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1. Uvod

Jednim ze zédkladnich znakl Zivych soustav je schopnost reprodukce, v prib&hu
organismi se uplatiiuje piedev§im pohlavni rozmnozovani. AvSak jedna se zde o
rozmnozovani na urovni celého mnohobunééného organismu, nebot’ v jeho ramci dochazi
rovnéz k reprodukci délenim na trovni bunék, jimiz je tvotfen. K tomuto pohlavnimu zptisobu
reprodukce je zapotiebi splynuti dvou morfologicky a fyziologicky odlisnych haploidnich
pohlavnich bunék, neboli gamet, za vzniku geneticky unikatni diploidni zygoty. Kazda z
gamet je tvofena individualnim rodi¢ovskym organismem, je tedy k tomuto splynuti zapottebi
dvou jedinct téhoz druhu a opa¢ného pohlavi — sam¢iho a samic¢iho (zvlastni skupinu tvoti
hermafrodité, kteti disponuji obéma pohlavnimi systémy zarover, i zde je vSak potfeba dvou
jedinct téhoz druhu) [1].

Duvod vzniku tohoto bisexualniho zpisobu reprodukce neni zatim zcela jasny, zda se
vSak, Ze se tak kombinaci genetického kodu zvySuje schopnost adaptace na ménici se
prostiedi, narozdil od jednoduchého déleni, které je odkazano na mnohem méné€ ucinné
nahodné zvyhodnujici mutace [1], [2].

U savcu, tedy i skotu, vznikaji gamety v pohlavnich Zzlazach, neboli gonadach,
v procesu gametogeneze. Spermie, kterd musi nejprve projit nékolika fazemi vyvoje v sam¢im
pohlavnim ustroji, se pak pti kopulaci ejakulaci dostane do samiciho traktu, kde podstupuje
dal$i zmény, aby mohla nakonec uspé$né proniknout do vajicka v dobé ovulace a dat tak
vznik novému jedinci. K tomuto tkonu se b&hem svého vyvoje spermie intenzivné
morfologicky i funkéné diferenciuje (oddil 1.2.1) [1].

Ackoliv mezi jednotlivymi druhy existuji mnohé specifické zvlastnosti, obecné je sled
udalosti vedouci od gametogeneze k fertilizaci u savcli stejny, tj. (z pohledu spermie)
spermatogeneze, epididymalni tranzit, ejakulace, kapacitace a fertilizace (podrobné&ji

v oddilech 1.2 — 1.3).



1.1. Pohlavni ustroji byka

Sklada se zvarlat, kopulaéniho organu (pyje) a pridatnych pohlavnich Zlaz
(nadvarlata, chamovody, ampule, prostata, Cowperovy nebo téZ bulbouretralni zlazy, uretralni

Zlazy) [3], viz obr. 1.1-A.
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nadvarlete, 9 — tfiselny kanal, 10 — esovité
zakFiveni pyje, 11 — tepna a Zila, 12 — mocovy
méchyr, 13 — ampula chamovodu, 14 — konecnik,
15 — semenné vacky, 16 — prostata, 17 -
Cowperovy zlazy, 18 — zatahovac pyje

1.1.1. Varlata (testes)

Jsou to primdrni sam¢i pohlavni organy; jedna se o organy péarové. Jsou mistem
spermatogeneze a spermiogeneze (oddil 1.2.1.). JelikoZz tyto procesy vyZaduji konstantné asi o
2 — 5 °C méné nez je teplota v bfisni dutin€ [3], jsou uloZena v Sourku (scrotum), ktery je

vakovitého tvaru a nachazi se mezi zadnimi koncetinami; spolu se specidlnim svalem —

' Obrazek byl vybran z [3] a upraven.



zdvihacem varlat — reaguje na zménu teploty zménou polohy varlat (pfitazenim resp.
odtazenim) vzhledem k télu (jako zdroji tepla) - ma tak termoregulaéni funkci [3], [4], [5].

Uvniti je varle ¢lenéno do tzv. varletnich lalicku, jez jsou protkany semenotvornymi
toc¢itymi kanalky (tubuli seminiferi contorti). Ty dale ptechazeji v hloubce varlat v kanalky
ptimé (tubuli recti), které se spojuji v rete testis a odvodnimi kanalky (ductuli efferentes) se
v hlavé nadvarlete spojuji v jeden kanal (viz obr. 1.1-B na str. 2) [3]. V prostoru mezi
semenotvornymi kanalky jsou krevni cévy a velké Leydigovy intersticialni burky, které
produkuji sam¢i pohlavni hormon testosteron [3], [4].

Testosteron je z velké ¢asti zodpovédny za spravny vyvoj samc¢iho pohlavniho Gstroji,
dale za vyvoj sekundarnich pohlavnich znakl a je hlavnim faktorem ovliviiujicim normalni
sexualni chovani samce; krom toho je nezbytny pro spravnou tvorbu spermii [4]. Jeho
produkce je fizena téz hormonalné a to gonadotropnimi hormony z piedniho laloku hypofyzy.

Produkce téchto hormont je pak zpétnou vazbou regulovana hladinou testosteronu v krvi [4].

1.1.2. Nadvarle (epididymis)

Je pripojeno k varleti t¢émét po celé jeho délce a je zasobarnou spermii, které v ném
dozravaji v procesu epididymalni maturace (oddil 1.2.3.) [3]. RozliSuje se na ném hlava
nadvarlete (caput epididymis), t€lo nadvarlete (corpus epididymis) a ocas nadvarlete (cauda
epididymis) 3], [4], [S]. Ductuli efferentes z hlavy piechazi v téle nadvarlete v jeden klikaty
kanal (ductus epididymis), ktery se v ocase naptimuje a opousti nadvarle jako chamovod (obr.
1.1-B na str. 2). Kanalky jsou vystlany rasinkovym epitelem, ktery podporuje pohyb spermii
nadvarletem, dale obsahuji sekre¢ni bunky, produkujici epididymalni plazmu, nezbytnou pro

zrani spermii v hlave a jejich uchovavani v ocasu [3].

1.1.3. Dalsi pridatné pohlavni zlazy

Chamovod (ductus deferens) zaCina v ocasu nadvarlete, prochazi tfiselnym kandlem

do bfisni dutiny a konci v panevni ¢asti mocové trubice [3], [5]. Na vnitini strané se rozsifuje

vampuli (aumpulla ductus deferentis — obr. 1.1-A na str. 2), kterd obsahuje cetné zlazky,



jejichz sekret ma vyzivnou funkci [3]. Cinnosti svalstva chamovodu je pii sexualnim
podrazdéni nasavan a vypuzovan obsah nadvarlat az do mocové trubice [3].

Pti ejakulaci (oddil 1.2.4.) se obsah nadvarlat vypuzovany chamovodem misi se
sekrety dal$ich ptidatnych pohlavnich zlaz; tyto sekrety maji rizné biologické funkce, obecné

jsou vsak jiz epididymalni spermie (z cauda) schopny fertilizace in vitro [3].

1.2. Samdi pohlavni burika byka

1.2.1. Spermatogeneze

Proces zahrnuje vznik hotovych spermii ze zarodecnych bun€k zvanych
spermatogonie a cely trvd u byka asi 56 — 63 dni [6]. Je moZno ho rozdélit na:
spermatocytogenezi a spermiogenezi [7]. Spermatogeneze se odehrava uvnitf semenotvorného

kanalku, jehoZ vnitini uspotadani je znazornéno na obr. 1.2-A a B.
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Sklada se z lumen, germinélniho epitelu, jeZ je tvofen burnikami ve vSech fazich vyvoje

od spermatogonii ke spermiim a peritubularni tkan¢ (lamnia propria), jez je tvofena vrstvou

* Obréazek byl vybran z [7] a upraven.



nékolika myofibroblastt, které peristaltickymi stahy pomahaji nepohyblivym spermiim dostat
se z lumen do rete testis [7].

Sertoliho buriky, pospojeny pevnym spojem kolem dokola, déli germindlni epitel na
bazélni a adlumindlni ¢4st a tvoti tak selektivné propustnou bariéru (obr. 1.2-B, str. 4) [7]. Na
bazalni membranu nasedaji spermatogonie, které se dé€li a diferenciuji a putuji smérem
k lumen, pficemz jsou spojeny uzkym cytoplazmatickym mustkem se Sertoliho burikami. Ty
jednak formujici se spermie vyzivuji, jednak endokrinné a parakrinné reguluji
spermatogenezi.  dale  produkuji  ABP  (androgene binding protein) a komunikuji
s intertubularnimi Leydigovymi bunkami [7]. Navic systémem mikrofilament posunuji zrajici
spermic (které v nich dozravaji béhem spermiogeneze) smérem k lumen, kde se nakonec

odpoji (spermiace) | 7].

1.2.1.1.  Spermatocytogeneze

Béhem této faze se zdrode¢né spermatogonie neustdle mitoticky déli za vzniku
n¢kolika typu. kter¢ s¢ od sebe lisi cestou dalsi proliferace. Vysledek tohoto kontinualniho
procesu je jednak zachovani konstantniho stavu zarode¢nych bunck. jednak vznik tzv.
primarniho spermatocytu. ktery je nejvetsic avsak stale stérickou, zarode¢nou bunkou. Z
primarniho  spermatocytu  pak  prvnim  meiotickym  délenim  vznikaji dva sekundarni

spermatocyty a druhym délenim nakonec jiz ¢tyfi haploidni spermatidy [6]. [7].

1.2.1.2.  Spermiogeneze

V tomto procesu podstupuji dosud sférické spermatidy. vzniklé meiodzou. rozsahlé
morflogické zmény. obklopeny a spojeny se Sertoliho bunkami. Béhem nich ztrati vétSinu své
cytoplazmy. jiz pak Sertoliho bunka stravi [7]. Zmény zahrnuji predevSim kondenzaci
nuklcarniho chromatinu. vytvoreni akrosomové cepicky Golgiho aparatem a jeji pfipojeni na
apikalni stranu jadra a tvorbu biciku | 7]. Takto metamorfované buiky se jiz nazyvaji spermie
a po odpojeni od Sertoliho bun¢k s¢ pusobenim lamnia propria (viz vyse) presouvaji do

nadvarlete.
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1.2.2. Stavba spermie

Sav¢i spermie (obr. 1.3) se sklada z hlavicky a biciku, které jsou navzijem spojeny
pres kratky kréek. Plazmatickou membranu obalujici celou spermii je v hlavové ¢asti mozno
rozd¢lit na akrosomalni a postakrosomalni oblast. membrana biciku se obvykle déli na
stiedni. hlavni a koncovou ¢ast: v oblasti krc¢ku je ¢ast spojovaci [8].

Membrana saveéi spermice je heterogenni a obsahuje mnoho specifickych mikrodomén.
Tyto domény. resp. jejich piestavba béhem epididymalni maturace (oddil 1.2.3) a kapacitace

(oddil 1.3) hraji klicovou roli v d¢jich, vedoucich k oplodnéni [2].
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1.2.2.1. Hlavicka

Obsahuje jadro. akrosom a malé¢ mnozstvi cytoplazmy s cytoskeletem [8]. Chromatin
v jadru je vysoce kondenzovan a jadro je zna¢né menSi nez jadra vétSiny bunék. presto vsak
zaujima velkou ¢ast objemu hlavy. Obsahuje poloviéni sadu chromosomt a nuklearni
proteiny. zvané protaminy - mal¢ bazické proteiny. bohat¢ na arginin a cystein. Vysoka

kondenzace chromatinu je udrzovana pomoci disulfidickych mustk(i mezi protaminy [8].
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Akrosom je specialni membranova organela, vznikla z Golgiho komplexu béhem
spermiogeneze. Nachdzi se mezi jadernou membranou, kterou z¢asti obepind, a plazmatickou
membranou. kde v t¢sné blizkosti kopiruje Spicku hlavy [8]. Akrosom obsahuje fadu
kyselych hydrolas typickych pro lysosomy a rovnéz nékolik specifickych enzymu a dalSich
proteinu [8]. Pritomnost této organcly je kriticka pro fertilizaci pii akrosomové reakei (oddil

1.3.3.3).

1.2.2.2. Bicik

Zdaklad tvori axonema. svazek mikrotubul. protinajici bicik po celé jeho délce.
V oblasti od kr¢ku az po konece hlavni ¢asti je axonema obalena vnéj§imi hustymi vlaky (angl.
outer dense fibers). ve stiedni ¢asti jeSt¢ vrstvou spiralovité¢ obtocenych mitochondrii,
predstavujicich vydatny zdroj ATP pro pohyb bic¢iku. Vnéjsi husta vldkna v oblasti hlavni
¢asti jsou kryty vlankitym obalem (angl. fibrous sheat). Zaklad biciku je pfipojen k jadru mezi

spojovaci ¢asti a hlavickou (obr. 1.3 na str. 6) |8].

1.2.3. Zrani (maturace) spermii béhem epididymalniho tranzitu

Ackoliv béhem  spermiogeneze  projde  spermie  nejvyrazn€j$i promenou, neni
v momenté transportu do caput epididymis jesté schopna aspéSného oplodnéni [9], [10].
Fertilizaéni  potencial  (ovsem  pouze c¢astecny — viz oddil 1.3) ziskava az béhem
epididymalniho tranzitu 9], | 10].

V prub¢hu spermatogencze je ¢ast diferenciace regulovana kontrolou genetické
exprese gamety. nicmén¢ v okamziku kondenzace chromatinu béhem spermiogeneze se stava
geneticka exprese neaktivni |9]. Dalsi posttestikularni modifikace vedouci k funkéni spermii
jsou proto povazovany za dusledek interakee spermic s prostredim epididymalniho lumen
(popt. lumen samic¢iho genitalniho traktu). které je v mnohém ohledu unikatni [9] a je
izolovano od krevniho feciste |10]. Béhem epididymalniho transportu se lumindlni prostredi
kontinualn¢ méni z¢asti v dusledku sekrece celé fady lokalné specifickych proteina a enzymau,
které jsou zase velice u¢inné reabsorbovany. Drtiva vétSina proteint je sekretovano v caput

cididymis |9].



Hlavni aspckty fertilizaéniho potencidlu jsou motilita (pohyblivost), schopnost
rozeznat a navazat s¢ na zona pellucida (glykoproteinova obal vajicka) a schopnost
akrosomové reakee [S]. [10]. [11]. Tyto zmény jsou spojeny s prestavbou bunécné membrany
[10]. |11]. zahrnujicich odkryti. modulaci. nebo vytvoieni novych mikrodoménovych slozek,
¢i vyStepeni nekterych stavajicich [10]. [11]. K tomu dochazi ziejm¢ za Gcasti proteas a
enzymu. zahrnutych v metabolismu glykoproteinu (glykosidasy, glykosyltransterasy), jez jsou
zde hojn¢ sckretovany |9] a dale transportu nekterych latek (proteiny bez signalni sekvence,
lipidy) cestou  specialnich  vezikularnich  atvaru. zvanych epididymosomt [11]. Dalsi
modifikace. které vedou k plnému  fertilizaénimu potencidlu a ke kterym dochazi jiz
v sami¢im pohlavnim ustroji, budou popsany v oddilu 1.3.2.

V nadvarleti je také sckretovana cela fada latek, jez maji na spermie ochranny efekt.
Dovoluji pomérn¢ dlouhou dobu skladovat gamety v cauda epididymis v inaktivnim stavu
(slozky antioxida¢niho a imunitniho systému) [S]. [11]. Spermic se stavaji aktivni pti smiseni

se semennou plazmou pii ¢jakulaci |5].

1.2.4. Ejakulace

P cjakulact je stahem svaloviny uzavieno spojeni mezi mocovyn méchyfem a
mocovou trubici |5]. U byka je pak nejdrive sekretovan obsah Cowperovych zlaz. ktery
upravuje prostiedi pro semeno a zbavuje mocovou trubici zbytki moc¢i [3]. Pak jsou
cjakulovany epididymalni spermic spolu se sckretem semennych vacku, prostaty a ampule
(chamovodu) a ¢z urctralnich 7laz (v mocov¢ trubici) zhruba soucasné [3]. Sekrety
semennych vacku tvori u byka prevaznou ¢ast objemu ejakulatu a téz semenné plazmy. Jako
semennd plazma se oznaCuje vyslednd tekutina vznikla smisenim vSech sekretu pridatnych
7laz a jsou v ni rozptyleny cjakulované spermie |3]. Ma nckolik dalezitych biologickych
funkei (oddil 1.4).

Objem cjakulatu byka je obvykle asi 4 ml a obsahuje asi 107 spermii / ml [3]. [5].
ovsem tato Cislac stejné jako slozeni (oddil 1.4) se mohou li8it v ramci ruznych plemen i

v ramcei dvou jedineu téhoz druhu. ¢i v zavislosti na stavu jedince a jeho okoli [3].



1.3. Osud spermie v sami¢im pohlavnim ustroji

Bezprostiedné po kopulaci spermie nejsou jesté schopny oplodnéni. Musi prodélat
dal$i zmény v procesu kapacitace v samicim pohlavnim ustroji. Jelikoz akrosomova reakce
(1.3.3.3) nutn¢ predchazi fertilizaci a (spravné) akrosomové reakce jsou schopny pouze
kapacitované spermie, jde v procesu kapacitace tedy predevsim o ziskani schopnosti spravné
akrosomové reakce |12]. Presto nékteré spermie prodélaji akrosomovou reakei predcasné
(ncbot” normaln¢ k ni dochazi az pii styku se zonou pellucidou [2]); tento jev, nazyvany
spontanni akrosomova rcakce, je vSak povazovan za patologicky a takova bunka jiz vétSinou
neni schopna fertilizace a je odsouzena k zaniku [2].

Jak bylo zmin¢no v oddilu 1.2.3, maji epididymalni spermie c¢astec¢ny fertilizacni
potencial. Jsou in vitro schopny kapacitace (a nasledné akrosomové reakce a fertilizace) bez
potieby semenné plazmy (se kterou se misi pii ejakulaci), ovsem za jistych podminek [2],
[12]. Tyto podminky jsou vét§inou vyssi koncentrace HCOj5. Ca®'. piitomny energeticky
substrat (u byka ma jinak casto pouzivana glukosa inhibi¢ni efekt na kapacitaci), ¢i néjaky
akceptor sterolt (vétSinou albumin). ktery usnadiuje cholesterolovy eflux (oddil 1.4.2.4).

Semenna plazma obsahuje tzv. dekapacitacéni faktory, které pii ejakulaci interaguji
s povrchem spermic a ke kapacitaci muze dojit az po odstranéni nebo modifikace téchto
faktori v sami¢im genitalnim traktu |12]. Jeji efekt spoc¢iva (krom jiného) ve spravném
nacasovani kapacitace a naslednych d¢ju a téz vindukci kapacitace interakci s faktory

v sami¢im prostiedi |12], [13] a bude podrobngji popsan v oddilu 1.4.
1.3.1. Tvorba oviduktalniho rezervoaru
V piipad¢ skotu dohazi k ostranéni dekapacita¢nich faktort a tim k pocatku kapacitace
v cervix (obr. 1.4-A na str. 10). ziejm¢ interakei s faktory. které jsou pritomné v tekutinach

samic¢iho ustroji [12]. Nicmén¢ kapacitovand je vzdy jen mala ¢ast populace spermii, coz je

asi spojeno s vékem jednotlivych bunck [12].
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Nckapacitované spermie se vazou na oviduktalni epitel pomoci lektin-sacharidovych
interakei a tvofi zde tzv. rezervodr. Takto pak prodélaji kapacitaci, béhem niz se tyto
receptory (zodpoveédné za vazbu na ovidukt) ztrati a spermie se uvolni [12]. U kravského
oviduktu jsou za vazbu zodpoveédné pravdépodobné fukosylové zbytky na povrchu epitelu
[14] a zda se. 7¢ k uvolnéni dochazi interakci periferniho proteinu ze semenné plazmy
s fruktosou na povrchu epitelu | 15]. K tomu dochazi nejpozdéji v isthmus (obr. 1.4-B) [12].

Vyznam tvorby rezervoaru je  ziejmé  jednak zabranéni polyspermie, jednak
prodlouzeni Zivotnosti spermii a té7 zpomaleni kapacitace v zavislosti na ovulaci, pfi niz je

pak patrn¢ samic¢imi faktory kapacitace stimulovana [ 14].

1.3.2. Kapacitace

Hlavn¢ zahrnuje vyrazn¢ zmény v architektufe bunééné membrany. Po odkryti
dekapacitacnich faktoru dochazi k tzv. cholesterolovému efluxu [12]. [13]. [16]. neboli ztraté
vyzamn¢ho mnozstvi tohoto membranového lipidu. Tento déj je u byka indukovan faktory
samiciho traktu - heparinem a heparinu podobnymi glykosaminoglykany (GAG) [12]. [13] a
dale FE-HDI. (folicular fluid high density lipoprotein). avsak asi odliSnymi mechanismy [13],
[15]. Nektere proteiny byc¢i semenné plazmy ziejmé hraji v tomto dé&ji vyznamnou roli jako
receptory pro heparin a GAG (viz oddil 1.4) [13].

Dusledky cholesterolového cefluxu jsou pak zvySena fluidita membrany a nasledna

zména fosfolipidové distribuce a konfigurace dulezitych receptort. predevSim odkryti

1 . , Ao
Obrazcek byl vybran 7 |39] a upraven.
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receptoru lignandu zony pellucidy. Membranové modifikace jsou ziejmé podporovany téz
inhibici flipas (kter¢ udrzuji asymetricnost lipidového slozeni) ionty Ca®’, jejichz influx je
spojen s casnymi stadiemi kapacitace [12]. Vysledny efekt je destabilizace membrany a
usnadnéni membranové fuze pii akrosomové reakei [12].[16].

Dalsi zmény zahrnuji zvySeni intracelularniho Ca’* (zfejmé vice mechanismy). pH.
cAMP a HCO;. Komplexni kooperativni interakei nakonec indukuji rozsdhlou modulaci
tyrosinové fosforylace proteinu spermic a indukei tzv. hyperaktivace, coz souvisi se zvySenou

rychlosti a snizenou linearitou pohybu.

1.3.3. Fertilizace

Mecchanismus zodpoveédny za navigaci spermie k vajicku po uvolnéni z rezervoaru
neni zeela jasny. ale pravdépodobné neni dusledkem velkého poctu spermii nachéazejicich se
ve vaging po kopulaci. nebot” pouze velice malo jich v jednom okamziku dosahne oviduktu
[17]. 7Zda sc. 7¢ je to z¢asti chemotaxe. kde vSak vzhledem k pomérne velké vzdalenosti od
rezervoaru (nékolik em) a pohybu lumindlnich tekutin (peristaltickymi stahy oviduktu) neni
mozn¢ udrzet konstantni koncentraéni gradient pripadnych atraktanti; tento mechanismus se
uplatiuje asi spisce v bezprostiedni blizkosti vajicka [12]. [16]. [17], popf. je vicestupnovy
[17]. Nedavny objev termotaxe u spermie by vzhledem k pomérné velkému rozdilu teploty
mezi mistem rezervodaru a mistem  fertilizace (a citlivosti podobnych termosenzori) mohl

piispct k pochopeni mechanismu navigace spermice [ 16].
1.3.3.1.  Komplex vajicka pri ovulaci

Cely komplex s vajickem. ktery vstupuje pii ovulaci do ampuly oviduktu (obr. 1.4-B).
je tvofen haploidnim vajickem. glykoproteinovou vrstvou. kterd s¢ nazyva zona pellucida a je
tvofena tiemi glykoproteiny oznacovanymi (u kravy) bZP1, bZP3a. bZP3f a produkovanymi
vajickem: a dale obalem zvanym cumulus oophorus. ktery je slozen z  nékolika vrstev
kumularnich bunck (vzniklych 7 bunck folikularnich) a extracelularniho matrixu z polymerni

hyaluronové kyseliny (obr. 1.5 na str. 12) [2]. | 18].
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1.3.3.2.  Pencetrace skrz cumulus oophorus

Pouze kapacitované spermic mohou proniknout cumulus oophorus, coz je ziejmé
(alespon z¢asti) dusledek interakee. jejiz schopnost je béhem kapacitace ztracena [2]. Zda se.
7¢ hyaluronidasa. jedna 7 hydrolas spermie, a nékteré dalsi hydrolasy zde hraji spiSe
podfadnou ulohu. a 7¢ spermic pronikne cumulus oophorus radéji pres kanalky. které
vyplyvaji 7 jcho radialniho usporadani |2]. Je mozné. Ze zde hraje roli chemotaxe, ktera se
objevuje az po kapacitaci [12]. [17]. Navic cumulus oophorus je u nékterych saveu, véetné
skotu. spontann¢ degradovan kratce po ovulaci a penetraci spermie pak v okamziku fertilizace

nijak ncbrani |2].
1.3.3.3.  Penetrace zonou pellucidou a akrosomova reakce

Jakmile spermice dosdhne zony pellucidy. dochazi k interakei receptoru na povrchu
spermic s glykoproteiny zony. coz zahdji akrosomovou reakei |2]. [ 18]. Mechanismus iniciace
zatim neni zeela jasny |2]. ale jedna 7 moznosti je. 7ze polyvalentni ZP3 zpusobi agregaci
receptoru spermic. coz vyusti v signalizacni kaskadu. ktera zpusobi rapidni influx Ca®* a fuzi

akrosomové a plazmatick¢ membrany spermie a nasledné vyliti obsahu akrosomu do

" Obrazek byl vybran 7 | 18] a upraven.



extracelularniho prostoru zony pellucidy |2]. [18]. Zda se, ze v téchto procesech vyznamné
figuruje PLA, (fosfolipaza A,), ktera $tépi sn-2 vazbu diacylfosfolipidi a alkyl- nebo alkenyl-
acylfostolipidu za vzniku volnych mastnych kyselin a lysofosfolipidi; tyto latky podporuji
fuzi membran [2].[19].

Akrosomdlni obsah sc¢ sklada 2 mnozstvi hydrolas. nejvyznamngjsi znich je
pravd¢podobné¢ akrosin. ktery je z¢asti ve forme proakrosinu. Ten se nachazi téz na povrchu
spermic a jako receptor se vaze na zonu pellucidu [2]. Akrosin $tépi autokatalyticky
proakrosin na enzymaticky aktivni a-akrosin a dale na -akrosin, ktery se jiz nevaze, je vsak
stale enzymaticky aktivni |2]. Akrosin (v obou formach) je serinova proteasa podobna
trypsinu: narozdil od trypsinu vsak zpusobi pouze lokalni degradaci zony pellucidy [2].
Pusobenim  (nejen) akrosinu nakonec  spermie  vytvofi diru. kterou propluje dovniti.

K penctraci ziejme ¢z piispiva vrtulovity pohyb spermie po hyperaktivaci [2].
1.3.3.4.  Splynuti gamet

Dalsi udalosti pak zahrnuji adhezi spermie na membranu vajicka (pomoci integrinové
interakee) a fzi membran obou gamet. pravdépodobné¢ podobnym mechanismem jako pii
vycestovani leukoceytu |20]. Poté ndsleduje aktivace vajicka. kterd je spojena se zvySenim
intracelularni hladiny Ca®' behem nékolika sckund az minut po fuzi |18] a v pravidelnych
oscilacich trva nékolik hodin. dokud nedojde k prvni mitdze |18]. Tyto viny jsou generovany
cestou 1P5. uvolnujicim endoplazmatické Ca®' a spoustéei mechanismus je zFejmé interakee
obou gamet |18]. V tomto okamziku je ukol spermic — tedy dopraveni genetického materialu
- spIn¢én a zbyl¢ spermie (podobné jako v pripadé, kdy spermie dosahne ampuly jindy nez

okolo ovulace [12]) jsou pak fagocytovany | 14].

_—
(oS



1.4. Byci semenna plazma

Je to tekutina, ve které se nachazi spermie pii ¢jakulaci a jeji obsah pochazi predevsim
z¢ sekretu pridatnych pohlavnich zlaz (u byka hlavné¢ semennych vacku), ale téz z dalSich
bun¢k (krom spermii) — napfi. leukocytt — a jejich produkti: piitomny jsou zde téZ nejriazné)si
mikroorganismy [21].

Obsahuje mnoho nizkomolckularnich latek. jako jsou ionty kovu. organické kyseliny.,
cukry. lipidy a aminokyscliny: 7 vysokomolekularnich latek jsou pfitomny pouze proteiny

[22].

1.4.1. Biologicka funkce by¢i semenné plazmy

Semenna plazma zastava u byka nc¢kolik vyznamnych ualoh. Piedevsim predstavuje
nosic [3. 23, 24|. jchoz prostiednictvim jsou spermic dopraveny do samiciho traktu, nebot je
zdrojem veétSiny objemu cjakulatu. ktery vyrazné zied'uje a snizuje tak jeho viskozitu [3].

Dale obsahuje c¢etné nizkomolekularni latky, které predstavuji jednak dilezité
metabolity a zdroj energic. poticbny pro velmi aktivni pohyb spermii. jednak latky, udrzujici
osmotickou a pll rovnovahu |3].

Je tak¢ ochrannym médiem. jednak diky antioxida¢nimu systému, jednak obsahuje
nckteré latky. potlacujici nepiiznivé faktory v sami¢im astroji |21]. Rovnéz efekt ziedéni
piispiva k zkvalitnéni  podminck snizenim  kocentrace nékterych odpadnich toxickych
produktu spermii (hlavné produkty oxidace).

V neposledni fade také primo moduluje procesy jako kapacitace nebo akrosomova
rcakce: je zaroven dekapacitacni faktor (participuje na tvorb¢ rezervodru, zabranuje predc¢asné

akrosomové reakei) a zaroven ve spravnou chvili kapacitaci indukuje [22].
1.4.2. Proteiny by¢i semenné plazmy
Devadesatdeveét proteinu semenné plazmy byka bylo identifikovano kombinaci 2D-1.C

(2d liquid chromatography) a udaju z protcomickych databazi |25]; pficemz v jiné studii bylo

pomoci 2D-I: (2d elektroforéza) nalezeno okolo 250 proteinovych stop [25]. Z dosavadnich



vyzkumu jsou dostupné detailng)si informace pouze o malé ¢asti z nich, tiebaze majoritné

zastoupené [25].

1.4.2.1.  Proteiny, zahrnuté v antioxida¢nim systému

Nebezpecné oxidacni latky. tzv. ROS (reactive oxygen species). jako jsou O,", OH',
H>0,, NO. které normaln¢ vznikaji v bunce (napf. v dychacim fetézci), je tieba ucinné
odstranovat. protoze tyto latky snadno oxiduji bunééné konstituenty (tj. proteiny. lipidy,
nukleové kyseliny atd.) a zpusobuji jeji vazné poskozeni, coz muze vést az k apoptoze [26].

Jelikoz spermie behem svého pohybu produkuje ROS ve zna¢né mite (mitochondriemi
pii acrobni fosforylaci) a rovnéz v kravském genitalnim traktu jsou produkovany |[21], jsou
spermic i semennd plazma vybaveny nékolika enzymy s antioxidaéni aktivitou., jako SOD
(supcroxid dismutasa — podle [25] Cu/Zn dep.). katalasa a GPx (glutathion peroxidasa: v

semenné plazme byka typu 5 podle [25]) [27].

1.4.2.2.  BSP proteiny

Takto jsou kolektivn¢ oznacovany ¢tyii kyselé proteiny byci semené plazmy: BSP-A1,
BSP-A2. BSP-A3 a BSP-30-kDa a byly detailn¢ studovany a charakterizovany. Tvofi okolo
65 % celkovych proteinu [28] (30 - 40 mg/ml [19]). Prvni tfi jmenované maji molekulovou
hmotnost okolo 13 kDa (z¢ strukturni analyzy: 12774 — 13403 Da [29]).

BSP-AT a BSP-A2 maji stejnou sckvenci o 109 AK a 1isi se pouze ve stupni
glykosylace [29], |23]. Jejich smés s¢ oznacuje jako PDC-109 [23]. Jejich obsah v semenné
plazm¢ je asi 15 - 25 mg/ml [22]. PDC-109 se sklada ze dvou 43 AK fibronektinovych domén
typu Il (Fn2) a 23 AK N-termindlni domény [23]|. Na threoninu v pozici 11 je O-

glvkosidickou vazbou piipojen oligosacharid |23]. [30]:
NeuNAc-a-(2—3)Gal-f-(1-3)GalNVAc—
(NeuNAce = kyselina N-acetylneuramidinova, Gal = galaktosa, GalNAc¢ = N-acetyl-2-

galaktosamin)

BSP-A3 je z¢ 70% homologni s PDC-109 a rovnéz obsahuje 2 Fn2 domény [23].



1.4.2.3.  Role proteinu by¢i semenné plazmy pri fertilizaci

Proteiny semenné plazmy. predevsim BSP, hraji ziejmé dulezitou roli v procesu
reprodukce. a to na urovni kapacitace. tvorby oviduktalniho rezervoaru a akrosomové reakce.
Pri ¢jakulaci se vazi na povrch spermie. kterou pokryji. Ackoliv jich vétSina pochazi ze
semenné plazmy, n¢které (napt. BSP) jsou v malé mite 1 na povrchu epididymalnich spermii

(13].

1.4.2.4. Lipidovy eflux

BSP  se  vazi pres  fosfocholinové  lipidy. jako PC (fosfatidylcholin), SM
(sfingomyelin). lyso-PC. PC plasmalogen. PAF (platelet activating factor) [23]; tyto lipidy
tvoii asi 60 - 70% lipidu bun¢cné membrany byc¢i spermic a vazba ziejmé zavisi na jejich
lokalni hustot¢ [23]. S jistou. avSak dalcko mensi afinitou interaguji téz s jinymi fosfolipidy
(hlavn¢ BSP-30-kDa) |23]. Mcchanismus interakce byl detailné studovan hlavné u PDC-109
[22]. |23] -~ jde o interaker mezi ~N(CH;); o skupinou cholinu a tryptofanovym kruhem
proteinu. Ta j¢ navic podporovana vodikovou vazbou mezi —OH skupinou tyrosinu a
kyslikem fosfatove skupiny. K interakeir dochazi na obou doménach, navic PDC-109 je pti
této interakei ve form¢ dimeru a vSechna vazebna mista jsou orientovana na stejnou stranu,
coz odpovida vazb¢ na povrch membrany.

Touto vazbou participuji na cholesterolovému a fosfolipidovému efluxu v ¢asnych
stadiich  kapacitace. Tyto déje jsou indukovany heparinem a heparinu  podobnymi
glykosaminoglykany (GAG). které jsou pritomny v oviduktalnich a folikularnich tekutinach.
BSP vazbou na lipidovou membranu ziejm¢ umoznuji heparinu a GAG zahagjit eflux, nebot” se
zaroven na tyto kysel¢ polysacharidy vazou [13]. [21]. [31].132]. K efluxu dochazi 7 vngjsi
strany lipidove dvojvrstvy |33, nicméné presny mechanismus zatim neni objasnén [23].

Podle toho. zda proteiny byci semenné plazmy (tedy vSechny) vazou heparin ¢i ne.

daji sc rozdelit na 1. resp. 1 frakcei |28].|31].
1.4.2.5.  DalSi alohy ve fertilizaci
Rovnéz bylo zjisteno. ze PDC 109 je zodpovédny za vazbu na fukosylové zbytky
glykokonjugatu oviduktalniho epitelu |34, [35] a téz ostatni BSP s timto epitelem interaguji a

ziejm¢ participuji na tvorb¢ rezervoaru [36]. Mista, kterymi s fukosylovymi zbytky BSP
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interaguji. musi byt béhem kapacitace ztracena ¢i modifikovana [28]. Zarovenn musi byt
odkryty ¢i aktivovany receptory pro manosylové zbytky, jako hlavni sacharidové komponenty
zona pellucida glykoproteina [28], [37]. Vétsina proteind, vazicich tyto glykoproteiny jsou
zaroven z 11 frakce a jako manan vazajici frakce byly identifikovany PDC-109, dimer
RNAasy a protein. homologni k BSP-30-kDa (ovsem m¢l okolo poloviny jeho molekulového
hmotnosti. nicméné se zda. ze neni produktem proteolyzy: muize to byt dalsi ¢len rodiny BSP
proteinu) [37].

Dalsi studic ukazuji. 7¢ na povrchu stredni ¢asti biciku se také vaze PDC-109 a
kooperativné interaguje s Ca™ -ATPasou. s ¢imz je spojena zvysena motilita [38].

Jin¢ studic zasce deklaruji inhibi¢ni vliv BSP proteint na aktivitu PLA; (viz oddil
1.3.3.3). Inhibice zde muze spocivat bud” ve vazbé BSP na lipidy a tim jejich blokaci pro
PLA,. nebo v piim¢ interakei BSP s PLA,. nebot se zjistilo, ze PLLA; s BSP jsou na povrchu
cjakulované spermie kolokalizovany |19].

Dalsi protein. kterému byly vénovany zajimavé studic ve spojeni s fertilitou, je kaltrin
(ncbo t¢7 seminalplasmin) |24]. Tento maly bazicky protein se vaze na akrosomovou oblast a
piedni ¢ast biciku. Zda se. Z¢ prostiednictvim vazby na kalmodulin (transport Ca®") inhibuje
influx Ca’"; funkce se pak interakei s n¢jakym samic¢im faktorem zméni v opacnou. Pfisun
Ca’’ je spojen s akrosomovou reakei a (¢7 s hyperaktivaci a mohl by tak prispét k nacasovani
spravné akrosomové reakee. Kaltrin ma také antimikrobidlni a¢inky.

V semenné plazmé byky byly identifikovany také nekteré glykosidasy: B-manosidasa;
f-galaktosidasa. protein podobny a-manosidase. protein podobny epididymis-specifické a-
manosidase. protein podobny lidsk¢é N-acetyl-f-glukosaminidase, tkanova o-I.-fukosidasa

125].

1.4.2.6.  Agregované formy proteinu by¢i semenné plazmy

Proteiny semenné plazmy byka, predevsim PDC-109, se za fyziologickych podminek
nachazeji v agregovanych formach v rozmezi molekulovych hmotnosti 60 — 120 kDa [29].
Schopnost vazat heparin. jak se zjistilo. je zavisla praveé na agregacnim stavu [28]. Zatimco
proteiny I frakce vykazovaly sirokou polydisperzitu v rozmezi 10 — 60 kDa. H frakce byla
v agregatech > 100 kDa. pricemz v obou frakcich se nachazely nékteré proteiny stejné [28].
Tato polydisperzita v ramci stejncho proteinu se puvodné vysvétlovala rozdilnou glykosylaci,

nicméné nebyla potvrzena studii, kde se enzymatickou deglykosylaci PDC-109 polydisperzita
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nezmenila |28]. Dalsi studic ukazuji. 7¢ nékteré nizkomolekularni latky (nékteré sacharidy,
Ve fruktosy. ktera je majoritnim sacharidem semenné plazmy byka) inhibuji heparin
vazebnou aktivitu proteinu semenné plazmy. a to ziejmé¢ modulaci agregacnich stavd,
nicméné v piitomnosti dalSich lateck semenné plazmy (tj. napf. v ejakulatu) tuto inhibici
neprojevuji [31]. Rovnéz pii vazbé na membranové fosfocholinové lipidy se PDC-109
.rozpada™ na dimer |23]. co7 je konzistentni s pozorovanim, ze heparin vazajici (H") frakce se
nachazi v agregovanych formach mnohem mensSich nez heparin nevazajici frakce (H).
Ackoliv se o agregovanych formach proteinu byci semenné plazmy vi zatim jen velice malo,
vyse popsané studic naznacuji, 7¢ hraji dualezitou roli pii fertilizaci. jelikoz souvisi se
schopnosti vazat heparin a heparinu podobné GAG a tato interakee se¢ zda byt zasadni

v indukei kapacitace.

1.4.3. Nizkomolekularni slozky by¢i semenné plazmy

Jsou zde pritomny ¢etné nizkomolekularni latky (tj. aminokyseliny. nukleotidy.
sacharidy. lipidy. anorganické ionty. organické kyseliny. vitaminy, peptidy atd.). Velmi
vyrazny je vysoky obsah fruktosy a citratu. O piipadné participaci fruktosy na fertilizaci jiz
byla zminka. je vSak predevsim zdrojem energie pro spermice (frukolyza). Na vyzivé se dale
podileji daldi cukry. aminokyscliny. lipidy atd. Citrat spole¢né s HCO;™ (a dalSimi latkami)
udrzuji pl rovnovahu (pll cjakulitu byka — 6.2 - 7.8 |3]). Z aminokysclin prevlada glutamat.
Je zde 1¢7 v hojné mite inositol a glycerylfostorylcholin [3].

Nckteré nizkomolekularni slozky jsou dulezité ¢lanky antioxida¢niho systému: GSH.

askorbova kys. a a-tokoferol (4. vitaminy C a k). taurin a hypotaurin [27]. [40].



1.5. Cil prace

Tvorba oviduktalniho rezervodru, kapacitace a rozpoznani a navazani zony pellucidy
spermii jsou klicové udalosti k dosazeni Gspésné fertilizace. Jak se zda, semennd plazma a
zejména jeji proteiny se na téchto udalostech vyznamné podili. Proteiny semenné plazmy
byka tvofi agregaty v Sirok¢m rozmezi hodnot molekulovych hmotnosti a zda se, Ze tyto
agregacni stavy souvisi s jejich funkei. ktera je jimi modulovana (viz oddily 1.3 — 1.4).

Studium agregovanych forem proteint by¢i semenné plazmy a jejich vlastnosti ve
spojeni s ruznymi faktory. tyto vlastnosti ovliviujicimi, muze proto piinést zajimavé objevy
na poli biologic a chemice reprodukee, a to nejen teoretické, ale 1 praktické hodnoty (v ramci
chovu hospodarskych zvirat). Tim spise. 7¢ tento fenomén je zatim velice malo probadan.

Cilem predkladané prace je zhodnotit vliv glykosylace proteinu by¢i semenné plazmy

na jejich agregacni stavy a pokusit se ur¢it miru vlivu specifickych cukernych zbytka.
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2. Material a metody

2.1. Material
2.1.1. Biologicky material

Byci ejakulaty byly ziskany darem (Vyzkumny dstav veterinarniho Iékatstvi (VUVel),

Brno). BSP byly ziskany centrifugaci ¢jakulati a naslednou lyofilizaci supernatantu.

2.1.2. Chemikalie
Akrylamid
ABTS

Avidin-11PR

Blue Dextran

Bromfenolova modr

BSA

Coomassic Brilliant Blue R-250
Cytochrom ¢

3.3 -diaminobenzidin tetrahydrochlorid
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
N.N-dimethylformamid

Dodecylsulfat sodny

Fmulsin

I'enol

«-l.-fukosidasa
a-galaktosidasa
[-galaktosidasa

D-glukosa

- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA
- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA
- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA

- Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Sweden
- LLachema. Brno.CR

- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA
- Serva. Heidelberg. Némecko

- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA
- ICN Biochemicals, Cleveland, Ohio
- Lachema. Brno. CR

- Lachema. Brno. CR

- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA
- dar (Prof. RNDr. G. Entlicher. CSc.)
- Biedel-De Haén AG. Seezle-Hannover,
Némecko

- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA
- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA
- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA

- Lachema. Brno. CR



-glukosidasa
Glutaraldehyd

Glycerol

Glyein
Hydrogenfosforecnan sodny
Hydrogenuhlicitan amonny
Chlorid hofecnaty

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty

Kyselina octova

Kyselina sirova

[Lysozym (kopolymer)
a-manosidasa

Methanol
N.N"-mecthylen-bisakrylamid
Neuraminidasa
N-hydroxysukcinimidobiotin
Octan sodny

Ovalbumin

Perboritan sodny

Persiran amonny

PNGasa I

Sephadex G-100

N. N. N N -tetramethylethylendiamin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Trypsin

Tween 20

2.1.3. Ostatni material

Mikrotitracni polystyrénové desticky

- Koch-light laboraties Ltd., Colnbrook, Eng
- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

- Lachema, Brno. CR

- Reanal. Budapest'. Mad'arsko

- Lachema. Brno. CR

- Lachema. Brno. CR

- Lachema. Brno. CR

- Lachema. Brno. CR

- Fluka. Buchs, Svycarsko

- Lachema. Brno. CR

- Penta. Chrudim. CR

- dar (praktika biochemie PiF UK)

- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA
- Lachema. Brno. CR

- Serva. Heidelberg. Némecko

- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA
- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
- Lachema, Brno, CR

- dar (praktika biochemie PfF UK)

- Lachema. Brno. CR

- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA
- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA

- Pharmacia Fine Chemicals. Uppsala,
Sweden
- Serva. Heidelberg. Némecko

- Serva. Heidelberg. Némecko
- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA

- Serva. Heidelberg, Némecko

- NUNC., Dansko

pro LLBA testy (16 MAXISORP 1.OOSI:)



2.2. Metody

2.2.1. Gelova chromatografie

Pro ucely analyzy velikosti agregatu proteina by¢i semenné plazmy byla pouzita gelova
chromatografic na sloupci sephadexu G-100 o rozmérech 1 x 58 em (Pharmacia, Svédsko).
Sloupec sephadexu byl ckvilibrovan 0.2 M NH4yHCO; o pH 7.9. Frakce byly jimany do
zkumavek po 40 kapkach (zhruba 1.8 ml) kolektorem zn. BioRad. Soubézné s tim byla
automaticky méfena okamzita absorbance cluatu pii 280 nm spektrofotometrem ECONO UV
MONITOR (BioRad). ktera byla simultinn¢ zapisovana do grafu. Poté byly absorbance
jednotlivych frakci proméieny na spektrofotometru Heiios (Thermo Electron Corporation) pii
280 nm a byly zméfeny piesné objemy frakei. Ze ziskanych udajt byl sestrojen grat zavislosti
absorbance na clu¢nim objemu.

Kalibrace pro urceni relativnich molekulovych hmotnosti 7 eluénich grafi byla
provedena za pomoci standardi o znamych Mr. a to BSA (Mr 67 000). ovalbumin (Mr
45 000). cytochrom ¢ (Mr 13 000). Kalibra¢ni graf byl sestrojen vynesenim linearni zavislosti
dekadického logaritmu Mr na cluénim objemu danych standardt. Pro zjisténi zadrzného
objemu byl pouzit Blue Dextran.

Vzorky po dialyze proti PBS byly nanaseny na sloupec v koncentraci +- 5 mg/ml°
v objemu 0.5 ml. Kontrolni vzorek byl vytvofen rozpusténim 5 mg BSP v PBS a nanasen

v objemu 0.5 ml.

2.2.2. Stanoveni obsahu neutralnich sacharidu dle Dubois |41]

Byl stanoven obsah ncutralnich sacharidu u vzorku BSP po inkubaci a dialyze. u
vzorku BSP bez inkubace. ale po dialyze a rovnéz u vzorku BSP bez inkubace i bez dialyzy.
Vysledné hodnoty byly vyjadieny v hmotnostnich procentech celkovych proteint.

Jelikoz u vzorku. které byly dialyzovany. se koncentrace proteind mohla zménit od
puvodniho navazen¢ho mnozstvic byly piesné koncentrace ve vsech vzorcich zméfeny: bylo

odebrano vzdy 100 pl vzorku. 10 x ziedéno PBS a poté zmefena absorbance pii 280 nm proti

6 , L. , B o . , . . . .
Puavodni navazena koncentrace kolisala vzorek od vzorku v dasledku dialyzy, presné koncentrace po dialyze

byvly oviem zméreny a brany v dvahu pii vvhodnoceni.

)
(N)



samotnému PBS. Vychazelo se 7 predpokladu. ze absorbance 1.000 odpovida 1 mg proteint
(coz plati pro takto nizké koncentrace a experimentalné to bylo ovéfeno v piipadé

nedialyzovanych vzorku, jejichz mnozstvi bylo presné navazeno (nepublikované vysledky)).

Slozeni PBS: 9 ¢ NaCl + 1.2 ¢ Nap[HPO4.121,0 + 0.2 ¢ NaH,P04.2H,0 do 1000 ml H,O

Postup:

1) K 0.5 ml vzorku glykoproteinu o koncentraci 2.5 mg/ml v 0.1 M PBS byl z davkovaci
lahve pridan 1 ml 5 % roztoku fenolu a dale 5 ml koncentrované kyseliny sirové.

2) Totéz bylo pridano k 0.5 ml 0.1 M PBS (jako blank).

3) Po okamzit¢m proticpani byly smési ponechany stat pti laboratorni teploté cca 30 min.

4) Poté byla u kazd¢ zméfena absorbance proti blanku pii 490 nm.

5) Ke kalibraci byla rozpusténa D-glukoza v 2x fedéném PBS v sad¢ koncentraci.

6) Kalibracni kiivka byly sestrojena jako zavislost absorbance (méfené pii 490 nm proti

blanku) na prislusné koncentraci.

2.2.3. Enzymatické deglykosylace glykoproteinu [42]

I:nzymatické¢ deglykosylace byly provedeny pomoci nasledujicich glykosidas:

- ncuraminidasa (C. perfringens)

- u-galaktosidasa (zelené kavove zrno)

- B-palaktosidaa (£ coli)

- «-manosidasa (zrno Juck)

- PNGasa I' (= peptide N-glvkosidase: IF. meningosepticum )
- a-l.-fukosidasa (by¢i ledvina)

- cmulsin

- PB-glukosidasa

9]
(S)



Postup:

Pro kazdy vzorck bylo rozpusténo 10 mg BSP ve 2 ml reakéniho pufru (vysledna
koncentrace — 5 mg / ml): reakéni pufry jsou uvedeny v tab. 2.1.

Poté byl pridan enzym v mnozstvi uvedeném v tab. 2.1.

V piipad¢ [3-galaktosidasy byl ptridan navic MgCl, do vysledné koncentrace 0,01
mol/dm’ (Mg?" jako kofaktor cnzymu).

Jako kontroly byly piipraveny vzorky BSP o stejné koncentraci v jednotlivych
pufrech (3 kontroly) + I kontrola v acetatovém pufru pH 5.8 pro vzorky
s pridanym emulsinem a f-glukosidasou. nebot jejich inkubace trva znaéné déle.
Do viech vzorku a kontrol bylo piidano malé mnozstvi NaNj; (inhibice mnozeni
bakterii).

Vzorky byly inkubovany 24 hod pii 37 °C. v pripad¢é emulsinu a B-glukosidasy
priblizn¢ 100 hod.

Po inkubaci nasledovala dilyza pies noc proti PBS a jejich skladovani v mrazaku.

iontova sila pll aktivita, popf.
glvkosidasa: reakeni pufr: rcakéniho pufru recak¢niho | mnozstvi pridaného

(mol/dm” ) pufru enzymu / ml
neuraminidasa acctatovy 0.10 5.8 0.025 U
a-galaktozidasa | fosfatovy 0.10 6.5 0.025 U
f-galaktosidasa | acctatovy 0.10 5.8 0.700 U
a-manosidasa acetatovy 0.10 5.8
PNGaza I fosfatovy 0.05 7.5 3.500 U
a-l.-fukosidasa | accetatovy 0.10 5.8 0.010 U
emulsin acetatovy 0.10 5.8 0.020 g
-glukosidasa acctatovy 0,10 5.8 0.020 g

Tab. 2.1: reakéni podminky pro enzymatické deglykosylace




2.2.4. Stépeni proteini BSP pomoci trypsinu pro metodu ELBA

Postup:

1) Pro tryptické¢ §tépeni proteintt BSP bylo odebrano 250 ul z kazdého vzorku po
inkubaci a dialyze (viz oddil 2.2).

2) Dale byl pripraven roztok trypsinu v PBS o koncentraci 0.05 mg/ml a byl piidan CaCl,
do vysledné koncentrace 0.02 M (proti autolyze).

3) 250 pl roztoku trypsinu bylo pridano k 250 pl vzorku a poté byly vzorky inkubovany

pii 37 °C po dobu 24 hod a poté skladovany v mrazaku.

2.2.5. Biotinylace BSP pro metodu ELBA [43]

Postup:

1) 100 mg BSP bylo rozpusténo v 10 ml 0.5 M NaHCOj; a smichano s roztokem 2 mg
NHS-biotinu v 50 pul DML,
2) Poté byla smés jemné tiepana na tiepacce po dobu 30 min.

3) Nakoncc byl produkt dialyzovan proti destilované vodé¢, zamrazen a lyofilizovan.

2.2.6. ELBA (Enzyme Linked Binding Assay)

Mectoda ELBA byla pouzita pro sledovani sily intcrakce BSP (nemodifikované ¢i
modifikované deglykosylaci nebo trypsinem) vs BSP-biotin a byla provedena s pouzitim
mikrotitracnich polystyrenovych desticek (NUNC. déansko). Pokud neni uvedeno jinak.
vSechny kroky probihaly pii laboratorni teploté.

Pro sledovani této interakee bylo nalezena optimalni reakeni koncentrace pro BSP a

BSP-biotin 2.5 mg / ml (nepublikované vysledky).
Postup:

1) Desticka byla nejprve aktivovana 100 ul 1% BSA v PBS/jamka po dobu 1 hod za

jemncho tiepani.



6)
7)

8)
9)

Pak byla n¢kolikrat promyta pomoci 200 pl PBS/jamka b¢hem asi 10 min.

Pot¢ byl ptidan 1% glutaraldehyd v destilované vodé¢ v mnozstvi 100 pl/jamka a
rcakce probyhala za jemného tiepani 1 hod.

Desti¢ka pak byla promyvana destilovanou vodou po dobu 2 hod, pticemz byla voda
nckolikrat vyménéna (vzdy 200 pl/jamka).

Po promyti byl aplikovan ncbiotinylovany vzorek (tj. po inkubaci + kontrola)
v koncentraci 2.5 mg/ml (100 pl/jamka); kazdy vzorek byl nanasen 3x. Bezprostiedné
po aplikaci byla desticka ponechana pres noc pii 4 °C.

Nasledovalo nékolik promyti pomoci 0.1 % TWEEN v PBS (200 pl/jamka; 10 min)
Dale desaktivace zbylych —CHO skupin GA pomoci 1 % BSA v PBS (100 pl/jamka; 1
hod).

viz krok 6

Byl aplikovan roztok biotinylovaného proteinu v koncentraci 2.5 mg/ml (100

ul/jamka: 1 hod).

10) viz krok 6

11) Byl nanesen roztok avidin kienové peroxidazy (avidin-HPR) o koncentraci 0.25

mg/ml PBS (100 pl/jamka: 1 hod).

12) viz. krok 6

13)Nakonec byl aplikovan substrat pro avidin-HPR (0.1 mg/ml ABTS + 1 mg/ml

perboritan sodny v 0.1 M citrat-fosfatovém pufru pH 4.6; je nutné ho pfipiravit tésné

pred nancsenim).

14) Prub¢h reakce byl detekovan na spektrofotometru SUNRISE (TECAN) méfenim

absorbance pii 405 nm (zelena barva produktu).

15) Vysledky byly pak zprumérovany a zaneseny do sloupcového diagramu.

2.2.7. Diskontinualni SDS-elektroforéza dle Laemmliho |44]

Pro analyzu frakci BSP  rozdélenych gelovou chromatografii byla pouzita

clektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS.

Slozeni roztoku:

A. Roztok akrylamidu: 29.2 ¢ AA + 0.8 g bis(AA) do100 ml H,0O



. 1S M Tris HCL pll 8.3: 18,5 ¢ Tris do 100 ml H,O; pH upraveno pomoci HCI

. 05 M Tris.HCI, pH 6.8: 6 g Tris do 100 ml H,O; pH upraveno pomoci HCI

. LElektrodovy pufr (pH 8.3, 4x konc.): 15 g Tris + 72 g glycinu + 5 g SDS do 1000 ml

. Zaostiovaci gel (4%: zhruba na 2 gely): 1500 pl HyO + 625 pul C + 325 pl A + 25 ul
10% SDS + 40 ul 0.1% bromfenolové modri; tésné pred aplikaci pridano 3.8 pl
TEMEDuU + 35 ul 10 % APS

. Separacni gel (15 %: zhruba na 2 gely): Sml A+ 2.5ml B+ 2.5 ml H,O + 0,1 ml

10% SDS: tésn¢ pred aplikaci piidano 4.5 pl TEMEDu + 40 ul 10% APS

G. Vzorkovy pufr neredukujici (16 ml): 7 ml H,O + 2 ml C + 3.4 ml glycerolu + 3 ml

10% SDS + 0.4 ml 0,1% bromfenolové modii

H. Barvici roztok (1000 ml): 0.5 ¢ CBB + 450 ml methanolu + 100 ml CH;COOH +

450 ml 11,0
Odbarvovaci roztok (1000 ml): 250 ml methanolu + 100 ml CH;COOH + 650 ml
11,0

Postup:

1)

5)

6)

7)

S pomoci aparatury zn. BioRad byl pripraven gel: roztok F byl nalyt mezi skla a zalit
vodou ponechan zpolymerovat (asi 0.5 hod).

Poté byl aplikovan roztok E, pficemz byl zasunut hieben na tvorbu jamek.

Po polymeraci (asi 10 min) byla vlozena aparatura do vany a do katodového i
anodov¢ho (zde po okraj) prostoru byl nalit roztok D.

Poté byl hicben opatrné vysunut a aplikovany vzorky standardem (oligomerni smés
lysozymu) v konc. 3 mg/ml v 10 ul roztoku G.

I:lcktrody byly pripojeny ke zdroji napéti (pristroj ElectrophoresisConstant Power
Supply 3000/150. Pharmacia) a nastaveno pocatecni napéti 70 V.

Po dosazeni proteinu separaéniho gelu bylo napéti zvySeno na 130 V a ponechano az
do konce clktroforézy.

Aparatura byla odpojena. gel vyjmut (odiiznuta zaostiovaci ¢ast) a vlozen do roztoku
H. kdc byl poncechan asi 3 hod a nasledné¢ odbarven roztokem 1.

Nakoncece byl gel oskenovan a zataven do celofanu.



3. Vysledky

3.1. Enzymatické deglykosylace proteinu BSP

Stupen deglykosylace byl ovéen pomoci stanoveni obsahu neutralnich cukra dle
Dubois a spol. [41]. Kalibrace byla provedena pomoci sady koncentraci glukosy ve stejném

pufru a kalibracni kiivka je znazornéna na obr. 3.1.
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absorbance (pri 490 nm)

0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03

mnozstvi glukosy (mg) y= 4,1031x+ 0,0297

Obr. 3.1: kalibracni kiivka k Dubois (zavislost absorbance pii 490 nm) na mnozZsivi glukosy

v reakcni smeési

Zjisteény obsah neutralnich cukru ve vzorcich byl prepocitan na hmotnostni procenta
prislusné¢ho mnozstvi glykoproteinu. Piepocet byl proveden na zakladé naméfenych hodnot
absorbanci po dialyse vzorku. Tyto udaje jsou uvedeny v tab. 3.1 na nasl. strang.

Jako 100% byl zvolen vzorek BSP bez inkubace. ale po dialyze proti PBS. Grafické

7nazornéni je na obr. 3.2 na str. nasl. strang.



A (280 nm) 10x

prepoctena

A (280 nm) 10x

prepoctena

pridany enzym pridany enzym
zfedéno konc. proteinu ziedéno konc. proteinu

neuraminidasa 0515 5.15 mg /ml emulsin 0.420 4,20 mg/ml
a-galaktosidasa 0.400 4.00 mg/ml B-glukosidasa 0.370 3,70 mg/ml
B-galaktosidasa 0.536 5.36 mg/ml kontrola | 0.467 4,67 mg/ml
a-manosidasa 0.501 5,01 mg/ml kontrola 2 0.450 4,50 mg/ml
PNGasa F 0.437 4.37 mg/ml kontrola 3 0.417 4,17 mg/ml
a-L-fukosidasa 0.447 4.47 mg/ml kontrola 4 0.457 4,57 mg/ml
BSP po dialyze 0.337 3.37 mg/ml

tab. 3.1: vysledky méreni koncentrace proteinu ve vzorcich po dialyze
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150 —————— .
ES
100 — e
50 I I l:l V i B H I |:|
0 . . - S — — - — .

BSP BSP  kontr.1 neu  beta-gal alfa-man  fuk kontr.2 alfa-gal kontr.3 PNGasa kontr.4 emulzin beta-glu
nedial. dial.

Obr. 3.2: Obsah neutrdlnich cukru dle Dubois

Svétle je zndzornén obsah neutrdlnich cukru v jednotlivych vzorcich po deglykosylaci oproti
jJejich kontroldm (cervené) ve stejném pufru bez pridané glykosidasy.

BSP nedial. = obsah neutrdlnich cukrii v BSP, rozp. v PBS (vztaZeno k BSP dial.); BSP dial.
= obsah neutrdlnich cukrit v BSP, rozp. v PBS a po ndsledné dialyze proti PBS; kontr.1 =
BSP v 0,10 M acetdtovém pufru pH 5,8 po 24 hod; kontr.2 = BSP v 0,10 M fosfdatovém pufru
pH 6,5 po 24 hod; kontr.3 = BSP v 0,05 M fosfdtovém pufru pH 7,5 po 24 hod; kontr.4 =
BSP v 0,10 M acetdatovém pufru pH 5,8 po 100 hod

Zkratky glykosidas znaci BSP v prislusnych pufrech (ve stejném pufru jako nebliZsi kontrola
Zleva) s pridavkem prislusné glvkosidasy po 24 hod, resp. 100 hod v pFipadé emulsinu a [3-
glukosidasy.

VSechny vzorky, které byly inkubovdny, byly dialyzovdny proti PBS.
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Je zajimavé st povSimnout: 1) BSP pred dialysou obsahuje zna¢né mnozZstvi

neutralnich cukru (muze ovlivnit nékteré vysledky) 2) kromé konroly 1 (acetat pH 5.8: 24

hod) jevi vSechny ostatni kontroly béhem své inkubace pokles obsahu neutralnich cukri (bez

pridavku glykosidas) 3) n¢které vzorky po deglykosylaci obsahuji vice cukrd nez nékteré

kontroly (oviem po inkubaci v rozdilnych pufrech) 4) kontrola 4 vykazuje pokles oproti

kontrole 1 (stejné pufry. 1idi se dobou inkubace: kontrola 1 — 24 hod. kontrola 4 — 100 hod) §)

vyraznéjsi pokles u necuraminidasy a -glukosidasy. t¢z u PNGasy (ne v$ak proti své kontrole)

3.2. Gelova chromatografie

3.2.1. Kalibrace sloupce sephadexu G-100

Kalibra¢ni krivka je¢ znazornéna na obr. 3.3.

jednotlivych  standardu. v pravém  dolnim  rohu je

regrese.

zaznamenan

Na grafu jsou znazornény pozice

tvar rovnice
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Obr. 3.3: kalibracni kiivka sloupce sephadexu G-100 pro urceni Mr, sestrojend pomoci

standardi o znamé relativni molekulové hmotnosti

My (BSA) 67 000: Mr (ovalbumin)

45 000: Mr (¢cytochrom ¢)

13 000



3.2.2. Rozdéleni BSP na sephadexu G-100

Na obr. 3.4 je cluéni graf proteinu BSP. které byly naneseny v koncentraci S mg/ml v PBS.
Daji s¢ na ném rozIisit 4 piky. oznac¢ené fimskymi Cislicemi. Jsou vyznaceny jejich jednotlivé

Mr vypoctené 7 kalibrace.

—_
n

0

absorbance (280 nmy

0

oo 1o,o0 20,00 30,00 40,00 0,00
——EcF elucni objem ml

Obr. 3.4: elucni graf BSP na sephadexu G-100 s vyznacenymi piky a jejich Mr vypoctené

z kalibracni kfivky

3.2.3. Analyza vzorku BSP po deglykosylaci pomoci gelové

chromatografie

Na obrazcich 3.5 3.12 na nasledujicich strankach jsou eluéni grafy jednotlivych
vzorku po deglykosylaci spole¢né s kontrolou. na obr. 3.13 potom vSech vzorkt soucasné. Je
z nich patrno. 7¢ sc oproti kontrole (obr. 3.4) jen nepatrné lisi (to je dobie patrné zejména na
obr. 3.13). V n¢kterych piipadech (ncuraminidasa. PNGasa) se¢ méni pomér pika I a II. U
vzorku po inkubaci s a-galaktosidasou se piky I a II navzajem lehce oddalili. Pik
v nizkomolckularni oblasti bude diskutovan v kap. 5. U PNGasy navic dochazi k posunu piku
smérem k niz§im hodnotam Mr. V3cechny vzorky jevi viceméné odklon od kontroly v oblasti

piku V.
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absorbance (280 nm)
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—e—beta-gal —e— kontrola elu¢ni objem / ml
Obr. 3.7: graf zdvislosti absorbance na elucnim objemu BSP po inkubaci s f-
galaktosidasou a kontrolniho vzorku (5 mg BSP v 0,5 ml PBS)
Zde neni patrnd Zddnd signifikantni odchylka od kontroly, pouze pik I se zmenSuje a rozsiruje

podobné jako u neuraminidasy (obr. 3.4). Pik 1V je lehce rozmyty.
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Obr. 3.8: graf zdvislosti absorbance na elucnim objemu BSP po inkubaci s a-manosidasou
a kontrolniho vzorku (5 mg BSP v 0,5 ml PBS)
Na grafu je videt, Ze zmizel pik 1V.
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Obr. 3.9: graf zdvislosti absorbance na eluc¢nim objemu BSP po inkubaci s PNGasou F a
kontrolniho vzorku (5 mg BSP v 0,5 ml PBS)
Opét je moino pozorovat zmenseni piku 1. Dile je patrny lehky posun piku Il smérem k niZsim

hodnotam Mr a taktéZ pik 1V je ponékud rozmyty.
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—e— fuk —e—kontrola elu¢ni objem / ml

Obr. 3.10: graf zdvislosti absorbance na eluénim objemu BSP po inkubaci s a-L-
Jfukosidasou a kontrolniho vzorku (5 mg BSP v 0,5 ml PBS)

Kromé ponékud rozmytého a posunutého piku 1V se oba elucni grafy shoduji.

34



absorbance (280 nm)

o
o
a

0
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
—e—emulsin —e—kontrola eluéni objem /ml

Obr. 3.11: graf zdvislosti absorbance na elu¢nim objemu BSP po inkubaci s emulsinem a
kontrolniho vzorku (5 mg BSP v 0,5 ml PBS)

Je patrné rozmyti oblasti okolo piku 1V.

absorbance (280 nm)
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0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
—e—beta-glu —e—kontrola eluéni objem/mi

Obr. 3.12: graf zavislosti absorbance na elu¢nim objemu BSP po inkubaci s f-glukosidasou
a kontrolniho vzorku (5 mg BSP v 0,5 ml PBS)

Na grafu miiZeme pozorovat zmizeni piku 1V.
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3.3. ELBA

Touto metodou byly zkoumény interakce BSP — BSP-biotin. Uspordddni metody bylo

ndsledujici:

desticka-BSA-GA-vzorek ........ BSP-biotin-avidin-HPR

Tecky zndzorfiuji interakci, uplatiiujici se pfi tvorbé agregatt (neboli BSP ........ BSP).
Na obr. 3.13 jsou ve sloupcovém diagramu zaznamendny prumérné hodnoty absorbanci
jednotlivych vzorku, vyjadfujici silu interakce vzorku s biotinylovanym BSP.

Z diagramu je patrné, Ze tryptické Stépeni proteini BSP vétSinou posili vazebné
interakce, minimdlné jsou vSak zhruba stejné silné. Nemodifikované BSP vykazuje spiSe

slabsi interakci, zato BSA se zfeymé dobte vaze na BSP.

0,7 @ - trypsin
W + trypsin
0,6
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Obr. 3.14: vzdjemnd interakce proteiniit BSP v zdvislosti na jejich modifikaci

Modre jsou vyznaceny vzorky po inkubaci s glykosidasami, popf. jejich kontroly. Fialové jsou
vyznaceny tytéZ vzorky, Stépené trypsinem. BSA bylo navdzdno misto modifikovanych
proteini, pozadi predstavuje interakci avidin-HPR s destickou (do téchto jamek byla pFiddna

pouze avidin-HPR a po promyti jeji substrdt)
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3.4. SDS-elektroforéza dle Laemmliho [44]

Frakce okolo piku I — I z gelové chromatografie byly odebirdny a spojeny z nékolika
eluci BSP. Poté byly zamrazeny a lyofilisovdany. Takto lyofisilované frakce pikd I — IV byly
analyzovany pomoci elktroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS. Pik IV
nebyl odebirin vzhledem k malému mnozstvi veluci (A < 0,05 a vzhledem
k nizkomolekuldrni oblasti, kterd by na elektroforeogramu nebyla pfili§ analyzovatelna
Vzorky byly nandSeny v mnozstvi 3 mg/ml po 10 pl do kazdé jamky. RozpuStény byly

v neredukujicim pufru. Spolu se t€émito vzorky byl nanesen téZ vzorek BSP (tedy vSech

l ¢— 38 000

4—4% 500

frakci) a standardu lysozymu. Elektroforeogram je na obr. 3.15.

St BSP St St I 11

.4— 14 500

L II, III = frakce takto oznacenych pikii (viz obr. 3.3), pik IV nebyl analyzovdn vzhledem

Obr. 3.15: rozdéleni BSP pomoci SDS elektroforézy

k malému mnoZstvi této frakce v eludtu a nizkomolekuldrni oblaasti, ve které je eluovdn;
St = standard (lysozym)
Sipkami jsou vyznaceny relativni molekulové hmotnosti standardu (mono, di, tri a tetrameru).

VSechny vzorky byly nandseny v konc. 3 mg/ml v 10 ul neredukujiciho pufru.
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Elektroforeogram na obr. 3.15 byl sloZen z kopii gelu — bylo tak provedeno za ucelem
nazornosti a to pomoci srovnani standardi.

Po srovnani proteinovych stop jednotlivych pikii na elektroforeogramu s elu¢nim
grafem s vyzna¢enymi Mr piki na obr. 3.4 (str. 31) je patrna shoda ve vysledcich.

V piku I (> 100 000) se objevuji vysokomolekularni proteinové stopy, stejné tak jako
vyraznad koncentrace v okoli tésn¢ nad monomerem lysozymu (Mr = 14 500). Zde se
vyskytuje pravdépodobné pievazna cast proteini BSP-A1-A3 (které tvofi majoritni ¢ast
celkovych proteint semenné plazmy byka — viz oddil 1.4.2.2) v agregovanych formach. Na
clektroforcogramu proteinu by¢i semené plazmy ve studii [29] se BSP-A1-A3 projevuji prave
v oblasti 15— 16 kDa (= Mr 15 000 — 16 000), ac¢koliv z jejich strukturni anylyzy vyplyva Mr
okolo 13 000. je tomu tak pravdépodobné v dusledku glykosylace, jez miZze ovlivnit
pohyblivost v prostiedi SDS [29]. Porovnanim drahy piku I1I s elu¢nim grafem na obr. 3.4 (z
kter¢ho vyplyva. ze pik je cluovan pii Mr 12 500) je znat stejny posun jako ve studii [29]
(nebot s na elektroforcogramu je zdanliva Mr proteint piku 111 okolo 14 500, taktéz je patrno,
7e je to jedind proteinova frakee v tomto piku piitomna).

V proteinoveé frakei piku [T se ziejmé nachazi monomery BSP A2, popi. A3. které
Jjsou mnohem mén¢, resp. nejsou vitbee glykosylovany [29] a z tohoto divodu maji nizsi Mr
(7. vysledku stanoveni obsahu neutralnich cukra dle Dubois v glykoproteinech BSP vyplyva
obsah asi 4.5 % hmot. — viz oddil 3.1).

V proteinove frakei piku I se zfejm¢ nachéazeji dimery PDC 109, a to asi spise
glykosylovany BSP-AT. V drize tohoto piku s¢ rovnéz nachéazi stopa > 30 000, kterd se
ncobjevuje nikde jinde. 7 toho plyne. 7¢ se jedna o monomer (pik Il na obr. 3.15 odpovida Mr
>= 30 000). ktery nctvofi agregaty (jinak by byl té7 v draze piku 1) a pravdépodobné se jedna
0 BSP-30 kDa.
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4. Diskuse

Reprodukee. potazmo fertilizace je proces, slozeny z mnoha konsekvencénich kroki,
v fad¢ 7 nichz dulezitou roli hraji proteiny semenné plazmy.

Proteiny by¢i semenné  plazmy  se  nativné  vyskytuji v ejakulatu  ve svych
agregovanych formach [29]. Studiu téchto agregati a mechanismu jejich tvorby je vénovana
predkladana bakalarska prace. Literarni reSerSe nas vede k hypotéze, Ze mechanismy
podilejici se na tvorb¢ agregatu jsou mozna zalozeny na rozpoznavani a vazbe¢ sacharidovych
komponent jednotlivych agregatu. Tuto hypotézu jsme se pokusili potvrdit v nasi praci
deglykosylaci komponent proteinové frakce byc¢i semenné plazmy a srovnanim takto
modifikovanych preparatu s nativni semennou plazmou metodou gelové chromatografie.
Stupen agregace proteinu by¢i  semenné  plazmy byl pii vSech deglykosylacnich
experimentech  (pomoci  neuraminidasy.  a-galaktosidasy. [-galaktosidasy. a-manosidasy.
PNGasy I, u-l.-fukosidasy. emulsinu a [-glukosidasy) srovnatelny s kontrolnim vzorkem
nativni semenné plazmy. nékteré deglykosylace (zvlaste PNGasa) zpusobuji malé zmény
vdistribuct mezi frakcemi  agregatu  ziskanych 7z gelové  chromatografic (V- rozmezi
molckulovych hmotnosti od 30 kDa do > 100 kDa). Zdalo by sc tedy. ze agregace proteinu
bv¢i semenné plazmy je na jejich glykosylact v podstaté nezavisla.

Nage dalsi experimenty mély podpoiit tuto myslenku. Dikazem méla byt ztrata
schopnosti tvofit agregaty pii rozruSeni proteinové kostry komponent agregati. Bylo
provedeno trypticke Stépeni a sledovana schopnost tryptickych Stépa vazat proteiny byci
semenné plazmy metodou ELBA. Ziskané vysledky ukazaly, ze 1 trypticky upraveny preparat
neztrazi v zadném pripad¢ schopnost vazby ba naopak a tedy mechanismus vazby komponent
do agregdtu neni zavisly zcela na proteinove kostre.

Dovolujeme si tedy navrhnout mozny mechanismus. ktery je castecné zavisly na
rozpoznani sacharidovych komponent (a to pravdépodobné az od Grovné disacharidi a vySsi.
protoze zadna 7 (parcialnich) enzymatickych deglykosylaci nevykazovala podstatné snizeni
schopnosti tvofit agregaty), a ¢asteéné tak¢ pravdépodobné na interakei hydrofobnich struktur
proteinové kostry.

Pickvapivym  vysledkem  bylo. 7¢  ucinkem  a-galaktosidasy  doSlo  k uvolnéni
nizkomolckularnich latck (Mr 2900) ze sloupcee. do které¢ho jejich (patrné) agregované formy
nebyly ziejme schopny vstoupit a nahromadily se v prubchu fady predchozich chromatografii

s preparaty semenné plazmy. O identit¢ téchto uvolnénych nizkomolekularnich latek se
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prozatim ncopovazujeme spekulovat.
Studium agregatit  a mechanismu jejich tvorby se ukazuje byt dilezitou soucasti
komplexniho pohledu na problematiku fertilizace. Tato prace déle prohloubila nase poznani

studovan¢ problematiky a ukazala dal3i mozné sméry vyzkumu.
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v 7

- Byly provedeny geloveé chromatografie byéi semenné plazmy a parcidlné specificky
deglykosylovanych preparatu byci semenné plazmy. Jednotlivé chromatogramy byly

vzajemné porovnany.

- Byla provedena SDS  clektroforéza frakei. ziskanych gelovou chromatografii. Bylo

prokazano. z¢ vysokomolckularni frakce (Mr > 50 000) jsou tvoieny agregaty.

- Bylo provedeno tryptické Stépeni preparata by¢i semenné plazmy.

- Byla provedena metoda ELBA, kterou jsme sledovali vyznam terminalnich sacharidovych

zbytku pro miru interakee s proteiny nativni semenné plazmy.



Seznam pouzitych zkratek

AA
ABTS
APS

Avidin-1IRP

Bis AA

BSP
BSA
CBB
DMI
LLBA
GAG

NHS-biotin
PBS

PLLA
SDS
TEMED

Tris

- akrylamid

- 2.27-azino-bis(2-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
- persiran amonny

- avidin znaceny kienovou peroxidasou

- N. N'- methylen-bisakrylamid

- proteiny by¢i semenné plazmy’
- hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumin)
- Coomassie Brilliant Blue R-250
- N. N-dimethylformamid
- z.angl. Enzyme-Linked Binding Assay
- glykosaminoglykany
- frakce proteinu by¢i semenné plazmy vazajici. resp.
nevazajici heparin
- N-hydroxysukcinimidobiotin
- fosfatem tlumeny fyziologicky roztok
(v angl. Phosphate-Buftered Solution)
- fosfolipasa A
- dodecylsulfat sodny
- N. N. N", N'-tetramethylethylendiamin

- tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

" Krom proteind je v (éto smési pritomna fada nizkomolekularnich latek (pivodem ze semenné plazmy); touto
zkratkou byvaji téz v literatuie kolektivné oznacovany 4 majoritni kyselé proteiny byci semenné plazmy
(BSP-AT.BSP-A2. BSP-A3, BSP-30 kDa) [29].
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