilatky na epididymalnich, ejakulovanych a in vitro

kapacitovanych bycich spermiich a na ejakulovanych spermiich mySi (kap.2.2.5.3,

str. 35).

54.1 Imunofluorescence na kancich spermiich

Vzorky epididymalnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych kancich spermii na
mikroskopickém sklicku byly inkubovany s monoklonalnimi protilatkami a nasledné se
sekundarni protilatkou konjugovanou s FITC. Nétér byl prevrstven montovacim médiem
VectaShield s DAPI k oznaceni jadra.

Negativni kontrola byla pfipravena stejnym postupem s vyjimkou primarni
protilédtky, ktera byla nahrazena roztokem PBS. U negativni kontroly nebyla fluorescence

viditelnd. Shrnuti vysledkid imunofluorescen¢niho pozorovani je v Tab. 1, str. 51.
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Tab.1: Shrnuti testovdni panelu monoklondlnich protildtek pFipravenych proti
povrchovym proteiniim 7 povrchu kancich spermii testovany na epididymdlnich,
ejakulovanych a in vitro kapacitovanych kancich spermiich. V tabulce je uvedena oblast

spermie, kterou se dand protildtka znacila a intenzita pozorované fluorescence dané

protildtky na jednotlivych typech spermii.

Oblast znacena Intenzita imunofluorescence na kanéich
protilatkou na spermiich
Protilatka kancéich
eJak“lovf',HYCh Epididymalni | Ejakulované | Kapacitované
spermiich
3B10 Mltochopvdrlalm cast ) 4 +
bi¢iku
1C6 Neznacena - - -
4C7 Akrosomova oblast - 4+ +++
4C11 Akrosomovd oblast - b +++
5C5 Akrosomova oblast + ++ 4+
1D1 Akrosomova oblast - + -+
2D10 Akrosomova oblast - ++ 4+
3D5 Hlavni ¢ast bi¢iku + ++ ++
3D7 Akrosomova oblast = + +
1E3 Akrosomova oblast - ++ 4+
2E1 Akrosomova oblast + ++ +++
AES Mltochopvdrlalm cast it oy i
bi¢iku
S5F2 Akrosomova oblast +++ +++ ++++
1G7 Mltochopvdrlalm cast + t .
bi¢iku
2G9 Neznacena - - -
1H9 Apikélni ¢ast = A+ +++
SH10 Postakrosomova N o .
oblast

Intenzita fluorescence, se kterou protildtka znacila spermie: spermie neznacena (-),

znacena slabé (+), stiedné (++), silné (+++) a velmi silné (++++).
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Na pocéatku experimentu bylo testovdano 17 monoklondlnich protilitek na
epididymalnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych kancich spermiich. Protilatky
se vazaly a znacily riizné oblasti spermii. Intenzita pozorované fluorescence se u spermif
v riznych stadiich vyvoje lisila. Pozorovanim fluorescence jednotlivych protilatek bylo
zjisténo, ze dvé protilatky (1C6 a 2G9) spermie viibec neznaci. Dalsi 4 protilatky (3B10,
3D5, 4E8 a 1G7) znacily mitochondridlni nebo hlavni ¢ast biciku. Téchto 6 protilatek
bylo z dalSiho testovdni vyfazeno. Protilatky, které dobfe znacily akrosomovou Cdst
hlavi¢ky spermie, na které se nachazeji potencialni receptory pro vazbu zona pellucida
vajicka, byly vybrany k dal§imu studiu. Konkrétné se jednalo o 10 protilatek s oznacenim
4C7,4C11, 5C5, 1D1, 2D10, 3D7, 1E3, 2E1, SF2 a 1H9 (v tabulce jsou tyto protilatky
vyznaceny Zluté). Z toho protilatka 3D7 znacila slabg, proto nebyla dale testovana.

V dalSich podkapitoldch jsou uvedeny imunofluorescencni obrdzky téchto vybranych

4C11

protilatek.

54.1.1 Epididymalni spermie

4C7

o
|
:
5F2

Obr. 11: Neprimd imunofluorescence na kancich epididymdlnich spermiich s pouZitim

panelu monoklondlnich protildtek proti povrchovym proteintim kancich spermii. Zelené
znaceni odpovidd vazbé dané protildtky, modre znaceno jadro pomoci DAPI. Bild linka

Jje méritko 10 um.

52



Imunofluorescenéni znaceni jednotlivych protildtek na spermiich je zachyceno na
obrazku 11, str.52.Z vybranych 9 protildtek znacicich siln€ akrosomovou oblast hlavicky
znacily pouze 3 protilatky na epididymélnich spermii kance. Protilatky 5C5 a 2E1 znacily
povrch spermie slabéji, zatimco protildtka s oznaCenim SF2 znalila spermie silné.

Zbyvajici protilatky epididymalni spermie neznacily.

54.1.2 Ejakulované spermie

Imunofluorescenéni znaceni jednotlivych protildtek na spermiich je zachyceno na
obrazku 12. Na ejakulovanych spermii byla nejslabsi fluorescence pozorovéana
u protilatky 1D1. U protildtek 5C5, 2D10, 1E3 a 2E1 byla pozorovéna stiedné silnd

intenzita fluorescence. O néco siln€ji znacila spermie protildtka SF2. Nejsilné;jsi

fluorescence byla pozorovéana u protilatek 4C7,4C11 a 1H9.

4C11

Obr. 12: Neprimd imunofluorescence na kancich ejakulovanych spermiich s pouZitim

panelu monoklondlnich protildtek proti povrchovym proteintim kancich spermii. Zelené
znaceni odpovidd vazbé dané protildtky, modre znaceno jadro pomoci DAPI. Bild linka

Jje méritko 10 um.
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54.1.3 Kapacitované spermie

Imunofluorescenéni znaceni jednotlivych protilatek na spermiich je zachyceno na
obrazku 13. Na kapacitovanych spermiich prasete byla pozorovdna velmi silna
fluorescence u vSech protilatek v akrosomové C¢ésti hlavicky. NejsilnéjSi intenzita
fluorescence byla pozorovédna u protilatek SC5, 1D1 a SF2. Protilatka 1H9 znacila silné

v ekvatoridlni ¢4sti hlavicky se slabsi fluorescenci v akrosomové ¢asti hlavicky spermie.

Obr. 13: Neprimd imunofluorescence na kancich kapacitovanych spermiich s pouZitim
panelu monoklondlnich protildtek proti povrchovym proteintim kancich spermii. Zelené
znaceni odpovidd vazbé dané protildtky, modre znaceno jadro pomoci DAPI. Bild linka
Jje méritko 10 um.
54.2 Imunofluorescence na bycich spermiich

Z bycich epididymadlnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii, které
byly v suspenzi fixovany paraformaldehydem, byly pfipraveny nédtéry na mikroskopicka
podlozni sklicka. Monoklonaln{ protilatky pripravené proti proteintim z povrchu kancich
spermii, které u kancich spermif siln€ znacCily akrosomovou ¢ast hlavicky spermie, byly
vybrdny pro testovani mozné zkiizené reaktivity na bycich spermiich. Konkrétné se

jednalo o 5 protilatek s oznacenim 4C7, 5C5, 1E3, 2E1 a 1HO9.
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Pripravené preparaty bycich spermii na mikroskopickém sklicku byly inkubovény
s monoklondlnimi protildtkami nésledné se sekunddrni protilatkou konjugovanou s FITC.
Natér byl prevrstven montovacim médiem VectaShield s DAPI k oznaceni jadra.

Negativni kontrola byla pfipravena stejnym postupem s vyjimkou primarni
protilétky, ktera byla nahrazena roztokem PBS. U negativni kontroly nebyla fluorescence
viditelna.

Z panelu monoklondlnich protilatek pfipravenych proti povrchovym proteinim
kancéich ejakulovanych spermii bylo 5 protilatek testovdno na epididymadlnich,
ejakulovanych ~ a  kapacitovanych  spermiich ~ byka.  Shrnuti  vysledku
imunofluorescenéniho pozorovani je v Tab. 2. Z téchto péti vybranych protilatek (4C7,
5C5, 1E3, 2E1 a 1H9) znacila nejsilnéji protilaitka 1E3. Tato protilatka znacila
akrosomovou c¢ast hlavicky spermie na vSech typech spermii. Protildtka 4C7 znacila na
vSech typech spermii slabé linku v apikélni ¢asti hlavicky. Protildtka SC5 znacila pouze

na ejakulovanych spermiich, slabé teCkované po celé hlavicce spermie. Protilatky 2E1

a 1H9 na povrchu bycich spermii neznacily.

Tab. 2: Shrnuti testovdni vybranych monoklondlni protildtek pFipravenych proti
povrchovym proteintim z povrchu kancich spermii na epididymdlnich, ejakulovanych
a in vitro kapacitovanych bycich spermiich. V tabulce je uvedena oblast spermie, kterou
se dand protildtka znacila a intenzita pozorované fluorescence dané protildtky na

Jjednotlivych typech spermit.

Protilatka Fluorescence na spermiich Vzor znaceni

Epididymalni | Ejakulované | Kapacitované

4C7 + ++ ++ Apikalni ¢ast hlavicky

a mitoch. ¢ast biciku

5C5 - ++ - Teckovana hlavicka

a mitoch. ¢ast bi¢iku

1E3 4+ +++ ++++ Akrosomova cast
2E1 + + + Mitoch. ¢ast biciku
1H9 - - - Neznaceno

Intenzita fluorescence, se kterou protildtka znacila spermie: spermie neznacena (-),

znacena slabé (+), stiedné (++), silné (+++) a velmi silné (++++).
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54.2.1 Epididymalni spermie

Imunofluorescenéni znaceni jednotlivych protildtek na spermiich je zachyceno na
obrazku 14. Z péti vybranych monoklonélnich protilatek znaCily na epididymdlnich
spermiich byka pouze dvé protilatky. Protildtka 4C7 znacila slabé linku na apikalni ¢asti
hlavi¢ky spermie. Protilatka 1E3 znacila siln€ v akrosomové oblasti hlavicky. Protilatka

2E1 znacila slabé v pouze v mitochondridlni ¢4sti bi¢iku a zbyvajici dvé testované

protildtky (5C5 a 1H9) na povrchu epididymalnich spermiich neznacily.

s

Obr. 14: Nepiimd imunofluorescence na bycich epididymdlnich spermiich s pouZitim

panelu monoklondlnich protildtek proti povrchovym proteintim kancich spermii. Zelené

znaceni odpovidd vazbé dané protildtky, modie znaceno jdadro pomoci DAPI.

54.2.2 Ejakulované spermie

Imunofluorescenéni znaceni jednotlivych protildtek na spermiich je zachyceno na
obrazku 15, str. 57.Z péti vybranych monoklonalnich protilatek znacily na ejakulovanych
spermiich byka tfi protilatky. Protilatka 4C7 znacila slabé linku v apikélni ¢asti hlavicky
spermie a velmi slabé znacila i mitochondridlni ¢ast bi¢iku. Protilatka SC5 znacila na
ejakulovanych spermiich teckované v celé oblasti hlavicky a slabé znaleni bylo
pozorovano i na bi¢iku spermie. Protilatka 1E3 znacila stfedné silné v akrosomové ¢ésti

hlavicky spermie. Protildtka 2E1 znalila slabé jen v mitochondridlni casti biciku.

Protilatka 1H9 na ejakulovanych spermii neznacila.
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Obr. 15: Nepiimd imunofluorescence na bycich ejakulovanych spermiich s pouZitim
panelu monoklondlnich protildtek proti povrchovym proteiniim kancich spermii. Zelené

znaceni odpovidd vazbé dané protildtky, modie znaceno jdadro pomoci DAPI.

54.2.3 Kapacitované spermie

Imunofluorescenéni znaceni jednotlivych protildtek na spermiich je zachyceno na
obrazku 16, str. 58. Z péti vybranych monoklondlnich protilatek znacily na
kapacitovanych spermiich byka dvé protilatky. Protilatka nazvana 4C7 znacila linku na
hlavi¢ce nékterych spermii a mitochondridlni ¢ast biciku. Protildtka 1E3 znacila stiedné
silné v akrosomové Ccasti hlavicky spermii. Protilditka 2E1 znacila velmi slabé

mitochondridlni ¢ast biciku. Protilditky 5C5 a 1H9 na kapacitovanych spermiich

neznacily.
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Obr. 16: Neprimd imunofluorescence na bycich kapacitovanych spermiich s pouZitim

panelu monoklondlnich protildtek proti povrchovym proteiniim kancich spermii. Zelené

znaceni odpovidd vazbé dané protildtky, modie znaceno jdadro pomoci DAPI.

54.3 Imunofluorescence na mysich epididymalnich spermiich

Monoklonalni protilatky pfipravené proti povrchovym proteiniim kancich spermif
byly testovany pouze na epididymalnich mySich spermiich. Mysi ejakulované spermie se
nepodafilo ziskat. In vitro kapacitace epididymaélnich spermii nebyla provedena.

Natéry mySich epididymalnich spermii byly inkubovdny s monoklondlnimi
protilaitkami nésledné se sekundédrni protildtkou konjugovanou s FITC. Néatér byl
prevrstven montovacim médiem VectaShield s DAPI k oznacenf jadra.

Z panelu monoklondlnich protilaitek bylo na mySich spermiich testovdno
16 protilatek. Protilditka 1C6 nebyla testovdna. Z 16 testovanych protildtek pouze
4 znacily epididymalni spermii. Konkrétné se jednalo o protilatky 3B10, 1E3, 2E1 a 5F2
(Obr. 17, str. 59). VSechny protildtky znaCily v akrosomové casti hlavicky spermie.

Protildtky 3B10 a 2E1 znacily navic i mitochondridlni ¢4st biciku. Zbylych 12 protildtek

na mysSich epididymalnich spermiich neznacilo.
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Obr. 17: Neprimd imunofluorescence na mysich epididymdlnich spermiich s pouZitim
panelu monoklondlnich protildtek proti povrchovym proteintim kancich spermii. Zelené

znaceni odpovidd vazbé dané protildtky, modie znaceno jdadro pomoci DAPI.

5.4.4 Shrnuti zkriZzené mezidruhové reaktivity protilatek

Shrnuti testovani panelu monoklonalnich protilatek pfipravenych proti povrchovym
proteind kancich spermii na spermiich riznych savéich druhi (prase, byk a mys) je
v Tab 3, str. 60. Na spermiich prasete znacila vétSina protilatek akrosomovou &ast
hlavicky spermii. Nékteré znaCily mitochondridlni nebo hlavni cast biciku a dvé
protildtky na spermiich prasete neznacily. U nékterych protildtek byla pozorovdna
zktizena mezidruhova reaktivita na bycich a mySich spermii (oznaceny Zluté). Naptiklad
protildtka 1E3 znalila spermie prasete, byka i mysi. Silna fluorescence této protilatky
byla pozorovéna na vSech funkcnich stadiich spermii s vyjimkou kancich epididymalnich
spermii. Protilatka 4C7 znacCila na spermiich prasete a byka odliSny vzor na hlavicce
spermii. U spermii prasete byla oznacena celd akrosomové ¢4sti, u byCich spermii znacila
protildtka linku v apikdlni ¢asti hlavicky. Protildtka 3B10 na spermiich prasete znacila
pouze mitochondridlni oblast bic¢iku, zatimco na mySich spermiich znacila silné
1 v akrosomové Casti hlavicky. Protildtka SC5 znacila u spermii prasete v akrosomové
oblasti, u bycich ejakulovanych spermii znalila protildtka v oblasti hlavicky a slabé

s v 2

1 mitochondridlni ¢4st bi¢iku. Protildtka 2E1 znacila akrosomovou ¢4st hlavi¢ky u spermii

s\ s

prasete a mysi, u bycich spermii znacila slabé pouze bicik.
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Tab. 3: Srovndni reaktivity protildtek pripravenych proti povrchovym proteiniim kancich
spermii na spermiich riiznych savcich druhi (prase, byk a mys). V tabulce je uvedena

intenzita fluorescencniho znaceni odpovidajici testované protildtce a oblast znaceni na

spermii.
Fluorescence na spermiich
Epididymalni Ejakulované | Kapacitované
Oblast znacéeni
Prase | Byk | MyS | Prase | Byk | Prase | Byk
P ,M-Bicik mitoch. ¢.
3B10 - N +++ + N + N
M-Akrosomova cast
1Cé6 - N N - N - N Neznaceno
P-Akrosomova cast
4C7 - + - STt it - B-Apikalni cast
a bi¢ik mitoch. cast
4C11 - N - ++++ N +++ N P-Akrosomova Cast
P, B-Akrosom. ¢ast
5CS + - - ++ + ++++
B-Bic¢ik mitoch. ¢ast
1D1 - N - + N ++++ N Akrosomova Cast
2D10 - N - ++ N +++ N Akrosomova Cast
3D5 + N - ++ N ++ N Bicik — hlavni ¢ast
3D7 - N - + N + N Akrosomova Cast
1E3 - ++++ | +++ ++ +++ +++ +++ | P.B,M-Akrosom. Cast
P .M-Akrosom. ¢ast
2E1 + - +++ | ++ + +++ +
B ,M-Bicik mitoch. C.
4ES8 ++ N - ++ N +++ N Bic¢ik — mitoch. ¢ast
5F2 +++ N +++ | +++ N ++++ N Akrosomova Cast
1G7 + N - ++ N ++ N Bic¢ik — mitoch. ¢ast
2G9 - N - - N - N Neznaceno
1H9 - - - ++++ - +++ - Apikalni ¢ast
2H10 + N - ++ ++ N Postakrosomova cast

Intenzita fluorescence, se kterou protildtka znacila spermie: spermie neznacena (-),
znacena slabé (+), stredné (++), silné (+++) a velmi silné (++++). Protildtka nebyla

testovdna (N). Oblast znaceni u spermii prasete (P), byka (B) a mysi (M).
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5.5 Extrakce proteini pomoci SDS

Z epididymadlnich spermii kance, byka, psa, kocoura a mySi byly pfipraveny
proteinové extrakty pomoci SDS vzorkového pufru za neredukujicich a redukujicich
podminek (kap. 2.2.6, str. 36). Stejnym postupem byly pripraveny i extrakty proteini
z ejakulovanych spermif kance, byka a ¢lovéka a z in vitro kapacitovanych spermii kance
a byka. Extrakce byly provedeny ze stejného poctu spermatickych bunék. Takto
pripravené extrakty byly pouZity pro porovnani proteinového profilu spermii u riznych
savCich druht. Extrakty z ejakulovanych a kapacitovanych spermii kance byly pouZzity

pro imunodetekci proteind pomoci monoklonélnich protilatek.

5.6 Extrakce povrchovych proteini spermie

Proteiny z povrchu spermii byly izolovany z epididymalnich spermii kance, byka,
psa a mysi, ddle z ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii kance a byka. Proteiny
nebyly izolovéany z povrchu kocoufich epididymalnich spermii, protoZe tyto spermie byly
ziskany pouze izolaci z rozmrazenych epididymi. Motilita t€chto spermii byla sniZena
a béhem procesu zamraZeni mohlo dojit k poSkozeni plasmatické membrany a poSkozeni
akrosom.

Extrakce byla provedena pomoci komeréné doddvaného Pierce Cell Surface Protein
Isolation kitu (kap. 2.2.7, str. 36). Takto pfipravené extrakty byly pouZity pro porovnani
proteinového profilu spermii u riznych savéich druhl. Povrchové proteiny extrahované
z ejakulovanych a kapacitovanych spermif kance byly pouZity pro imunodetekci proteinti

pomoci monoklondlnich protilétek.

5.7 Izolace proteini z tkani kancich organu a z tekutin reprodukcéniho traktu
kance
Proteiny z tkani organd prasete byly ziskdny homogenizaci tkani v roztoku Tritonu
(kap. 2.2.8, str. 38) a preciStény pomoci 2D Clean Up kitu (kap. 2.2.10, str. 38). Tekutiny
ziskané z riznych Casti reprodukéniho traktu prasete (kap. 2.2.9, str. 38) byly také
precistény vyuzitim 2D Clean Up kitu. Ziskané extrakty a tekutiny byly pomoci
monoklondlnich protilatek proti povrchovym proteiniim kancich spermif pouZity k uréen{

pivodu proteind.
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5.8 Porovnani proteinového profilu spermii

Proteiny epididymadlnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii riznych
savCich druhi ziskané extrakci SDS vzorkovym pufrem za redukujicich podminek byly
rozdéleny elektroforeticky v pritomnosti SDS (kap.2.2.11, str. 39). K vlastnimu rozdéleni
proteind byl pouzit 15% separacni polyakrylamidovy gel. Vizualizace proteinti na gelu
probéhla pomoci Coomasie Brilliant Blue (kap. 2.2.13.1, str. 42) a nasledné pomoci

barveni stfibrem (kap. 2.2.13.2, str. 42).

5.8.1 Epididymalni spermie
Elektroforetické rozdéleni proteinti kancich, bycich, psich, kocoufich a mysich
epididymalnich spermii je na Obr. 18.
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Obr. 18: Porovndni proteinového profilu epididymdlnich spermii 1) prasete, 2) byka
3) psa, 4) kocoura a 5) mysi. Proteiny byly rozdéleny na 15% polyakrylamidovém gelu

a vizualizovdny barvenim stiibrem.

Proteinové profily epididymadlnich spermii se mezi testovanymi sav¢imi druhy lisi.
Nejvice se od ostatnich druhtl lisil proteinovy profil mySich spermii. U proteinti spermif
prasete byly v oblasti mezi 10 a 20 kDa (#1) nalezeny dva proteinové prouzky
(13 a 17 kDa). Protein s 13 kDa se nachazel i u vzorkd byc¢ich a kocoufich spermii.
Naopak u psich a mySich spermii tento protein chybél. Protein s mol. hm. pfiblizné
17 kDa byl nalezen pouze u epididymadlnich spermii prasete. U bycich spermii byly
v dané oblasti (#1) dale nalezeny proteinové prouzky s 12 a 15 kDa. U vzorku psich

spermii byly detekovany proteinové prouzky s molekulovymi hmotnostmi pfiblizné
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11,14 a 16 kDa. Protein s 11 kDa byl nalezen pouze u psich spermii. U epididymélnich
kocoutich spermii byly detekovény jiZ zminéné dva proteiny s pfibliZznou molekulovou
hmotnosti 13 a 15 kDa. U mySich spermii byly detekovdny proteiny v oblasti
14 a 16 kDa.

V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) byly u epididymaélnich spermii prasete detekovany
proteiny s mol. hm. pfiblizné 21 a 26 kDa. Odpovidajici proteinovy prouzek (21 kDa)
byl nalezenu vzorku z mySich spermii. U bycich spermii byly slabé detekovany proteiny
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 20, 24 a 30 kDa. Mezi proteiny psich spermii byly
v této oblasti detekovany dva proteiny (23 a 33 kDa). Protein v odpovidajici 33 kDa byl
nalezen také u extraktu z myS$ich spermii. V extraktu ze spermii kocoura byly daile
nalezeny proteiny v molekulové hmotnosti asi 20, 24 a 30 kDa. U mySich spermii byly
detekovany dva proteinové prouzky s 23 a 32 kDa.

Oblast nad 37 kDa (#3) byla u vSech extrakti epididymdlnich spermii velmi

podobnd, bohuzZel proteinové prouzky nejsou dobie viditelné.

5.8.2 Ejakulované spermie

Elektroforetické rozd€leni proteind ejakulovanych spermii prasete, byka a ¢lovéka je
na Obr. 19.
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Obr. 19: Porovndni proteinového profilu ejakulovanych spermii 1) prasete, 2) byka
a 3) cloveka. Proteiny byly rozdéleny na 15% polyakrylamidovém gelu a vizualizovdany

barvenim stribrem.
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Proteinové profily ejakulovanych spermii prasete a byka si byly podobné. Proteinovy
profil lidskych spermii se v urcitych oblastech liSil a bohuZel proteinové prouzky
predevsim v oblasti #3 nebyly dostate¢né viditelné. U extraktli ze spermif prasete i byka
bylo v oblasti mezi 10 a 20 kDa (#1) pozorovano mnoho proteinovych prouzkd.
Proteinové profily obou zvifat si byly podobné s vyskytem proteind v molekulovych
hmotnostech od 11 do 17 kDa. U extraktu by¢ich spermii byl nalezen vyrazny proteinovy
prouzek s priblizné 12 kDa, ktery v extraktu spermii prasete chybél. U extraktu lidskych
spermii byly v této oblasti také nalezeny tfi proteinové prouzky o molekulové hmotnosti
asi 13,14 a 16 kDa.

Pii porovnani oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) bylo zjiSténo, Ze proteinové prouzky
s molekulovymi hmotnostmi pfiblizné 25 a 27 kDa se nachdzeji u vSech tiech
porovnavanych sav¢ich druhi. U lidskych spermii nebyly dalsi proteinové prouzky prilis
viditelné. U spermii prasete a byka byly nalezeny proteiny s pfibliznou molekulovou
hmotnosti 34 a 36 kDa.

V oblasti nad 37 kDa (#3) bylo opé€t u extraktu spermif prasat a bykt vidét né€kolik
proteinovych prouzk, které si vzdjemné odpovidaly, zejména mezi 37 az 60 kDa. Ddle
byl u extraktu spermii prasete detekovan protein s mol. hm. ~120 kDa, ktery u bycich
spermii chybél. Naopak jen u bycich spermii byl nalezen protein s mol. hm. ~170 kDa.
V extraktu lidskych spermii byl v této oblasti nalezen protein s molekulovou hmotnosti

priblizné 90 kDa. Tento protein nebyl v jinych extraktech pfitomen.

5.8.3 Kapacitované spermie

Elektroforetické rozdéleni proteinti extrahovanych z in vitro kapacitovanych spermif
prasat a byku je na Obr. 20, str. 65.

Proteinové profily obou zvitat si byly v urCitych oblastech velmi podobné. V oblasti
mezi 10 a 20 kDa (#1) bylo nalezeno mnoho vzajemné si odpovidajicich proteinovych
prouzkli. Pouze v extraktu kapacitovanych spermii prasat byl detekovan protein
s molekulovou hmotnosti ~13 kDa. U bycich spermii byl nalezen proteinovy prouzek

0 19 kDa, ktery v extraktu prasecich spermii chybél.

64



;
[

16— #1

10 =

Obr. 20: Porovndni proteinového profilu in vitro kapacitovanych spermii 1) prasete a 2)
byka. Proteiny byly rozdeleny na 15% polyakrylamidovém gelu a vizualizovdany barvenim

stiibrem.

V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) si byly oba extrakty velmi podobné. V oblasti nad
37 kDa (#3) byly proteinové prouzky velmi slabé barveny, piesto se zdalo, Ze oba

extrakty si i v této jsou velmi podobné.

5.9 Porovnani proteint z povrchu spermii

Proteiny izolované z povrchu epididymalnich, ejakulovanych a in vitro
kapacitovanych spermii (kap. 2.2.7, str. 36) riznych sav¢ich druhi byly elektroforeticky
rozdéleny (kap.2.2.11, str. 39). K vlastnimu rozdé€leni proteint byl pouzit 15% separaéni
polyakrylamidovy gel. Vizualizace proteint na gelu byla provedena pomoci Coomassie
Brilliant Blue (kap. 2.2.13.1, str. 42) a ndsledné pomoci barveni stiibrem (kap. 2.2.13.2,
str. 42).
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59.1 Epididymalni spermie
Elektroforeticky rozdélené proteiny z povrchu epididymadlnich spermii kance, byka,

psa a mysi jsou na Obr. 21.
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Obr. 21: Porovndni profilu proteinii z povrchu epididymdlnich spermii 1) prasete, 2) byka
3) psa a 4) mysi. Proteiny byly rozdéleny na 15% polyakrylamidovém gelu

a vizualizovdny barvenim stiibrem.

Profily povrchovych proteinii se mezi zvitaty lisi. Nejvétsi rozdily v proteinech
z povrchu spermii jsou u mysSich spermii. V oblasti mezi 10 a 20 kDa (#1) byly
u povrchovych proteinil prasat detekovany prouzky s molekulovou hmotnosti priblizné
14,15 a 16 kDa. V extraktu bycich spermii byl u molekulové hmotnosti 15 kDa nalezen
zdvojeny prouzek. Dale byly u bycich a psich spermii nalezeny proteiny s priblizné
12 a 13 kDa. U extraktu mySich spermii byly nalezeny proteiny s mol. hm. pfiblizné
11,13 a 14 kDa.

V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) byl u kancich spermii nalezen protein s mol. hm.
priblizné 27 kDa, ktery byl pfitomny i ve vzorku psich a mySich spermii. U by¢ich
spermii byly nalezeny proteiny s molekulovou hmotnosti asi 21, 24 a 30 kDa. V extraktu
psich spermii byl také nalezen protein s mol. hm. 21 kDa, a dédle pak proteiny s pfiblizné
25,27 a 35 kDa. Profil proteinti mysich spermii byl odlisny. Byly v ném nalezeny
proteiny s molekulovymi hmotnostmi 26, 35 a 37 kDa.

V oblasti nad 37 kDa (#3) byly profily povrchovych proteinti sav¢ich spermif
podobné. Pouze protein s molekulovou hmotnosti asi 65 kDa byl nalezen v extraktu

spermii prasete, psa a mysi, ale chybél u bycich spermii.
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59.2 Ejakulované spermie

Elektroforeticky rozdélené proteiny ziskané z povrchu ejakulovanych kancich

a byc¢ich spermifi jsou na Obr. 22.
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Obr. 22: Porovndni profilu proteinii extrahovanych z povrchu ejakulovanych
spermii 1) prasete a 2) byka. Proteiny byly elektroforeticky rozdéleny na 15%

polyakrylamidovém gelu a vizualizovdany pomoci barveni stiibrem.

V oblasti mezi 10 a 20 kDa (#1) byly v extraktu proteind z povrchu kancich spermif
detekovany proteiny s molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 12, 14 a 17 kDa. Pouze
v extraktu proteinti z povrchu bycich spermii byly nalezeny proteiny s molekulovou
hmotnosti v oblastech 11 a 16 kDa.

V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) byly pouze u byc¢ich spermii nalezeny proteiny
s molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 22 a 32 kDa. V oblasti nad 37 kDa (#3) bylo

detekovano mnoho proteinti, které se shodné nachéazi u obou studovanych vzorki.
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5.9.3 Kapacitované spermie
Elektroforeticky rozdélené proteiny extrahované z povrchu kancich a bycich spermii

kapacitovanych v in vitro podminkach jsou na Obr. 23.
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Obr. 23: Porovndni profilu proteinii z povrchu kapacitovanych spermii 1) prasete
a 2) byka. Proteiny byly rozdeleny na 15% polyakrylamidovém gelu a vizualizovdny

pomoci barveni stiibrem.

V oblasti mezi 10 a 20 kDa (#1) byly v extraktech obou savct detekovany proteiny
s molekulovou hmotnosti priblizn¢ 14 a 15 kDa. V extraktu proteinti z povrchu bycich
spermii byl navic nalezen protein s ~13 kDa. V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) byl pouze
v extraktu bycich spermii nalezen protein s molekulovou hmotnosti asi 36 kDa. V oblasti
nad 37 kDa (#3) byly v obou extraktech detekovdny proteiny, které si vzdjemné
odpovidaji.

5.10 Porovnani glykoproteinového profilu spermii riznych druha savci

K vizualizaci glykoproteinti bylo pouZito pomoci vazby s konkanavalinem A (kap.
2.2.15, str. 44). Konkanavalin A je lektin, sacharidy-vézajici protein, ktery se specificky
véaze na koncové a-D-manosylové a a-D-glukosylové jednotky sacharidovych fetézci.

Byl pouzit k detekci glykoproteinti ziskanych z epididymadlnich, ejakulovanych
a kapacitovanych spermii ruznych savéich druhd. Proteiny byly rozdéleny
elektroforeticky na 15% polyakrylamidovém gelu a preneseny na NC membranu.
Membrana s proteiny byla inkubovéana v roztoku biotinem znaceného konkanavalinu A
a nasledné s avidinem konjugovanym s peroxidasou. K vizualizaci byl pouZit

chemiluminiscenéni substrat.
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5.10.1 Epididymalni spermie
Detekce postrannich sacharidovych fetézcl proteini z epididymadlnich spermif

prasete, byka, psa, kocoura a mysi je na Obr. 24.
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Obr. 24: Glykoproteinové profily epididymdlnich spermii znacené konkanavalinem
A. SDS extrakty epididymadlnich spermii 1) prasete, 2) byka, 3) psa, 4) kocoura a 5) mysi

pripravené v neredukujicich podminkdch.

Mezi jednotlivymi sav¢éimi druhy jsou patrné rozdily v zastoupeni glykoproteint.
V oblasti mezi 10 a 20 kDa (#1) byl u kanc¢ich spermii silné znacen glykoprotein
s molekulovou hmotnosti priblizné 18 kDa. U bycich spermii byl nalezen glykoprotein
s priblizné 16 kDa, ktery v ostatnich extraktech nebyl detekovan. U psich spermii byly
detekovany glykoproteiny s molekulovou hmotnosti pfiblizné€ 15,17 a 20 kDa. U koufich
spermii byly také detekovany glykoproteiny s mol. hm. 17 a 20 kDa. U mySich spermii
nebyly pozorovany vyrazné znacené glykoproteiny.

V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) byly u spermii prasete nalezeny glykoproteiny
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 22 a 35-37 kDa. V extraktu bycich spermii byly
znaceny glykoproteiny s 23, 26 a 35 kDa. U psich a kocoutich spermii byly shodné
detekovany glykoproteiny s mol. hm. pfiblizné 23, 25 a 37 kDa. U psich spermii byl
navic nalezen glykoprotein s molekulovou hmotnosti ~36 kDa. U mySich spermii byly
silné znacen glykoprotein ~24 kDa a nalezeny dalsi dva glykoproteiny s mol. hm.

~26 a 35 kDa.
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V oblasti nad 37 kDa (#3) si byly glykoproteinové profily zvitat podobné. U spermii
prasete byl nalezen glykoprotein s molekulovou hmotnosti asi 45 kDa. Glykoprotein
v odpovidajici oblasti byl nalezen i u mySich spermii. U bycich a psich spermii byl
nalezen glykoprotein v oblasti priblizné¢ 48 kDa. U vSech extraktt kromé psich spermiich

byl nalezen glykoprotein s molekulovou hmotnosti asi 60 kDa.

5.10.2 Ejakulované spermie
Detekované glykoproteiny u ejakulovanych kancich, byc¢ich a lidskych spermii jsou
na Obr. 25.
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Obr. 25: Glykoproteinové profily ejakulovanych spermii znacené konkanavalinem A.
SDS extrakty z 1) kancich, 2) bycich a 3) lidskych ejakulovanych spermii pFripravené

v neredukujicich podminkdch.

Mezi témito vzorky byly patrné rozdily v zastoupeni glykoproteinti. V oblasti mezi
10 a 20 kDa (#1) byl u spermii prasete a byka nalezen shodné glykoprotein
s molekulovou hmotnosti priblizné 15 kDa. Dale byl pouze u spermii prasete detekovan
glykoprotein s mol. hm. ~17 kDa. U lidskych spermii bylo slabé znaceni glykoproteinti
v oblasti 15 a 18 kDa.

V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2) byl u kancich spermii nalezen glykoprotein s mol.
hm. pfiblizné 25 kDa a glykoprotein ~27 kDa, ktery byl detekovan také u lidskych
spermii. U vzorku z bycich a lidskych spermii byly nalezeny glykoproteiny s priblizné
23 a 26 kDa. Pouze u bycich spermii byl znacen glykoprotein s molekulovou hmotnosti

asi 32 kDa. U vsech extraktl byl nalezen glykoprotein s pfiblizné 36 kDa.
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V oblasti nad 37 kDa (#3) byly pouze u bycich spermii nalezeny dva glykoproteiny
s molekulovou hmotnosti asi 48 a 65 kDa. U lidskych spermii byl znaceny glykoprotein
s priblizné 50 kDa.

5.10.3 Kapacitované spermie

Glykoproteinovy profil kapacitovanych spermii prasete a byka je na Obr. 26.

Obr. 26: Glykoproteinové profily spermii kapacitovanych v in vitro podminkdch znacené
konkanavalinem A. SDS extrakty kapacitovanych spermii 1) prasete a 2) byka pripravené

v neredukujicich podminkdch.

V oblasti mezi 10 a 20 kDa (#1) byl u obou vzorki nalezen glykoprotein
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 16 kDa. Pouze u extraktu spermii prasete byly
detekovany dalsi glykoproteiny s mol. hm. 14 a 17 kDa. V oblasti mezi 20 a 37 kDa (#2)
byly shodné u spermii obou zvifat nalezeny glykoproteiny s molekulovou hmotnosti
priblizné 21 a 27 kDa. Glykoprotein 32 kDa byl nalezen pouze u by¢ich spermii, naopak
glykoprotein s 36 kDa byl pouze u spermii prasete. V oblasti nad 37 kDa (#3) byly
u spermii prasete detekovany glykoproteiny s molekulovou hmotnosti pfiblizné

45 a 52 kDa. U by¢ich spermii byly nalezeny glykoproteiny 48 a 60 kDa.

5.11 2D-elektroforéza proteint epididymalnich spermii psa a kocoura
Byla provedena 2D elektroforéza proteinti extrahovanych z epididymalnich spermif
psa a kocoura (kap. 2.2.12, str. 41). Proteiny byly extrahovény z epididymalnich spermif

pomoci SDS vzorkového pufru (kap. 2.2.6, str. 36) bez bromfenolové modfi a nasledné
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precistény pomoci 2D Clean Up kitu (kap. 2.2.10, str. 39). Déle byly proteiny rozpustény
v rehydrata¢nim pufru s 2 % IPG a 1 % DTT (kap. 2.2.12.1, str. 41). Takto pfipravené
vzorky byly naneseny na strip s gelem. V prvnim kroku byly proteiny rozdéleny podle
svych isoelektrickych bodd v rozsahu pH 3-10 (kap. 2.2.12.2, str. 41). V druhém kroku
byly proteiny rozdéleny elektroforeticky v pfitomnosti SDS na 15% polyakrylamidovém
gelu (kap.2.2.12.3, str. 41). Proteiny rozdélené v gelu byly vizualizovdny pomoci barveni

stiibrem (kap. 2.2.13.2, str. 42).

pH 3 4 5 6 7 8 9 10pH 4 5 6
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Obr. 27: 2D elektroforézy proteinii epididymdlnich spermii psa (A) a kocoura (B). Prvni
rozmér — isoelektrickd fokusace v rozsahu pH 3-10, druhy rozmér — elektroforéza
v pritomnosti SDS na 15% polyakrylamidovém gelu. Proteiny v gelu byly barveny
stiibrem. Cervené oznacené proteinové body v jednom ze vzorkii chybi. Modie oznacené

proteinové body se lisi mnoZstvim detekovaného proteinu.

Proteiny epididymalnich spermii psa a kocoura rozdélené 2D-elektroforézou jsou na
Obr. 27. Proteinovy profil téchto zvifat se mezi sebou lisil. Nékteré nejviditelnéjsi rozdily
mezi jednotlivymi vzorky byly oznaceny koleCkem.

Cervend oznacené proteinové body v jednom ze vzorkd chybi. Ve vzorku proteind
psich spermii (Obr. 27A) byly nalezeny proteiny, které chybély ve vzorku ze spermii
kocoufich (Obr.27B). Jednalo se napt. o protein s pI 5 a 150 kDa (#1), déle pak o proteiny
spl 6 a 60 kDa (#3), 4 proteinové body v oblasti pI 7-8 a 35 kDa (#6) a o protein s pl
8,5 a 13 kDa (#11). Naopak tfi proteinové body v oblasti pl 8-9 a 45 kDa (#5) byly
detekovany pouze ve vzorku z epididymélnich spermii kocoura (Obr. 27B). Stejné tak

proteiny s pI 7 a 27 kDa (#7),s pl 4 a 14 kDa (#8) aspl 7,5 a 12 kDa (#9).
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Modie vyznacené proteinové body se liSi mnozstvim nalezeného proteinu. Protein
spl5,5a75 kDa (#2) byl vyraznéjsi ve vzorku psich spermii. Naopak proteiny s pl 4,5
a30-40 kDa (#4) as pl 8 a 12 kDa (#10) byly vyraznéjsi ve vzorku proteinti kocoufich

(B) spermii nez psich spermii (A).

5.12 Imunodetekce proteinti kancich spermii na PVDF membrané

Povrchové proteiny z kancich ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
extrahované pomoci Pierce Cell Surface Protein Isolation kitu (kap. 2.2.7, str. 36),
proteiny ze spermii extrahované pomoci SDS (kap. 2.2.6, str. 36), proteiny extrahované
z tkani (kap. 2.2.8, str. 38) a tekutin kanc¢iho reproduk¢niho traktu (kap. 2.2.9, str. 38)
byly elektroforeticky rozdéleny v gradientovém polyakrylamidovém gelu v pritomnosti
SDS (kap.2.2.11, str. 39). Rozdé€lené proteiny v polyakrylamidovém gelu byly pfeneseny
na PVDF membranu (kap. 2.2.14, str. 43). K ureni puvodu proteinu probéhla
imunodetekce proteini na PVDF membrané monoklondlnimi protilatkami proti
povrchovym proteiniim kancich spermii (kap. 2.2.16, str. 44).

PVDF membrana s proteiny byla inkubovana s monoklondlni protilatkou o daném
fedéni. Po promyti membriany ndasledovala inkubace se sekunddrni protildtkou
konjugovanou s kfenovou peroxidasou. Pro vizualizaci byl pouZit chemiluminiscenéni
substrat. SDS extrakt z ejakulovanych a kapacitovanych spermii slouZil jako pozitivni

kontrola. Extrakt z ledvin slouZil jako negativni kontrola.
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5.12.1 Protilatky 4C7 a 4C11

Detekce proteinu s molekulovou hmotnosti priblizné 45 kDa protildatkou 4C7 na
PVDF membrané je na Obr. 28. Tento protein byl pfitomny na povrchu ejakulovanych
1 kapacitovanych spermii. V SDS extraktech ejakulovanych a kapacitovanych spermii byl
detekovan protein, ktery mél mensSi molekulovou hmotnost nez detekovany protein
z povrchu spermii. ZvySeni molekulové hmotnosti proteinu ve vzorcich z povrchu spermii
oproti SDS extraktim byl pravdépodobné v disledku znaleni biotinem pii izolaci
proteind. V extraktech z tkdni ani v tekutinich reprodukéniho traktu nebyl protein

protilatkou detekovan.
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Obr. 28: Imunodetekce proteinii na PVDF membrdné pomoci monoklondlnich protildtek
4C7 ( fedend 1:20) a4C11 ( Fedend 1:20). 1) proteiny z povrchu ejakulovanych spermit,
1) proteiny z povrchu kapacitovanych spermii, 2;) SDS extrakt z ejakulovanych spermii,
2.) SDS extrakt 7 kapacitovanych spermii, 3) extrakt z varlat, 4) proteiny epididymdlni
tekutiny, 5) proteiny tekutiny semennych vdckii, 6) extrakt z prostaty, 7) proteiny semenné

plasmy a 8) extrakt z ledvin

Detekce proteinu s molekulovou hmotnosti priblizné 45 kDa protildtkou 4C11 na
PVDF membrané je na Obr. 28. Protein detekovany protilatkou 4C11 byl pfitomny na
povrchu ejakulovanych a kapacitovanych spermii a v obou SDS extraktech spermii.
Protein detekovany v extraktech pomoci SDS mél mensi molekulovou hmotnost nez
protein z povrchu spermii. ZvySeni molekulové hmotnosti proteinu ve vzorcich z povrchu
spermii oproti SDS extraktiim byl pravdépodobné v diisledku znaceni biotinem pfi izolaci
proteind. V extraktech z tkdni ani v tekutinich reprodukéniho traktu nebyl protein

protilatkou detekovan.
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5.12.2 Protilatky 5C5 a 1E3

Protildtka 5SC5 na PVDF membrané detekovala proteiny s molekulovou hmotnosti
priblizné 24 a 27 kDa (Obr. 29). Na povrchu ejakulovanych spermii nebyla protildtkou
detekovdna ani jedna z forem proteinu. Na povrchu kapacitovanych spermii byla
pfitomna pouze 24 kDa forma proteinu. V SDS extraktech byly obé formy proteinu
protilatkou 5C5 detekovany. Protein byl detekovén také v epididymalni tekutiné, ve které

byly detekovédny obé jeho formy.
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Obr. 29: Imunodetekce proteinii na PVDF membrdné pomoci monoklondlnich
protildtek 5C5 (Fedénd 1:50) a 1E3 (fedend 1:50). 1) proteiny z povrchu ejakulovanych
spermii, 1) proteiny z povrchu kapacitovanych spermii, 2,) SDS extrakt z ejakulovanych
spermii, 2.) SDS extrakt 7 kapacitovanych spermii, 3) extrakt z varlat, 4) proteiny
epididymadlni tekutiny, 5) proteiny tekutiny semennych vdcku, 6) extrakt z prostaty, 7)

proteiny semenné plasmy a 8) extrakt 7 ledvin

Protilatka 1E3 na membrané detekovala proteiny s hmotnosti asi 30, 32,36 a 38 kDa
(Obr. 29). Na povrchu ejakulovanych spermii byl protilatkou 1E3 detekovin protein
s molekulovou hmotnosti 38 kDa. Na povrchu kapacitovanych spermii byly pfitomny
vSechny Ctyfi formy proteinu (30, 32, 36 a 38 kDa). V SDS extraktu z ejakulovanych
spermii byly detekovany protildtkou 1E3 proteinové formy s 32 a 36 kDa a v celkovém
extraktu kapacitovanych spermii byla detekovdna pouze 36 kDa forma proteinu.
V epididymalni tekutiné byl protilatkou 1E3 detekovan protein s molekulovou hmotnosti
asi 70 kDa. Také v extraktu z prostaty byly detekovdany dva proteiny v oblasti
molekulovych hmotnosti 60 a 38 kDa.
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5.12.3 Protilatky 1D1 a 1H9

Protildtka 1D1 na PVDF membriné detekovala protein s molekulovou hmotnosti
priblizné 55 kDa (Obr. 30). Protein byl detekovdan na povrchu ejakulovanych
i kapacitovanych spermii a v SDS extraktech obou typtd spermii. U SDS extraktt z celych
spermii mél detekovany protein vysSi molekulovou hmotnost nez proteiny detekované
v extraktech povrchovych proteint. V extraktech z tkani ani v tekutinich reprodukéniho

traktu nebyl protein protilatkou detekovan.
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Obr. 30: Imunodetekce proteinii na PVDF membrdné pomoci monoklondlnich
protildtek IDI (Fedeni 1:25) a 1H9 (fedeni 1:20). 1) proteiny z povrchu ejakulovanych
spermii, 1) proteiny z povrchu kapacitovanych spermii, 2;) SDS extrakt z ejakulovanych
spermii, 2.) SDS extrakt 7 kapacitovanych spermii, 3) extrakt z varlat, 4) proteiny
epididymdlni tekutiny, 5) proteiny tekutiny semennych vdcki, 6) extrakt z prostaty,

7) proteiny semenné plasmy a 8) extrakt z ledvin

Protildtka 1H9 detekovala na PVDF membrané proteiny s molekulovou hmotnosti
priblizné 35 a 45 kDa (Obr. 30). Na povrchu kapacitovanych spermii byly ptfitomny obé
formy proteinu. Slaby signdl byl pfitomny i na povrchu ejakulovanych spermii

a v extraktu z ledvin.
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5.12.4 Protilatka 2D10 a 2E1

Monoklondlni protilitka 2D10 detekovala na PVDF membridné protein
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 200 kDa (Obr. 31). Protein byl pfitomny pouze na
povrchu kapacitovanych spermii a v SDS extraktech z ejakulovanych a kapacitovanych
spermii. V SDS extraktu ejakulovanych spermii byl detekovan protein odpovidajici vySsi
molekulové hmotnosti nez ve vzorcich pripravenych z kapacitovanych spermii.

V extraktech z tkanf ani v tekutinach reproduk¢niho traktu nebyl protein detekovén.

kDa 1622 3 45 6 7 8 kDa 1e1c22. 3 45 6 7 8
250 — » o 250 —
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Obr. 31: Imunodetekce proteinii na PVDF membrdné pomoci monoklondlnich
protildtek 2D10 (fedené 1:20) a 2E1 (Fedéné 1:50). 1) proteiny z povrchu ejakulovanych
spermii, 1) proteiny z povrchu kapacitovanych spermii, 2;) SDS extrakt z ejakulovanych
spermii, 2.) SDS extrakt 7 kapacitovanych spermii, 3) extrakt z varlat, 4) proteiny
epididymadlni tekutiny, 5) proteiny tekutiny semennych vdcku, 6) extrakt z prostaty, 7)

proteiny semenné plasmy a 8) extrakt 7 ledvin

Monoklondlni protilatka 2E1 detekovala na PVDF membrané protein s molekulovou
hmotnosti pfiblizné 200 kDa (Obr. 31). Protein byl detekovdn na povrchu
kapacitovanych spermii. Na povrchu ejakulovanych spermii byl detekovén slabsi signal

protildtky znacici tento proteinu. V extraktech z tkani ani v tekutindch reprodukéniho

traktu protein detekovén nebyl.
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5.12.5 Souhrn imunodetekci proteinii na PVDF membrané

Shrnuti vysledkti imunodetekci na PVDF membrané jednotlivymi monoklonalnimi
protilatkami je zobrazeno v tabulce 4. Pro jednotlivé protilatky je uvedend oblast spermie,
kterou znacily pfi imunofluorescenci. Déle je uvedend pribliznd molekulovd hmotnost
proteinu detekovaného pomoci dané protilatky na PVDF membrané a imunolokalizace

proteinu.

Tab. 4: Shrnuti imunodetekce proteinii na PVDF membrdné pomoci panelu
monoklondlnich protildtek. Je uvedena oblast spermie, kterou protildtky znacily pri
imunofluorescenci, pribliznd molekulovd hmotnost proteinu detekovaného pomoci dané

protildtky na PVDF membrdné a imunolokalizace tohoto proteinu.

—_ Mol. hm.
Oblast znacena _
o znaceného . .
-y protilatkou na . Imunolokalizace proteinu
Protilatka . p proteinu na Ly
ejakulované na PVDF membrané
. PVDF
spermii P
membrané
4C7 Akrosomova 45 kDa Povrch ejaku/lovanych./
oblast a kapacitovanych spermif
AC11 Akrosomova 45 kDa Povrch ejaku/lovanych 5
oblast a kapacitovanych spermif
! Povrch kapacitovanych
5C5 Akrosomova 24,27 kDa spermif a epididymaélni
oblast .
tekutina
D1 Akrosomova 55 kDa Povrch kapac1Ff)vanych
oblast spermii
D10 Akrosomova 200 kDa Povrch kapac1Ff)vanych
oblast spermifi
Povrch ejakulovanych
1E3 Akrosomova 30, 32, 36, a kapacitovanych spermif,
oblast 38 kDa epididymalni tekutinu
a extrakt z prostaty
Bl Akrosomova 200 kDa Povrch ejaku/lovanych./
oblast a kapacitovanych spermif
Akrosomova . o
SF2 oblast Negativni Negativni
1H9 Apikaln{ &4st 35,45 kDa Povrch kapacitovanych
spermii a extrakt z ledviny
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5.13 Studie vazby proteint spermii s glykoproteiny zona pellucida

5.13.1 Izolace a biotinylace glykoproteina zona pellucida

Oocyty byly ziskany z vaje¢nikd prasete a skotu jejich homogenizaci a opakovanym
promyvanim fyziologickym roztokem (kap. 2.2.17.1, str. 46). Oocyty byly ndsledné
preciStény na Percollovém gradientu. Takto ziskané oocyty byly dale homogenizovany
a z homogendtu byl izolovan glykoproteinovy obal vajicka zona pellucida. Glykoproteiny
zona pellucida byly v dal§im kroku biotinylovany (kap. 2.2.17.2, str. 47) a néasledné

pouZzity pro vazebné studie s povrchovymi proteiny kanc¢ich spermii.

5.13.2 Vazebna studie proteini kancich spermii

Byly provedeny vazebné studie povrchovych proteind spermie prasete
s glykoproteiny zona pellucida (ZP) vajicka (kap. 2.2.17.4, str. 47). Elektroforeticky
rozdélené povrchové proteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii na PVDF
membrané byly inkubovdny s biotinem znaCenymi glykoproteiny ZP. Poté byla
membrana inkubovana s avidinem konjugovanym s kienovou peroxidasou a k vizualizaci
interakce byl pouZit chemiluminiscenéni substrat. Povrchové proteiny kancich spermii

vazajici glykoproteiny ZP jsou na Obr. 32.

kDa

250 —
150 —
100 —

75—

50 —
37 —

25 —
20—

15—
10—

Obr. 32: Vazebnd studie povrchovych proteinii kancich ejakulovanych (E)
a kapacitovanych (K) spermii s glykoproteiny zona pellucida. Rozdily ve vazebnych

proteinech oznaceny Sipkou.

Vétsina vazajicich proteinti se nachdzela u obou funkénich stavl spermii, jak
u ejakulovanych, tak u kapacitovanych spermiich. NejvyraznéjSi byly proteiny

s molekulovou hmotnosti asi 12 a 35 kDa. Dalsi proteiny, které interagovaly
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s glykoproteiny ZP a byly nalezeny u ejakulovanych i kapacitovanych spermii, byly
v oblastech s molekulovou hmotnostni pfiblizné 22,27 a 55 kDa.

Byly nalezeny i proteiny, které vazaly glykoproteiny zona pellucida ve vzorku pouze
povrchovych proteinti ejakulovanych spermii. Proteiny s molekulovou hmotnosti asi
11,36 a 85 kDa u kapacitovanych spermii glykoproteiny nevazaly. U kapacitovanych
spermii byl nalezen protein, vazajici zona pellucida, s ptiblizné 45 kDa. Vazba tohoto
proteinu na glykoproteiny zona pellucida nebyla detekovdna u ejakulovanych kancich

spermii.

5.13.3 Shoda imunodetekce proteini monoklonalnimi protilatkami s vazbou
glykoproteinii zona pellucida

Po vizualizaci glykoproteinii zona pellucida vajicka navazanych na proteinech

z povrchu kancich ejakulovanych a kapacitovanych spermii, byly detekované prouzky

porovnany s oblastmi zna¢enymi monoklonalnimi protilatkami (Obr. 33).
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Obr. 33: Vazebnd studie povrchovych proteinii spermii prasete s glykoproteiny zona
pellucida. Vlevo — membrdna s detekovanymi glykoproteiny ZP, které se vdzaly na
proteiny izolované z povrchu kancich ejakulovanych (E) a kapacitovanych (K) spermii.
Vpravo — PVDF membrdny s povrchovymi proteiny z ejakulovanych a kapacitovanych
spermii s oznacenymi oblastmi detekce monoklondlnimi protildtkami. Cervend Sipka —
oblast detekce monoklondlni protildtkou se shoduje s oblasti vazby glykoproteinii zona

pellucida s povrchovymi proteiny. Modrd Sipka — v oblasti detekované monoklondlni protildtkou

nebyla nalezena vazba proteinii s glykoproteiny zona pellucida.
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Protilatky 4C7 a 4C11 detekovaly na PVDF membrdané proteiny se stejnou
molekulovou hmotnosti asi 45 kDa. V odpovidajici oblasti byla detekovdna i vazba
proteinu s glykoproteiny zona pellucida. Protildtka 5C5 detekovala na povrchu
kapacitovanych spermii protein s molekulovou hmotnosti pfiblizné 24  kDa.
V odpovidajici oblasti byla detekovana i vazba proteinu s glykoproteiny zona pellucida.
Monoklondlni protildtka 1D1 detekovala protein s molekulovou hmotnosti pfiblizné
55 kDa a ve stejné oblasti byla detekovana vazba s glykoproteiny zona pellucida.
Protildtky 2D10 a 2E1 na membrdné detekovaly proteiny s molekulovou hmotnosti
200 kDa. Vazba povrchovych proteinti s glykoproteiny zona pellucida byla v této oblasti
také detekovéna. Protilatka 1E3 detekovala na povrchu spermii proteiny o molekulovych
hmotnostech pfiblizné 30, 32,36 a 38 kDa. Vazba povrchovych proteint s glykoproteiny
zona pellucida nebyla v oblastech molekulovych hmotnosti 30, 32 a 38 kDa detekovana.
U 36 kDa formy proteiny byla detekovana vazba s glykoproteiny zona pellucida.
Protilatka 1H9 detekovala proteiny s molekulovymi hmotnostmi pfiblizné 35 a 45 kDa.
Pro oba detekované proteiny byla nalezena shoda i pfi vazbé proteind s glykoproteiny

zona pellucida.

5.13.4 Vazebna studie proteintu bycich spermii
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Obr. 34: Vazebnd studie povrchovych proteinii
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Povrchové proteiny bycich spermii vazajici glykoproteiny ZP jsou na Obr. 34.
U povrchovych proteinti ejakulovanych spermii byka byla detekovana vazba proteinu
s molekulovou hmotnosti v oblasti 75-100 kDa na glykoproteiny zona pellucida. Vazba
povrchovych proteini kapacitovanych spermii nebyla v této oblasti detekovana. Ddle

byly detekovidny proteiny s mol. hm. pfiblizné¢ 35, 45 a 60 kDa, které vazaly
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glykoproteiny ZP. Mezi povrchovymi proteiny kapacitovanych spermii byl detekovéan
pouze jeden protein, ktery vazal glykoproteiny zona pellucida, v oblasti pfiblizné 15 kDa.
Neschopnost detekovat povrchové proteiny kapacitovanych spermii s vazebnou aktivitou

bylo pravdépodobné zplisobeno nizkou koncentraci téchto proteint v extraktu.
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6 Diskuze

Proteiny spermii, stejné jako proteiny somatickych bunék, se podili na strukture
a cytoskeletalnim sloZeni buriky. Jsou zapojeny do mnoha metabolickych procest (jako
je glykolyza, B-oxidace mastnych kyselina nebo respirace) zajiStujicich energii pro
buriku. U spermii midZeme najit navic specidlni proteiny zodpovédné za rozpoznani
a vazbu na zona pellucida vajicka a také proteiny, které hraji roli pfi fizi membran obou
gamet. Jak vyplyvd z publikovanych studif, jsou tyto jedine¢né proteiny v buiice spermie
ve zcela minoritnim zastoupeni.”” "

Proteiny plasmatické membréany spermii se li${ svou biologickou funkcfi a lokalizaci
na spermii. V oblasti akrosomu jsou povrchové proteiny zapojené do primarni vazby
spermie na zona pellucida vajicka, zatimco proteiny z ekvatoridlniho segmentu hlavicky
se podili na vazbé a fuzi plasmatickych membran spermie a vajicka. Povrchové proteiny
v oblasti bi¢iku maji vliv na motilitu spermie, pfedevSim na jeji hyperaktivaci béhem
kapacitace.”

Proteiny na povrchu spermii jsou tvofeny nejen béhem samotného vyvoje spermii ve
varleti, ale do plasmatické membrany spermii se mohou integrovat i béhem epididymalni
maturace® nebo jsou navdzany na povrch spermif ze semenné plasmy pfi ejakulaci.*.
Spermie v epididymu je pfimo vystavend epididymadlni tekuting, ve které jsou obsazené
rizné enzymy (proteinasy, glykosidasy, atd.), jejichz ptisobenim dochazi ke zméndm ve
struktufe a v posttransla¢nich modifikacich proteinti.”” B&hem ejakulace se na povrch
spermii vaZou proteiny ze semenné plasmy, ¢imz dochazi k prekryti a ochrané dilezitych
vazebnych proteinti spermie pred nepfiznivym prostifedim samic¢iho reprodukéniho
traktu. Béhem kapacitace je vétSina proteini semenné plasmy z povrchu spermif
odstranéna a dochazi k odhaleni proteinii zodpovédnych za primarni vazbu na zona
pellucida vajitka.' Proteinovy profil spermif v riiznych funk&nich stavech se proto miize
vyrazné liSit.

Pro studium proteint je zasadni i volba extrakéni metody a Cinidla/detergentu. Byla
publikovéna studie zaméfena na porovnani proteinovych profili spermii, pri které byly
proteiny ziskdny riiznymi extrakénimi Einidly ™

V nasich experimentech byla zvolena extrakce proteinti z celych spermii pomoci SDS
vzorkového pufru a izolace proteinii povrchu spermatické bunky v riznych stadiich jeji
funkéniho vyvoje (epididymalni, ejakulované a in vitro kapacitované). Takto izolované

proteiny byly elektroforeticky charakterizoviny a bylo provedeno porovnani
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proteinovych a glykoproteinovych profild vybranych druhti savci (prase, byk, kocour,
pes, cloveék a mys). U nékterych druhti se podafilo ziskat spermie ve vSech jejich stadiich
funkénich vyvoje (prase, byk), u n&kterych jsme ziskali pouze spermie bud epididymalni
(mys$, kocour, pes) nebo ejakulované (¢lovek). U kancich a bycich ejakulovanych spermii
byla provedena jejich in vitro kapacitace. Srovndvaci studie proteinti izolovanych ze
spermii ve dvou odliSnych funkénich stavech (ejakulovand spermie a po in vitro
kapacitaci) v ramci jednoho sav&iho druhu (prase) jiz byly publikovéany .’ '

V extraktech proteint izolovanych z celych spermii pomoci SDS vzorkového pufru
jsou pfitomné mnoho proteini, které jsou soucasti napt. cytoskeletu buriky nebo jaderné
proteiny. Proteiny zodpovédné za vazbu spermii na zona pellucida jsou lokalizovéany na
povrchu plasmatické membrany a v celkovém extraktu spermii jsou v minoritnim
zastoupeni. Proto byla zvolena metoda cilené izolace proteind z povrchu spermie pomoci
znaceni spermatické buiiky biotinem.""

Proteinové profily epididymadlnich spermii izolovanych pomoci SDS vzorkového
pufru i1 proteiny z povrchu spermii se mezi jednotlivymi savéimi druhy liSily. Nejvice se
od ostatnich sav¢ich druht 1iSil proteinovy profil mysich epididymaélnich spermii.
Elektroforeticky rozdélené proteiny izolované pomoci SDS i z povrchu ejakulovanych
spermii vSech testovanych savCich druhd, si byly v oblasti vysSich molekulovych
hmotnosti (25-75 kDa) velmi podobné. V SDS extraktu spermii si byly proteinové profily
prasete a byka podobné s vyskytem proteini v molekulovych hmotnostech od 11 do
17 kDa. V této oblasti molekulovych hmotnosti by se mohlo jednat o proteiny pochazejici
ze semenné plasmy, a to o spermadhesiny*’ nebo BSP*.

Stejné jako SDS extrakty, tak 1 extrakty z povrchu in vitro kapacitovanych spermii
obsahovaly velké mnozstvi proteinil, které byly shodné pfitomné u obou savéich druhti
(prase a skot).

Mezidruhové rozdily v proteinovych a glykoproteinovych profilech jsou zptisobeny
druhové specifickymi molekulami, popf. odliSnym typem sacharidovych postrannich
fetézcl glykoproteint, které mohou také vyznamné ménit molekulovou hmotnost danych
proteind.

Nezbytnym krokem procesu oplozeni je rozpozndni obou gamet a nédslednd vazba
spermie na glykoproteinovy obal vajicka. Spermie na svém povrchu nese specifické
receptory pro vazbu na zona pellucida.* Aminokyselinové slozeni glykoproteinii zona

pellucida je mezi sav&imi druhy vysoce homologni.> Mezidruhovd specifita vazby
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spermie na vajicko je prevazné dana riznym sloZenim postrannich sacharidovych fetézct
ZP.” Ptedpokladem je, Ze se receptory pro ZP na povrchu spermii, tedy i proteinové
slozeni, jednotlivych savéich druhti od sebe lisi, coz potvrzuji i studie té€chto receptord
u ruznych sav¢ich druhd, napf. mysi, prasete a ¢lovéka, kde bylo jiz identifikovano
nékolik potencidlnich receptori pro tuto vazbu.”

Studium proteinii spermie v predkladané praci probihalo pomoci unikatnich
monoklondlnich protilatek pfipravenych proti povrchovym proteinim kancich
ejakulovanych spermif, které byly pfipraveny v nasi laboratofi.'” Jiz dfive byly proteiny
spermie studovany pomoci pfipravenych protildtek, ale jednalo se prevazné o protildtky
pfipravené proti proteindm kan¢i semenné plasmy napf. pfi studiu DQH'"? povrchového

' inhibitoru akrosinu® a spermadhesini

proteinu, beta-microseminoproteinu (MSP)
AQN'"", AWN'"” PSP I a PSP II'"° na kancich spermiich. V jinych publikacich byly
pouzity protilatky pripravené proti proteinim celych spermii pro studium lidskych
proteind.'"”'"®

Panel monoklonalnich protilatek, které byly pfipravené proti povrchovym proteini
kancich spermii, byl pomoci nepiimé imunofluorescencni metody testovan na spermiich
v ruznych funkénich stavech (epididymalni, ejakulované a in vitro kapacitované).
Ze 17 testovanych protildtek znacilo 9 protilatek silné v akrosomové casti hlavicky
spermie. VétSina protilatek se vazala na ejakulované a kapacitované spermie, kde byla
pozorovana velmi silnd intenzita fluorescence. Vybrané protilatky byly dale testovany na
moznou zkfiZenou reaktivitu na bycich a mysich spermiich.

Z péti vybranych protilatek (4C7, 5C5, 1E3, 2E1 a 1H9) testovanych na bycich
spermiich znacila nejsiln€ji protilatka 1E3. Tato protildtka znacila akrosomovou cast
hlavi¢ky spermii ve vSech funkCnich stavech. Protildtka 4C7 znalila na vSech typech
spermii slabé linku v apikdlni casti hlavicky. Protilaitka 5C5 znalila pouze na
ejakulovanych spermiich, slabé teCkované po celé hlavicce spermie. Protilatky 2E1 a 1H9
na povrchu bycich spermii neznacily.

Na povrchu mySich epididymalnich spermii v akrosomové oblasti hlavicky znacily
protildtky 3B10, 1E3, 2E1 a 5F2. Protildtka 3B10 znacila proteiny na kanc¢ich spermiich
pouze v mitochondridlni ¢ast bi¢iku ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Protildtka
1E3 na kancich spermiich v akrosomové oblasti hlavicky znacila proteiny, ale pouze na
ejakulovanych a kapacitovanych spermiich. Protilatky 3El1 a S5F2 znacily 1 na

epididymalnich spermiich prasete.
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Vzhledem k vétSi podobnosti kan¢ich spermii s by¢imi neZ s mySimi spermiemi jsme
ocekavali zkfiZenou reaktivitu protilatek praveé na bycich spermiich. Protilatky pfipravené
proti povrchovym proteinim kancich spermii znalily na spermiich byka i mysi.
Protilatky, které u kancich spermii znacily spermie v oblasti akrosomu, prevazné znacily
akrosomovou Cast i u bycich spermii. Nékteré protilatky, které u kan¢ich epididymélnich
spermii neznacily nebo znacily slabg, znacily u mySich epididymalnich spermii v oblasti
akrosomu.

Pomoci téchto protildtek jsme testovali pfitomnost danych proteinit v extraktech
z povrchu ejakulovanych a in vitro kapacitovanych kancich spermii. Pivod proteint
rozpoznavanych témito protilatkami jsme studovaly pomoci imunodetekce v tekutindch
a extraktech z tkani reproduk¢nich organt prasete.

Nékteré monoklonélni protilatky (4C7,4C11,2D10,2E1,5CS5, 1D1, 1E3) detekovaly
na PVDF membrané povrchové proteiny ejakulovanych i kapacitovanych spermii
v oblasti se stejnou molekulovou hmotnosti, kde byla také nalezena vazba proteinu
s glykoproteiny ZP. N&které dvojice protilatek pfipravenych proti proteind povrchu
kancich spermii detekovaly protein o stejné molekulové hmotnosti, jako napt. 4C7
a4C11, které znacily protein o mol. hm. 45 kDa nebo 2D10 a 2E1 rozpoznavajici protein
200 kDa.

Cela skdla proteini v Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti izolovanych
z povrchu spermif prasete interagovala s glykoproteiny ZP. Dfive jiZ bylo identifikovano
nékolik proteint v oblasti mol. hm. 14-50 kDa vazajici ZP, a to AQN-3 spermadhesin,
P47, SP32 a fertilin B.""” Na rozdil od prasat, u by¢ich spermif byla nalezena interakce
povrchovych proteinti pfevazné v oblasti vysokomolekuldrnich proteint 75-100 kDa
a v oblasti 35,45 a 60 kDa pouze u ejakulovanych spermii. Pouze jediny protein (14 kDa)
izolovany z povrchu in vitro kapacitovanych byc¢ich spermii vykazoval vazbu se ZP.
Profil vazebnych proteint z ejakulovanych a kapacitovanych spermif se lisil. Rozdily
mezi proteinovymi profily mohou byt zplisobeny bud uvolnénim vizanych proteinii ze
spermii béhem kapacitace a odhalenim novych vazebnych proteind na plasmatické
membrang, anebo rtiznou piistupnosti proteinit béhem biotinylaéni reakce.

Proteiny znacené protildtkami 4C7, 5C5 a 1H9 se v nasi laboratofi podafilo izolovat
pomoci imunoprecipitacni metody s danymi protilitkami z extraktu ejakulovanych
kan¢ich spermii a nasledné identifikovat pomoci MALDI-TOF/TOF hmotnostniho

spektrometru.'®
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Protein rozpoznany protildtkou 4C7 byl identifikovan jako akrosinovy prekurzor.
Tento protein je hlavni sloZkou akrosomu, lokalizovany v akrosomové tekutiné a na
vnitini akrosomové membrané. U prasete se ukazuje, Ze se akrosin podili na sekunddrni
vazb& na vajicko a na priichodu spermie glykoproteinovym obalem ZP.*> Akrosin byl jiz
dfive detekovdn na povrchu ejakulovanych a kapacitovanych spermiich.''' Jeden
z moznych divodi tohoto vyskytu muze byt pfitomnost akrosinu po spontanni
akrosomové reakci ve vzorcich ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Uvolnény
akrosin miZe ndsledné i pres opakované promyvani suspenze bun¢k zlstat zachycen na
povrchu ostatnich spermii. Schopnost akrosinu vdzat ZP byla popséna uz dfive."

Protein rozpoznany protilatkou 5C5 byl identifikovan jako RAB-2A ze skupiny Ras
proteind. V extraktech celych spermii byly nalezeny dvé formy proteinu RAB-2A,24 a 27
kDa. Existence vice forem proteinu RAB-2A muZe byt zpisobena hypervariabilitou C-
koncové domény proteinu.'”' Pouze 24 kDa forma proteinu byla detekovéna v extraktu
z povrchu spermii, a navic pouze u kapacitovanych spermii. Pfedpokladdme, Ze 27 kDa
forma proteinu obsahuje navic hydrofobni doménu, jak bylo ukazano u RAB proteint, a
proto je odolna k izolaci pfi mirnych extrakénich podminkéch.'” RAB-2A se vyskytuji
v epididymdlni tekutiné, kam se pravdépodobné vzhledem ke svému ukotveni

v membréné dostavaji sekreci v epididymosomech.'”

U byka byly nalezeny jiné proteiny
RAB rodiny, které byly asociovény s témito membrdnovymi vacky. '** U lidi byly RAB-
2 proteiny nalezeny v prostasomech.'” Bylo popséno, ¢ RAB proteiny maji nezbytnou
roli jako reguldtory transportnich drah vesikuld."*® Divéjsi studie ukézaly, Ze RAB-2A
miZe byt také lokalizovan uvniti pohlavni bunky a miZe byt zapojen do biogeneze
akrosomu."”” Funkce RAB-2A proteind na povrchu spermif stédle zlistdvéa nevyfeSena.
Protein, rozpoznany protilatkou 1H9 byl identifikovan jako P47 (lactadherin), jiz
dfive popsany protein kan¢ich spermii vézajici glykoproteiny ZP.* Protein P47 jsme
detekovali pomoci imunofluorescence v apikalni ¢asti hlavi¢ky ejakulované spermie, coz
odpovidd publikovanym studiim.'” Na PVDF membrdné jsme detekovali protein
v extraktu z tkané ledviny. Také Ensslin et al.” popisuje vyskyt proteinu
v nereproduk¢nich organech jako sval nebo ledvina. My jsme detekovali dvé formy
45 kDa a 35 kDa, forma o niZ$i molekulové hmotnosti byla popsdna poprvé,
pravdépodobné se jedn4 o zkrdcenou nebo jinak upravenou verzi P47. Petrunkina et al.'”
predpokladd, Ze je lactadherin zapojen do dalSich fyziologickych procest spermatické

buriky jako je kapacitace a akrosomova reakce. Nicméné jsou potfebné dalsi studie, jakym
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zptisobem by mohl byt P47 zapojen do spoustéciho mechanismu signdlnich kaskad

vedoucich k akrosomové reakci a pifpravé fize spermie s vajickem.'”’
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7 Shrnuti vysledku

1)

2)

3)

4)

Ejakulované kan¢i a byc¢i spermie byly kapacitovany v in vitro podminkéch.
Kapacitacni stav spermii byl hodnocen nepifimou imunofluorescenci. Na kanc¢ich
spermiich byla pouZita monoklondlni protilitka ACR-2 proti akrosomdlnimu
proteinu akrosinu. Na byc¢ich spermiich byla pouZita protilatka proti

fosfotyrosinu. U bycich spermii byl pouZit lektin PNA pro kontrolu integrity

akrosomu.

Nepfima imunofluorescenéni mikroskopie byla pouZita k otestovani panelu
monoklondlnich  protilatek pfipravenych proti povrchovym proteinim
ejakulovanych spermii na epididymalnich, ejakulovanych a na in vitro
kapacitovanych kancéich spermiich. Ze 17 testovanych protildtek znacilo
9 protilatek silné v akrosomové &asti hlavicky spermie. VétSina protilatek se
vazala na ejakulované a kapacitované spermie, kde byla pozorovana velmi silné

intenzita fluorescence.

Byla pozorovdna zkiizena mezidruhovd reaktivita nékterych protilatek
pripravenych proti povrchovym proteinim kancich spermii na byc¢ich spermiich,
predevsim na spermiich ejakulovanych. Nejvyraznéji znacila protilatka 1E3, ktera
se vazala do oblasti akrosomu vSech funkénich stadii spermii. Na mySich
epididymalnich spermiich znacily nékteré protilatky akrosomovou ¢ast hlavicky
mySi spermie, zatimco na kan¢ich epididymalnich spermiich neznacily nebo jejich

znaceni bylo slabé.

Proteiny celych spermii a proteiny z povrchu spermii byly izolovany
z epididymalnich, ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii riznych
savCich druhii. Ziskané proteiny byly elektroforeticky rozd€leny a byly porovnany
proteinové/glykoproteinové profily. Pri mezidruhovém  porovnéni
epididymalnich spermii se nejvice liSil proteinovy profil mySich spermii. Pfi
porovnani proteinii ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii prasete

a kance byla zjiSténa jejich vzajemna podobnost.

&9



5)

6)

7

Proteiny psich a kocoufich epididymalnich proteinti byly rozdéleny pomoci
2D-elektroforézy. Pfi porovnani rozdélenych proteinovych profili bylo nalezeno
nékolik proteind, které se nachazely pouze u jednoho z druhii. U nékterych
proteinovych bodil byla nalezena jen zména v mnoZstvi detekovaného proteinu

mezi druhy.

Pomoci monoklondlnich protilatek pfipravenych proti povrchovym proteinim
kancich ejakulovanych spermii byla provedena imunodetekce proteini na PVDF
membrané proteinii v extraktu z povrchu spermii a v SDS extraktech. Tyto
protildtky byly pouzity i1 pro lokalizaci proteinu v tkdnich a tekutinach
reprodukéniho traktu. Bylo zjisténo, Ze protilatky 4C7 a 4C11 shodné znaci
protein s mol. hm. ~45 kDa. Protildtka 5C5 detekovala 24 a 27 kDa proteiny
v extraktu ze spermii a i v epididymdlni tekutiné. Protildtka 1D1 detekovala na
spermiich protein s ~55 kDa. Protilatky 2D10 a 1E3 shodné detekovaly protein
s mol. hm. ~200 kDa. Protilatka 1E3 detekovala 4 formy proteinu (30, 32,36 a
38 kDa) v extraktech spermii a dale detekovala proteiny v epididymdlni tekutiné
a v extraktu z prostaty. Protilatka 1H9 znacila proteiny s mol. hm ~35 a 45 kDa

v extraktu spermii a v extraktu ledviny.

Pro studium vazby spermii na vajicko byly pouZity izolované povrchové proteiny
ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii kance a byka a glykoproteiny
zona pellucida, které byly znaCené biotinem. Glykoproteiny ZP vazalo mnoho
proteind kancich spermii. Na rozdil od prasat, pouze nékolik proteinti bycich
spermii vykazovalo vazbu s glykoproteiny ZP daného druhu. Navic nékteré
z proteind kanCich spermii vazajici glykoproteiny ZP byly zéaroven
imunodetekovany monoklonalnimi protilatkami (4C7, 4C11, 2D10, 2E1, 5CS,
1D1, 1E3) na PVDF membrané.
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