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1 Uvod

Rozmnozovani je jednim z charakteristickych znaku zivych soustav, nezbytné pro zachovani
zivota na planeté Zemi. Ucastni se ho dva jedinci stejného nebo velmi blizce piibuzného druhu
a opacné¢ho pohlavi, nebo stejného pohlavi v piipadé hermafoditismu. Tato prace se zabyva
pohlavnim rozmnozovanim, kdy se vytvaieji specializované pohlavni buiiky (haploidni gamety)
- sami¢i vajicko a samci spermie, které splyvaji v diploidni zygotu. Aby mohl prob&hnout tento
proces. je nutné setkani bunék ve vhodném case, prostfedi a buiky musi mit vlastnosti
umoziujici jejich splynuti (viz dale) [1]. Vzdjemného kontaktu a spojeni jsou schopny pouze

zralé pohlavni bunky [2].

1.1 Samici pohlavni Gstroji

Zé&kladni proces oplodnéni se u savet odehrdva v sami¢im pohlavnim ustroji. Anatomii
vidime na (Obr. 1). Pohlavni Gstroji kravy se sklada z pochvy. délozniho hrdla, délohy a

dé¢loznich roht. vejcovodu a vajeénika [2].
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Obr. 1 - Pohlavni ustroji samice



1.1.1 Vajec€niky

Vajecniky (ovaria) jsou ulozeny dutiné btisni a jejich poloha, velikost a tvar zalezi na
druhov¢ prislusnosti. véku zvifete a funkénim stavu. Zastavaji jednak funkci generativni, tzn.
produkuji sami¢i pohlavni bunky (oocyry). a funkci humoralni, vytvareji samic¢i pohlavni
hormony [2].

Vajecniky se skladaji z kary a diené. Béhem fetalniho obdobi Zivota je na povrchu ovarii
zarodec¢ny epitel. V prubéhu vyvoje tyto prvotni ovarialni buiky diferencuji, zanofuji se a
migruji do kury ovarii. Primarni vaje¢né bunky se ve fetalnim ovariu mitoticky déli [3]. V dal$im
vyvoji projdou oocyty profazi prvniho meiotického déleni a zde se zastavi. Proces, ve kterém se

vytvari vajicka, je znam jako oogeneze [3].

1.1.2 Vyvodné pohlavni cesty
Vyvodné pohlavni cesty umoznuji kopulaci, transport vajicka a spermii, jejich setkani a
splynuti. Jsou tvofeny dvéma vejcovody. délohou, déloznim hrdlem, pochvou, poSevni predsini a

ochodem (Obr. 1, str. 8)[2].

1.1.2.1 Vejcovody (fuba uterina, oviductus)

Vejcovody predstavuji spojeni mezi vajecniky a de€lohou. Tyto parové tenké klikaté
probihajici trubicovité Gtvary jsou tvofené pfevazné vnitini vrstvou kruhovych a v mens$i mire
zevni vrstvou podélnych svalovych vldken. Uvnitf jsou vystlany sliznici z fasinkového epitelu s
cetnymi glandularnimi bunkami, na vn€j$im povrchu jsou kryty serozou. Jeji povrchové
struktury napomahaji migraci vajicka z vaje¢niku do rohu deélozniho [3]. Ovaridlni konec
vejeovodu je nalevkovité rozsifen a roztiepen ve fimbriae, pomoci nichz je zachycovano vaji¢ko
pii ovulaci. Stredni ¢ast vejcovodu se smérem k déloznimu rohu zuzuje v isthmus.

V dobé¢ Fije sméfuji kontrakéni viny na vejcovodu od délohy k vaje¢nikiim, v dob¢ ovulace se
jejich smér méni v opaény. V dobé ovulace epitelialni bunky ztraceji fasinky, ziskavaji charakter
sekre¢nich bunék a sliznice vejcovodu vykazuje maximalni enzymatickou ¢innost (viz kap. 1.8,
str. 20). Uvedené déje maji velky vyznam pro transport spermii a vajicka, pro jejich vzdjemné

spojeni a pozdéji pro sestup ryhujici se zygoty do délohy [2].

1.1.2.2 D¢éloha (uterus)
Do délohy sestupuji oplozena vajicka a zabezpecuje jejich dalsi vyvoj. Je to duty svalovy

organ. ulozeny z ¢asti v duting bfisni a z ¢asti v dutiné panevni [2]. Kopytnici (krava, ovce, koza,



prasnice. klisna atd.) a vétSina Selem (tygfice, ale 1 fena) maji délohu dvourohou. Je to typicka
déloha s jednim krckem, jednim télem a dvéma rohy (Obr. 1, str. 8) [3]. Proporce mezi télem,
rohy a krckem se razni podle jednotlivych druha.

Steny délohy tvofi hladka svalovina a wvnitfek délohy vystyla sliznice, nazyvana
endometrium. Ma znaéné mnozstvi zlaz, jejichz sekrety slouzi k vyzivé nidujiciho vaji¢ka pred

vyvojem placenty [3].

1.1.2.3 Pochva (vagina)
Pochva (Obr. 2) je silnosténny trubicovity organ zacinajici jako limec na kr¢ku déloznim a
prechdzejici v predsin poSevni (vestibulum vaginae). Pochva, posevni predsin a ochod (vulva)

Jsou ustroji kopulacni [2].

1.1.2.4 PoSevni predsin (vestibulim vaginalis)

PoSevni predsin je kaudalni pokracovani pochvy. Na rozhrani mezi pochvou a poSevni
predsini Gsti kratka mocova trubice samic. PoSevni pfedsin je tedy organ nejen pohlavni. ale
slouzi 1 jako vyvodna mocova cesta (Obr. 2). Hranice mezi pochvou a piedsini je tvofena u
mladych samic, které se jesté neparily, kruhovou slizni¢ni fasou — panenskou blanou [3].

Pohlavni dospélost, resp. vhodny vék pro prvni pafeni u samic skotu, nastava
ve 12 — 14 mésici zivota [4].

bedemmi chratle krizowé cbratle

s . } A 4 \ocasm' chratle

Obr. 2 - Reprodukéni organy kravy a jejich umisténi v téle
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1.2 Samici pohlavni bunky, oogeneze

Sami¢i gamety se od samcich lisi morfologickymi 1 fyziologickymi vlastnostmi. Vajicka
vznikaji ve folikulu vajecniku a spermie v semenotvornych kandlcich varlat. Vznik obou
pohlavnich bunék se¢ obecné¢ nazyva gametogenese [1. 5]. Pohlavni bunky savclh se tvofi
z prapohlavnich bun¢k, které se diferencuji ze somatickych bunék jiz pfi ryhovani vajicka a
putuji do gonad bchem zarode¢ného vyvoje jedince. Vyvoj pohlavnich bunék a tvorba
pohlavnich hormont je fizena gonadotropnimi hormony z adenohypotyzy [2].

Sami¢i pohlavni bunky - vajicka (oocyty) vznikaji a vyvijeji se ve vajecnicich. U savei
hovofime o tzv. folikularnim typu vyvoje, kdy ulohu zasobovéani oocytu piebiraji burky
vajeéniku a vytvareji kolem néj epitelovy vacek — folikul. S vyvojem vajicka prodélava zmény 1
folikul. Zraly folikul s vajickem pfipravenym k ovulaci se nazyva Graafiiv folikul [1]. Po jeho
prasknuti jsou vajicka spolu s kumularnimi buinkami uchycenymi k vajicku vysokomolekularni
kyselinou hyaluronovou zachycena ampulemi vejcovodu [6. 7].

Vajicko se zastavenym vyvojem v metafazi ll. meiotického déleni sekretuje glykoproteinovy
obal zvany zona pellucida. Ovulované vajicko vstupujici do oviduktu je obklopeno zonou
pellucidou a kumularnimi buitkami (Obr. 3). Vnéjs$i buné¢ny obal. cumulus oophorus. je tvoten
folikularnimi (kumularnimi) bunkami obklopenymi extracelularni matrix slozené prevazné
z kyseliny hyaluronové. Mezi plazmatickou membranou vajicka a zonou pellucidou je
perivitelinni prostor, vyplnény folikuldrni tekutinou. obsahujici proteiny, sacharidy. volné
aminokyseliny.  glykosaminoglykany, steroidy a enzymy (hyaluroniddzu, kolagenazu.
transaminazu. kyselou fosfatazu) [8. 9].

kurnularni punksy

extracelularm \
It Y
H Y .

meioticke

wEEtENO

L pedvitelinni
P prostor
H y OO .

WAICKD

/
zona pellucida

Obr. 3 — Vajicko (oocyr)
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1.2.1 Zona pellucida

Zona pellucida (Obr. 3. str. 11) hraje dilezitou roli v procesu rozmnozovani [10. 11, 12].
Naptiklad prasec¢i zona pellucida obsahuje nékolik typa glykoproteint: ZP1, ZP2. ZP3. ZP4.
Obdobné je zona pellucida kravy slozena z proteinta bZP1. bZP3a. bZP3f. Kapacitovana spermie
je schopna rozeznat bZP3a, bZP3[ a vyuzit k vazbé na vajicko [13].

Tyto glykoproteiny jsou slozeny z O- i N-glykosidicky vazanych oligosacharidi. Cukerné
slozky nesou zaporné nabité sulfatové a karboxylové skupiny, které jsou dulezité pro vzajemné
rozpoznavani gamet (viz kap. 1.6, str. 17) [13].

Cytoplazmatické organcly vajicka jsou ulozeny nepravidelné az na kortikalni granule. které
jsou rovnomérné rozmistény pod cytoplazmatickou membranou. Kortikalni granule obsahuji
hydrolytick¢ enzymy. jez se vyplavi do perivitelinniho prostoru po splynuti spermie
s plazmatickou membranou vajicka. tim zpuasobi modifikaci glykoproteinii zony pellucidy a
jejich zesiténi. Tato tzv. kortikalni reakce zplsobi nepropustnost zony pellucidy pro dalsi

spermie (viz kap. 1.6. str. 17) [8. 9].

1.3 Pohlavni cyklus samic

Vnéjsim projevem ovulace je tije (estrus), projevujici se navenek neklidem samice a ochotou
prijmout samce. Vlivem estrogent dochazi k prokrveni a otoku patrném na vulvé, otevira se
délozni kréek a vytéka hlen zpocatku ¢iry, pozdéji zakrvaveny. Kromé& zmén na pohlavnim
ustroji je mozno pozorovat fadu dalSich — méni se slozeni krve, mnozstvi 1 kvalita mléka (u
dojnych krav) [4].

Obdobi mezi fijemi je fijovy cyklus (pohlavni cyklus). Skot patii mezi polyestricky druh
zvitat. tzn. vyskyt fije u jedince vicekrat za rok.

Faze pohlavniho cyklu samic je mozné shrnout nasledujicim zptisobem:

a) Proestrus — obdobi ptipravy k fiji trvajici asi 3 dny;

b) Lstrus (fije) — obdobi vlastni #ije trvajici 1 — 2 dny charakterizované typickymi zménami
na vyvodnich cestach pohlavnich organtt a projevem fijového chovéani (otevieni
délozniho krcku, uvoliovani a vytok hlenu z pochvy, ovulace. v chovani samice se
projevuje vyrazné pohlavni vzruseni a ochota k pareni);

c) Metestrus — pofijova obdobi zklidnovaci trvajici asi 4 dny, vznik Zlutého téliska;

d) Diestrus — mezitijova obdobi klidu. Pokud doslo k oplozeni, ptetrvava zluté télisko, coz u

polyestrickych zvitat zplsobi rast nového folikulu a za¢ina novy cyklus [4].



1.4 Samci pohlavni organy

Reprodukéni funkee samct zahrnuje tvorbu spermii, jejich dozravani a dopravu do samiééich
pohlavnich organt. Mnozstvi produkovanych spermii je druhové odlisné a méni se naptiklad
v zavislosti na fotoperiodité nebo na stafi. Proces sam¢i reprodukce je fizen hormony a
autonomnim nervovym systémem [4].

Anatomické usporadani saméich pohlavnich organt je znazornéno (Obr. 4)
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Obr. 4 - Vnitini uspofadani pohlavnich organi byka
1.4.1 Varle (testis)

Varlata jsou parovy organ vét§inou vejcitého tvaru a jsou ulozena ve vakovitém utvaru —
Sourku (scrotum). Zevni obal Sourku vznika vychlipenim biisni kize, kterd je tenké a elasticka.
Pod kuzi je hladka svalovina propletena podobné pruznymi vldkny (funica dartos), ta prechazi
v prepazku, kterd rozdéluje Sourek na dvé poloviny. Kazda ¢ast obsahuje jedno varle. Tunica
dartos je propojena se zevnim obalem varlat (tunica vaginalis) a zajistuje spolu se zdvihacem
varlat (musculus cremaster) termoregulacni funkci Sourku, kterd je dulezita pro spravné zrani
spermii. Zakladnim principem regulace teploty uvniti Sourku je smrStovani tunica dartos. ¢imz
se meéni velikost plochy. na které dochazi k vymén¢ tepla s okolim a pfitahovani varlat k télu
(musculus cremaster), coz pomaha udrzovat varlata v teple {14].
Varle je bohat¢ zasobeno krvi. Krevni cévy jsou propleteny mezi semenotvornymi kanalky.
Také se zde nachazi Leydigovy bunky. ve kterych je syntetizovan sam¢i pohlavni hormon —

testosteron [14].



Varle s¢ prevazné sklada z lalu¢ka vyplnénych semenotvornymi toc¢itymi kanalky (rubuli
seminiferi contorti). Pravé zde dochazi k vyvoji spermii ze spermatogonii. Zarode¢né bunky —
spermatogonic — nasedaji na bazalni membranu tocitych kanalkl spolu se Sertoliho bunikami. ve
kterych se koncentruji vytvorené spermatidy. vyzivuji se a prodélavaji zde morfologické zmény
(Obr. 5). Tocité kanalky prechazeji v ptimé kanalky (rubuli recti). ty se déle spojuji ve vetsi

kanalky (rete testis), az vznika jeden velky kanal, ktery vypliuje cely epididymus [14, 15].
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Obr. 5 - Semenotvorny kanalek ve varleti
1.4.2 Nadvarle (epididymus)

Nadvarle je parovy organ o délce nékolik metra (napt. 20 m u ¢loveéka, 40 m u bykaa 60 mu
kance). Nadvarle je pripojeno k povrchu varlete téméi po celé jeho délce. Déli se na ti hlavni
¢asti: hlavu. t¢lo a ocas nadvarlete (caput epididymis. corpus epididymis a cauda epididymis).

Je tvofeno mnohonasobné¢ stocenymi kanalky (v hlavé nadvarlete), které se postupné spojuji
a tvori Sirs$i odvodni kanalky (v téle nadvarlete). az se spoji v jeden klikaty kanal, ktery se
v ocasu nadvarlete napfimuje a prechazi v chamovod [4].

Epididymus skladuje po dobu jednoho az dvou mésich spermie, které sem postupuji z tubuli
recti varlat. Hlava a t¢lo nadvarlete jsou vystlany rasinkatym epitelem. ktery je dualezity pro
posun spermii. Béhem migrace spermii z caput epididvmis do cauda epididymis spermie
dozravaji v plodn¢ pohlavni bunky procesem epididymalni maturace. Poté jsou jiz schopny

pohybu [14].
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1.4.3 Chamovod (ductus deferens)

Chamovod je pokratovanim vyvodného systému z konce nadvarlete do mocové trubice.
Chamovod vychdzi z nadvarlete a sméiuje do dutiny brisni. Zde je spolu s tepnou, Zilou. nervem.
lvmifatickymi c¢évami a hladkou svalovinou obalen blankou. nazyvanou serdza - tvori semenny

provazec [3].

1.4.4 Pridatné pohlavni zlazy (glandulae genitales accessoriae)

Ptidatn¢ pohlavni 7lazy jsou samostatné organy, které produkuji sekrety vylucované do
mocové trubice. Proteiny obsazené v téchto sekretech se podili na tvorbé proteinového obalu
spermii. poskytuji spermiim vyzivné latky a upravuji jim prostiedi beéhem prichodu moc¢ovou
trubici (viz kap. 1.7, str. 19). Kt¢mto pohlavnim Zzlazam patii parové ampule chamovodu,

semenné vacky. predstojna zlaza neboli prostata a bulbouretalni zlazy [14].

1.4.4.1 Semenné vacky

Semenné vacky jsou drobny péarovy organ slozeny z lalG¢kt. Produkuji u bykd asi 60 %
objemu ¢jakulatu. u ¢lovéka asi 30 %, u hiebce asi 45 % (literatura zde neni jednotnd). Tento
sekret poskytuje vyzivu spermiim. Byva rizné zabarven (druhova variabilita). coz je zpusobeno

piitomnosti flavind [14]. Semenné vacky tedy urcuji slozeni semenné plazmy (viz 1.7. str. 19).

1.4.4.2 Prostata
Prostata je 7laznaty organ ulozeny na pfechodu mocového méchyfe v mocovou trubici a
¢aste¢né mocovou trubici obklopuje. Je tvofena lalucky. Prostata vylucuje sekret dulezity pro

tpravu pH v mocové trubici, je tedy dulezita pro udrzeni Zivotnosti spermii [14].

1.4.4.3 Cowperovy zZlazy

Cowperovy 7zlazy jsou piidatné pohlavni zlazy ulozené podél mocové trubice. Jejich vyvoj.
velikost. slozeni sekretu a zastoupeni v ejakulatu se znaéné liSi druh od druhu [14, 17].
Cowperovy zlazy jsou u byku. na rozdil od kanc. pomérné¢ maly parovy organ valcového tvaru.
Strukturou se¢ podobaji prostaté. nebot” jsou také slozeny z lalickl, z nichz usti trubi¢ky do
sbérnych prostori. které pak usti do mocové trubice za semennymi vacky a prostatou smérem od
testes | 14. 18]. Sckret je ¢iry. hlenovity a zasadity. Obsahuje aminosacharidy a sialoproteiny.
Zéasadité prostiedi vytvarené Cowperovou Zlazou neutralizuje kyselé prostiedi pochvy samice a

ma pfiznivy vliv na pohyblivost spermii.



Cowperovy zlazy kanct jsou studovany mnohem vice [18. 19].
U byku prispivaji Cowperovy zlazy pouze asi 6 % k celkovému objemu ejakulatu. Jejich
funkce neni stale plné objasnéna. Nemaji pravdépodobné klicovou roli pii fertilizace. avSak

jejich viastnosti mohou ovlivnit plodnost samci.

1.5 Samci pohlavni bunky, spermatogeneze

Spermatogeneze je proces, jehoz vyslednym produktem jsou haploidni saméi pohlavni buiky
(spermie). Probihda v semenotvornych kanalcich varlete a zahrnuje sérii mitotickych déleni
diploidnich spermatogonidlnich kmenovych bunék za vzniku spermatocytt, dvé meioticka déleni
spermatocytu za vzniku haploidnich spermatid a rozsahlé morfologické zmény spermatid béhem
spermateliozy. Nasleduje uvolnéni hotovych spermii do lumen semenotvorného kanalku (Obr. 5,
str. 15) [20].

Spermatelioza je preména spermatidy na spermii. Spermatidy ztraceji vétSinu cytoplazmy a
tvoii sc struktury dilezité¢ pro fertilizaci (oplodnéni). Z Golgiho komplexu spermatidy se
v apikalnim regionu hlavicky tvofi akrosom a obklopuje jadro. Dochazi ke kondenzaci
chromosomu a k tvorbé bi¢iku [5].

Hotova spermie je tedy slozena z hlavicky. kréku, stiedni ¢asti a bi¢iku (Obr. 6, str. 17).

Hlavicka spermie je z vétsi ¢asti tvofena jadrem, které je obklopeno malym mnoZstvim
cytoplazmy. Piedni ¢ast hlavicky obsahuje akrosom. Je to unikatni organela spermatogoidnich
bunék. ktera obsahuje hydrolytické enzymy (kyselé hydrolazy. akrosin, a-N-acetyl-D-
glukosaminidazu. kyselou fosfatazu. hyaluroniddzu, neuraminidazu a dal$i), nezbytné pro
penetraci  spermie  zonou pellucidou. Cytoskeletarni struktury v hlavicce spermii hraji
pravdépodobn¢ dulezitou strukturni roli. formuji tvar hlavicky. Zaroven napomahaji pronikani
spermic obalem vajicka béhem procesu fertilizace [21].

Bicik spermii zprostiedkovava pohyb a je slozen ze Ctyt ¢asti: krcku a z ¢asti stiedni, hlavni a
koncové (Obr. 6. str. 17). Cytoskelet bi¢iku tvofi axonema, vnéjsi husta vlakna a jemna vlakna
tvofici pouzdro. Axonema vede stiedem celého biciku a tvofi ji centralni par mikrotubult
obklopeny deviti dublety mikrotubult. Axonemu obklopuji vnéjsi husta vldkna a jemna vldkna
tvorici pouzdro. Ve stiedni Casti bic¢iku je kolem vngjsich hustych fibril obto¢ena Sroubovice

z mitochondrii {1. 20].
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Obr. 6 — Sam¢éi pohlavni burika

Pti ejakulaci putuji spermic chamovodem pies prostatu do moc¢ové trubice a pii tom jsou
vystaveny pusobeni semenné plazmy. Jako semennd plazma je oznaCovana smés sekretd
epitelidlnich bun¢k pfidatnych pohlavnich Zlaz — prostaty, semennych vacki a bulbouretalnich
zlaz (viz 1.7, str. 19) [22.23. 24].

Byk vyprodukuje 2 — 5 ml ¢jakulatu s 300 — 2 000 milidény spermii v mililitru, kanec naopak
velké mnozstvi 100 — 150 ml ejakulatu s pouhymi 25 — 300 miliony spermii v mililitru [3].

Semenna plazma ma na spermie dekapacitacni ucinek. Dekapacitované ejakulované spermie
nejsou schopny oplodnit vajicko [25].

Kapacitace je soubor zmén, které se odehravaji na spermii béhem jejiho transportu k mistu
fertilizace. tedy v sami¢im pohlavnim traktu [25]. Jedna se o pochody probihajici v membrané
spermic. zejména v akrosomalni oblasti. Odkryvaji se nebo se vytvareji receptory pro interakci
s vajickem (viz kap. 1.9, str. 22) [26]. Kapacitované spermie jsou schopny se vazat na kumuléarni
bunky pomoci povrchového proteinu PH-20 (hyaluronidaza na povrchu spermie) a penetrovat
jimi k zoné¢ pellucidé [27]. Zivotaschopnost spermie po ejakulaci mimo t&lo samice obvykle

byva 24 — 48 hod [3].

1.6 Fertilizace

Oplodnéni  (fertilizace) je pojem zahrnujici nejen splynuti pohlavnich bunék. ale 1
predchazejici déje. které jsou k tomuto splynuti nutné. Jeji pribéh (Obr. 7, str. 18) lze rozdélit na
nasledujici kroky [28. 16]:

- penetrace spermie kumularnimi buitkami

primarni vazebny kontakt gamet

akrosomova reakce

sckundarni vazebny kontakt gamet
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- penetrace zonou pellucidou splynuti gamet a nasledné déje

Aby doslo k primarnimu kontaktu gamet, musi spermie projit vrstvou kumuléarnich bunék.
Toho je schopna pouze intaktni spermie. tedy takova. u které neprobéhla akrosomova reakce
[30].

Dalsim krokem je vzijemné rozpoznani a primarni kontakt gamet na zédkladé
komplementarnich molekul na povrchu spermie a vaji¢ka. U savei tuto vazbu zprostiedkovavaji
proteiny na povrchu spermie a glykoproteiny zony pellucidy (viz kap. 1.2.1, str. 12) [31, 32].

Primarni vazbou spermie na vajicko je dan impuls k zahajeni akrosomové reakce. kdy
dochazi k zaniku vn¢jsi akrosomové membrany a plazmatické membrany spermie a jejich fuzy.
Obsah akrosomu se vylije a na povrch se dostava vnitini akrosomova membrana. Proteiny na ni
navazané opct interaguji s glykoproteiny zony pellucidy. Tato interakce predstavuje sekundarni
vazebny kontakt gamet [25].

Nasleduje penetrace spermie zonou pellucidou. na niz se podili jednak mechanicky pohyb
bi¢iku a jednak hydrolytické enzymy akrosomu, které rozkladaji zonu pellucidu (Obr. 7. str. 18).
Nejdulezit¢jSim a nejprozkoumanéjsim z nich je akrosin, ktery vznika z neaktivniho proakrosinu
po probchnuti akrosomové reakce [33]. Dal§imi vyznamnymi enzymy akrosomu jsou
hyaluroniddza, -N-acetyl-D-glukosaminiddza, B-galaktosidaza, arylsulfatdza. neuraminidaza,
endo- a exopeptidazy [25].

Primarni vazba

Iniciace

Perrtelinn prostor .
akrosomové reakce

Plazmaticka
| membrana  Kortikélni vacky
Zona pellucida |

Zabranéri
polyspermi

Dokoncent
akrosomaové reakce
.\\‘ .

-

o~ A
Penetrace spermie
zonou pellucidou

Kréek
Akrosom
X
Plazmaticks
membrana =
s - - - S

AT AKrOSOMOYE - Fuze plazm. membrany  %znik méchyikd i
Temkrang S p Zm. Ar'y v Zrik mechyrku Spermie po

“Wnejsi akrosomava 2 vNEjsi akrosomowve akrosomoveé reakci

membrana membrary

Obr. 7 - Ferilizace a detail akrosomové reakce
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Po proniknuti spermie zonou pellucidou dochazi ke splynuti gamet. U savci splyne pouze
jedno jadro spermie s jednim jadrem vajicka. jde o monospermni oplozeni. Proniknuti dalSich
spermii do vajicka (tzv. polyspermii) je zabranéno depolarizaci plazmatické membrany. (viz kap.
1.2.1. str. 12) Zona pellucida je témito enzymy ¢aste¢né hydrolyzovana a zesitovana, ¢imz ztraci

schopnost iniciovat akrosomovou reakci a i timto se stava nepropustnou pro dalsi spermie [25].

1.7 Proteiny semenné plazmy

Semenna plazma obsahuje jak nizkomolekularni latky (draselné a zine¢naté ionty.
kyselinu citronovou. fruktozu. fosforylcholin. cholesterol. polyaminy. volné aminokyseliny.
prostaglandiny). tak i latky s vy$$imi molekulovymi hmotnostmi. jako jsou rizné polypeptidy.
glvkoproteiny a enzymy [23].

7. vysokomolekularnich latek predstavuji proteiny pravdépodobné nejdulezitéjsi slozku.
Jsou produkovany prevazné semennymi vacky a prostatou. Nékteré proteiny obsazené
vsemenné plazme jsou pil ejakulaci adherovany na povrch spermii. Tyto proteiny.
spermadheziny.  vykazuji fadu vazebnych schopnosti s riznymi ligandy: sacharidy,
sulfatovanymi glykosaminoglykany. fosfolipidy a proteindzovymi inhibitory. Spermadhesiny
maji afinitu i vaci sob¢. tyto vzajemné interakce byly studovany u ruznych druha [29. 35, 36.
37]. Mohou se Ucastnit jednotlivych kroki fertilizaéniho procesu (formovani oviduktdlniho
rezervodru. kapacitaci spermii. rozpoznani a na vazb¢ spermie na oocyt).

Proteiny se mohou pfichytit na povrch spermie dvéma zptsoby. Prvnim je interakce protein
s fosfolipidy plazmatick¢ membrany a tim druhym zptsobem jsou vzdjemné interakce mezi
monomernimi formami proteint [35].

Proteiny na povrchu spermie mohou také interagovat s glykosaminoglykanovymi fetézci
proteoglykant, produkovanymi bunkami epitelu samic¢iho urogenitdlniho traktu. Interakce
proteinu semenné plazmy se sulfatovanymi polysacharidy (jako heparin, chondroitin sulfat,
dextransulfat. fukoidan) byla predmétem vice studii [41.42. 43, 44].

By¢i semenna plazma obsahuje ¢tyfi majoritni proteiny: BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3
a BSP-30 kDa [45].

Jsou sckretovany ze semennych vacku a vazou se na plazmatickou membranu spermie pti
¢jakulaci. V3ichni ¢lenové této rodiny jsou glykoproteiny s vyjimkou BSP-A3 [46]. Relativni
molekulova hmotnost proteini BSP-Al. A2, A3 se pohybuje v rozmezi 15000 — 16 000,
zatimco velikost BSP-30 kDa je priblizné 28 000 — 30 000. BSP-A1 a BSP-A2 maji identickou
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aminokysclinovou sckvenci. ale lisi ve stupni glykosylace. BSP-A1 je navic oproti BSP-A2
O- ¢lvkosylovan na threoninu [47].

U by¢ich a kancich proteint obsahujicich ve své molekule fibronektinovou doménu byla
popsana schopnost vazat fosforylcholin [39. 40]. VSechny tyto proteiny jsou schopny interagovat
s fosfolipidy plazmatické membrany spermie. ktera obsahuje fosforylcholinové skupiny.
Predpokladame. 7¢ interakce BSP proteint s fosfolipidy s podilem fosforylcholinu hraje
dulezitou roli pii moditikaci plazmatické membrany spermii béhem kapacitace nebo akrosomové
reakce [40].

Proteiny z by¢i semenné plazmy BSP-A1 a BSP-A2 se spole¢né oznacuji PDC-109 [47].
PDC-109 se vyskytuje v agregované formé. Sklada se z 109 aminokyselin, obsahuje ctyfi
intramolekularni disulfidické vazby. Nékteré z nich jsou usporadany do klastrd, coz umoziuje
jejich vzajemné spojovani [47].

7. popsanych vazebnych schopnosti BSP proteinli piedpokladame, ze se podileji na
transportu lipidu (cholesterolu. fosfolipidi) a hraji dulezitou roli v modifikaci plazmatické
membrany spermie béhem kapacitace, kdy dochazi ke zméndm ve slozeni membrany (zmenseni
poméru cholesterol/fosfolipidy. zvySuje se propustnost pro vépenaté¢ kationty. prostorova
redistribuce membranovych proteinu a lipida) [46].

Tak¢ bylo zjisténo. ze za tyziologickych podminek se pokryti povrchu spermie. procesu
kapacitace a primarni vazby spermie se zonou pellucidou ucastni spiSe agregované formy
proteintt semenné plazmy nez jednotlivé proteiny {48, 49].

Vyse uvedené proteiny byci semenné plazmy se znadi jako heparin vazajici. Byly zde vak
identifikovany i heparin nevazajici proteiny — aSFP. BUSI-I a BUSI-II.

aSEP (Mr 12 900) je protein patfici do rodiny spermadhesini. V by¢i semenné plazmé je
v koncentraci 2 — 7 mg/ml. Na povrch ejakulované spermie se vaze jen omezené. na povrchu
kapacitované se uz nenachazi vibec. Také nema schopnost se vazat na zonu pellucidu [47]. aSFP
tedy vystupuje spiSe jako dekapacitaéni faktor. Predpokladd se, Ze chrani spermie pied
oxidativnim poskozenim. Zaroven ma stimulacni efekt na ovulaci po inseminaci [47].

BUSI-I a BUSI-II jsou nizkomolekularni latky. pisobi jako inbibitory akrosinu [37].

1.8 Proteiny oviduktalni a délozni tekutiny
Slozeni tekutin v déloze a oviduktech je velmi podobné., 1isi se hlavné koncentraci
piitomnych proteint. Jejich sckrece do prostoru délohy a oviduktd je velmi proménliva u

ruznych druht. I vramci jednotlivého druhu se slozeni lisi dle faze cyklu, kterou samice



prochdzi (zvy3ena koncentrace pfi ovulaci. obdobi pafeni apod.) Rizeni téchto zmén maji na
starosti steroidni hormony estrogen a progesteron [4].

Diky mnozstvi proteint a glykoproteint je tato tekutina viskozitou podobna krvi. M4 také
obdobnou osmolaritu. ale vyrazngji odlisnou koncentraci ionti CO;™ a K'. Alkalické pH je
rovnéz mirn¢ proménlivé dle cyklu. Ve srovnani s krvi jesté miazeme uvést pritomnost sacharidi
glukozy a laktatu. neni v3ak shodné co do koncentrace [2].

V tekutinach oviduktu a délohy byly v malém mnozstvi identifikovany 1 fosfolipidy,
triglyceridy a cholesterol. Ve vétSim mnozstvi se zde nachazeji volné aminokyseliny (Met. Leu,
Phe. Lys. Asp. taurin. hypotaurin atd.). Nékteré z nich maji vliv na regulaci intracelularniho pH,
jin¢ ochranuji embryo pied osmotickym stresem. Taurin se Gcastni d&ju, které jsou zakladem
akrosomové reakce a hypotaurin vychytava volné radikaly. oba také chrani gamety a embrya a
podporuji jejich Zivotaschopnost [50].

Dulezitou slozkou oviduktalnich tekutin jsou proteiny. Nejvétsi podil (60 - 80 %) tvoii
sérové proteiny - hovézi albumin.

Majoritni zastoupeni maji glykoproteiny. Jejich koncentrace se vyrazné zvySuje pred ovulaci.
pot¢ opét klesa. Syntézu vétsSiny glykoproteint  kontroluje hormon estrogen a hormon
progesteron Fidi jejich uvolnovani. Glykoproteiny maji mnoho funkci. Dilezité je. ze zvySuji
vizkozitu oviduktalni tekutiny a stabilizuji prostiedi v bezprostfedni blizkosti gamet nebo
embrya tim. Ze se vazi na oocyt (zonu pellucidu), nebo embryo. Témi nejdilezitéjSimi a zatim
popsanymi glykoproteiny jsou OGP (oviductal glykoprotein), OSGP (oestrus — associated
oviduct - specitic glykoprotein) a proteiny mucinového typu [52].

Prvni uvedeny — OGP — je cca 120 kDa veliky a jeho syntéza i sekrece jsou zavislé na
estradiolu. Tento glykoprotein ma mnoho koncovych sialovych kyselin, nékteré publikace o ném
mluvi pfimo jako o sialomucinu. OGP je exprimovan po celé oblasti oviduktu. Byl nalezen nejen
u krav. ale i u primatu, ovci. prasat, koz, krecku. krys a u lidi. Jeho ulohou patrné je zabrarovat
polyspermii tim. ze inhibuje vazbu spermie na zonu pellucidu. Také ale urychluje kapacitaci a
napomaha tak oplozeni. Spekuluje se. ze muze hrat roli v druhové specifité interakci oocytu a
spermic [52].

OSGP je protein. ktery asociuje s oviduktem hlavné v obdobi estru. Je to homologicky
glykoprotein u riznych druhi. z toho Ize soudit. Ze je evolu¢né staly. OSGP se podili na vazbe
spermii v isthmu a tim na tvorbé oviduktalniho rezervoaru (viz kap. 1.9. str. 22) U krecka

naptiklad OSGP asociuje se spermii i oocytem a napomaha tak penetraci a samotné fertilizaci.



Obecen¢ se uvadi. ze tento glykoprotein svou vazbou na zonu pellucidu oocytu zvySuje
pravd¢podobnost a schopnost oplodnéni.

Pokud mluvime o glykoproteinech tekutin oviduktu nelze opomenout proteiny mucinového
typu. Obsahuji vice oligosacharidovych tetézc O- glykosidicky vazanych na proteinovém jadre
a opakujicich sc doménach. Primarni funkei téchto proteinii je tkanova hydratace, lubrikace
bunéénych povrchi. Tim ochraiuji epitelidlni bunky pred bakteridlnim, mikrobidlnim
napadenim: poskytuji celkovou imunosupresi [53]. Mucinové glykoproteiny jsou vysoce
hydratované struktury odolné proti proteolyze. Nachazeji se asi ve vzdalenosti 50 — 200 nm od
povrchu bunky.

Konkrétni proteiny mucinového typu jsou MUC1 a MUC9 takzvany oviductin. MUC1 se
sklada z¢ 20 aminokyselin, které se opakuji 20 — 125x. Vyskytuje se ve dvou formach. Prvni ma
proteinové jadro 120 — 225 kDa, druha glykosylovana 250 — 500 kDa velka, obsahuje 60 - 80 %
sacharidu. MUCO je slozen z 15 aminokyselin, ¢tyfikrat opakovanych. Znam je také pod nazvem
oviductin (oviduct — specific glykoprotein). Vime, Ze interaguje sovulovanym oocytem a
spermii. ale duvod jesté neni zcela znam. Pravdépodobné ochranuje oocyt a pozde€ji embryo.

Oviductin byl nalezen u lidi, kfecku, kraliku, prasat a krav [54].

1.9 Tvorba a uloha rezervoaru spermii v samic¢im pohlavnim traktu

Mnoho dé&ju v organismu zivocicht funguje na zakladé interakci protein — sacharid. Tento
typ interakee slouzi jako dulezity mechanismus pro rozpoznani vlastnich a cizich struktur. Jedna
se o fylogeneticky stary princip, kterého se vyuziva napiiklad pti imunitni odpovédi organismu
(napf. selektiny zprostiedkovavaji vazbu leukocytl na endothelium).

Vazba protein - sacharid se vSak ucastni 1 d¢ji pii maturaci spermii a putovani gamet
v sami¢im reprodukénim traktu. Je to napiiklad vazba spermie na Sertoliho bunky ve varleti
a v urogenitalnim traktu samice na epitel oviduktu [50]. Protein - sacharidové interakce vyuzivaji
gamety pfi vzajemném rozpoznavani.

7 organu a tkani. které spermie miji na cesté k fertilizaci. ma zvlastni vyznam isthmicka ¢ast
vejcovodu. Po proniknuti do vejcovodu jsou spermie zachyceny v dolnim isthmu vazbou na
rasnaté cpitelidlni buiky, jimiz je lemovan. Touto vazbou se vytvaii rezervoar spermii. Zde jsou
spermie ulozeny po dobu nékolika hodin az dni - dokud nenastane ovulace. za podminek. které
udrzuji spermie zivotaschopné a zaroven potlacuji jejich pohyblivost a Setii tak energii [31. 55,

56].



Kontaktu s potencialnimi vazebnymi misty na epitelu vejcovodu. tedy i tvorbé rezervoaru.
napomahd jcho mukozni (hlenovity) povrch, ktery nuti spermie k pomalému proplouvani (viz
kap. 1.8, str. 20) [53]. Rezervoar ma mnoho funkci:

- piedehazi polyspermnimu oplozeni diky pomalému uvoltiovani spermii z rezervoaru

- udrzuje motilitu a fertilitu spermii

- reguluje kapacitaci a hyperaktivaci motility spermii

Vejeovod je dulezity pro koordinaci procesu kapacitace spermie a pozdéji pro setkani s
ovulovanym vajickem. Zda se. Z¢ vejcovod ma schopnost vybirat si zralé. zivotaschopné spermie
s nizkou intracelularni koncentraci Ca®’ iontii a bez fosforylovanych povrchovych proteini [57].
Epididymalni spermie se slabé vazi na ovidukt. coz podporuje predpoklad. ze proteiny
odpovidajici za specifickou vazbu na ovidukt se dostavaji na povrch spermie az pii kontaktu
spermic s¢ semennou plazmou [58]. Zdroven se na epitelidlni bunky oviduktu prednostné vazi
nckapacitované spermie [59].

V dob¢ ovulace se ve vejcovodu méni podminky a spermie odpovidaji na zatim neznamé
signaly folikulu nebo uvolnéného vajicka zahajenim kapacitace. Spermie ztraceji asociované
proteiny z¢ svého povrchu. které se podili na tvorbé rezervodru, coz jim umoziuje uvolnit se
z epitelu. dokoncit kapacitaci a interagovat s vajickem vhodnym zplsobem (viz kap. 1.6. str. 17)
[60]. Silu nutnou k pfckonani atrakce mezi spermii a oviduktalnim epitelem muze poskytnout
hyperaktivace. Tento jev predstavuje zménu v charakteru tepani bi¢iku spermie pozorovaném in
vivo pred fertilizaci, ktera zahrnuje znacné zvétSeni rozsahu ohybu bic¢iku. obvykle také
nesoumernosti a frekvence tepani [53].

Je zieimé. 7¢ dulezitou ulohou oviduktalniho rezervoaru spermii je koordinovat schopnost
spermie oplodnit vajicko s prichodem ovulovaného vajicka tak, aby bylo zajisténo, Ze se dvé
funkéni zpusobilé gamety setkaji v pravy ¢as na pravém misté [31. 56].

/da sc. 7¢ tvorba rezervoaru spermii je zprostfedkovana interakci protein — sacharid.
Glykokonjugaty epitelu poskytuji definované oligosacharidy, které jsou rozpoznany proteiny
asociovanymi s povrchem spermic. U kravy tvorba rezervoaru patrné zahrnuje interakci
mannosyl - oligosacharidovych vysokoafinitnich a galaktosovych nizkoafinitnich ligandi
oviduktalniho cpitelu. které jsou rozpoznany molekulami syntetizovanymi v semennych vaccich

a prostat¢ nasedajicimi na povrch spermie béhem ejakulace [56].



1.10 Cil prace

/da sc. 7e tvorba vazba spermie se v prostiedi urogenitalniho traktu kravy realizuje interakci
sacharid — protein. Napiiklad v istmické casti. glykokonjugaty epitelu poskytuji detinované
oligosacharidy. které jsou rozpoznany proteiny asociovanymi s povrchem spermie.

V navaznosti na predchozi bakalaiskou praci bych rada prohloubila poznatky v oblasti
reprodukce skotu. Tato prace se bude podrobnéji zabyvat dé&ji v oviduktalni ¢asti urogenitalniho
traktu krav s cilem definovat proteiny a sacharidy. které se zde vyskytuji, a porovnat je

s proteiny v d¢loze a na epitelech oviduktu.

Cile diplomové prace jsou:

- charakterizovat proteiny urogenitalniho traktu kravy biochemickymi metodami — SDS —
clektroforézou, gelovou a afinitni chromatografii. stanovit kvantitativni mnozstvi

sacharidu. sialovych kyselin a zékladnich enzymu, které se zde vyskytuji;

- kvantitativni stanoveni inhibice vazby proteini oviduktalnich tekutin s proteiny by¢i

semenné plazmy ELBA metodou

- studium zmény schopnosti véazat proteint tekutin oviduktu, délohy a epitel oviduktu na
7ivé bycCi spermic v zavislosti na ochuzeni tekutin a epiteld o konkrétni sacharidové
komponenty pouzitim specifickych deglykosylaénich enzymt - tuto studii provedeme na

prutokovém cytofluorimetru a ovéfime analyzou vzorkl fluorescenénim mikroskopem:
- zavérem budeme zkoumat tuto afinitu pfimo na tkanich, opét enzymaticky upravovanych;

vyuzijeme fluorescenéni mikroskopii a stanoveni porovname s diive dosazenymi

vysledky.
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2 Material a metody

2.1 Pouzity material

2.1.1 Chemikalie

Akrylamid

Avidin znaceny kienovou peroxidasou

2.2 -azino-bis(2-cthylbenzthiazolin-6-

sulfonova kyselina)

u - galaktosidaza

f3 - calaktosidaza
Benzamidin-hydrochlorid
Bromfenolova modi

Bovine Serum Albumin
Coomassie Brilliant Blue R-250
Dihydrogentosfore¢nan sodny
Divinylsulfon

Dodecylsulfat sodny
Dusi¢nan stiibrny

Fetuin

Fluorescein isothiocyanat (FITC)
Formaldchyd

[.-fukoza

Fukosidaza

D-galaktoza

Gelatine from Porcine Skin
D-glukdza

D-glukuronat

Glutaraldehyd

Glycerol

Glycin

Heparin

Hexosaminidaza

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

- Sigma Chemical Co., St. Louis.

- Sigma Chemical Co.. St. Louis,
- Sigma Chemical Co., St. Louis,
- Fluka. Buchs. Svycarsko

- Lachema, Brno. CR

- Imuna. Sarisské Michal'any, SR
- Serva. Heidelberg. Némecko

- Lachema. Brno, CR

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

- Sevac. Praha. CR

- Serva, Heidelberg. Némecko

- Lachema. Brno. CR

- Serva, Heidelberg, Némecko

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

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

- Serva, Heidelberg, Némecko

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

- Reanal. Budapest, Mad'arsko

USA
USA
USA

USA
USA

USA
USA

USA

USA

USA

- Sigma Chemical Co., St. Louis. USA

- Sigma Chemical Co.. St. Louis,

USA



Hydrogentosfore¢nan sodny
Hydrogenuhli¢itan amonny
Hydrogenuhli¢itan sodny
4-chlor-1-nattol

Chlorid kobaltnaty

Chlorid sodny

Chlond vapenaty

Chondroitin sultat
Karbodiimid

Kyselina cthylendiamintetraoctova
Kyselina hyaluronova
Kyselina jodista

Kyselina octova

[ysozym

Mannan

D-manndza

Merkaptocthanol

Methanol
N-acetyl-D-galaktosamin
N-acetyl-D-glukosamin
N-acetylneuraminova kyselina
N-hydroxysukcinimidobiotin
N.N-dimethylformamid
N.N"-methylen-bisakrylamid
N.N.NLU N'-tetramethylethylendiamin
Neuraminidaza

Ovalbumin

Perboritan sodny

PNGaza I' 7 Elizabethkingia meningoseptica
Ponceau RR

Sephadex (6-25 Medium
Sephadex G-100 Supertine

Trichloroctova kysclina

- Lachema. Brno. CR

- Lachema. Brno. CR

- Lachema. Brno. CR

- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA

- Lachema. Brno. CR

- Lachema. Brno. CR

- Fluka, Buchs. Svycarsko

- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

- Fluka. Buchs. Svycarsko

- Serva, Heidelberg. Némecko

- Contipro. Usti nad Orlici. CR

- Feinchemie, Sebnitz, Némecko

- Lachema. Brno. CR

- dar (katedra biochemie PiF UK)

- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

- Fluka. Buchs. Svycarsko

- Loba Chemie, Fishamend. Rakousko

- Lachema. Brno. CR

- Sigma Chemical Co.. St. Louis. USA

- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

- Lachema. Brno, CR

- Sigma Chemical Co.. St. Louis, USA

- Lachema. Brno. CR

- Serva. Heidelberg. Némecko

- Serva, Heidelberg, Némecko

- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

- dar (katedra biochemie Ptk UK)

- Lachema, Brno. CR

- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

- Loba Feinchemie, Fishamend, Rakousko
- Pharmacia Fine Chemicals AB, Svédsko
- Pharmacia Fine Chemicals AB. Svédsko

- Lachema. Brno. CR



Thiosiran sodny - LLachema. Brno. CR

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan - Serva. Heidelberg. Némecko
Triton X-100 - Serva, Heidelberg. Némecko
Tween 20 - Serva. Heidelberg, Némecko
Uhli¢itan sodny - Lachema, Brno. CR

Cistota uvedenych komeréné dodanych chemikalii byla P.A. nebo vyssi.

2.1.2 Biologicky material

Urogenitalni trakty - jatka Cesky Brod. Koutim
By¢i semenna plazma - Vyzkumny ustav veterinarnich lé¢iv Brno
By¢i spermie - Vyzkumny ustav veterinarnich 1é¢iv Brno

Biologicky material byl zpracovan do 2hodin po preparaci, uchovavan v chladnu (4°C).

2.1.3 Dalsi material

Mikrotitra¢ni polystyrénové desticky - NUNC. Dénsko

pro ELBA testy

Podlozni sklicka - Knittel Glaser. Némecko

Kryci sklicka - Hirschmann Laborgerite, Némecko

Kolona pro afinitni chromatografii - Bio-Rad Laboratories. Velka Britanie

Kolona pro gelovou chromatografii - Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala.
Svédsko



2.2 Metody

2.2.1 lzolace oviduktalnich a déloznich tekutin

7. urogenitalniho traktu kravy byly nuzkami oddéleny ovidukty a rohy délohy. Kazda
z odde¢lenych ¢asti byla dvakrat proplachnuta 0.2 M NHyHCO; pomoci injekéni stitkacky a
tekutina byla jimdna do kadinky. Ziskané tekutiny zovidukti a délohy byly zamrazeny a

Ivotilizoviny.

2.2.2 lzolace epitelialnich bunék povrchu sliznice oviduktu a délozniho

rohu

Ovidukt nebo délozni roh byl podélné rozstiihnut nizkami. Epitelialni buniky byly z povrchu
sliznice abradovany naostfenou lzici. popt. Spachtli longituddlnim pohybem a pteneseny do
0.2 M NH HCO;. Bunky ziskané z epitelu oviduktu a epitelt déloznich rohil byly zamrazeny a

Ivotilizovany.

2.2.3 Biotinylace proteint byci semenné plazmy

Byl piipraven 1 % roztok by¢i semenné plazmy v 0.5 M NaHCOs;. K roztoku o objemu 5 ml
byl pfidan roztok biotinu pfipraveny rozpusténim 1 mg NHS-biotinu ve 100 pl DMF. Roztok byl
inkubovin 1 hod za stalého trepani. Nasledovala dialyza 12 hod proti vodé. Voda byla dvakrat

vymeénéna. Po dialyze byl roztok zamrazen a lyofilizovan.

2.2.4 Znaceni ziskanych proteinu fluorescein isothiocyanatem (FITC)

Pouzité roztoky:

FITC roztok: 12,5 mg barviva FITC v 0.625 ml DFM a 5 ml ethylenglykolu

Postup:

Pro znac¢eni FITC barvivem 25 mg proteinu byly pouzity 4 ml bikarbonatového pufru pH 8.5.
Tento roztok byl neustale udrzovan v temnu a chladnu (4 °C). Po rozpusténi bylo pfidano 200 ul
roztoku FI'TC.

Vysledny roztok se mirné tiepal 4 hod v lednici. pficemz kazdou hodinu bylo pfidano dalSich
200 ul roztoku FITC.

Hodinu po poslednim pridani roztoku FITC byl protein od nadbyte¢ného. nenavazaného

barviva precistien dialyzou — proti vodovodni vodé. za pouziti velkého objemu (cca 1.5 [)



s V2 lzicky aktivniho uhli, dale tfikrat proti mensimu objemu (cca 300 ml) destilované vody a
poté byl nechan pres noc v 1 1 destilované vody s pridavkem aktivniho uhli.
Ziskané proteiny s navdazanym FITCem byly zamrazeny a lyofilizovany. Uchovéavany byly

v lednici pti 4 °C v tmavych zasobnich lahvickach.

2.2.5 Diskontinualni SDS - elektroforéza dle Laemmliho [61]

Pouzité roztoky:

A. Roztok akrylamidu: 29.2 ¢ AA + 0.8 g bis AA do 100 ml H,O

B. 1.5 M Tris.HCl o pH 8.3: 18.5 g Tris do 100 ml H,O, pH upraveno pomoci HCI

C. 05 M Tris.HCl o pH 6.8: 6 ¢ Tris do 100 ml H,O. pH upraveno pomoci HCI

D. 10 % SDS: 10 g SDS do 100 ml H>O

E. Vzorkovy pufr — neredukujici: 4.4 ml H,O + 1,0 ml roztoku C + 0.8 ml glycerol + 1.6 ml
roztoku D + 0.2 ml 0.1 % BM

F. Elektrodovy pufr: 9 ¢ Tris + 43,2 g glycinu + 3 g SDS do 600 ml H,O,
pred pouzitim fedéno 80 ml zasobniho roztoku 320 ml H,O

G. 10 % APS: 1 g APS do 10 ml H,O

Zaostrovaci gel 4 %: 1.52 ml H,O + 0.625 ml roztoku C + 0,025 ml roztoku D + 0,325 ml
roztoku A:
tésné pred aplikaci bylo pfidano 3.8 pl TEMEDu a 40 pl roztoku G
Separacni gel 12 %: 2.5 ml roztoku B + 4,0 ml roztoku A + 3.5 ml HO + 100 pl rozt. D;
tesné pied aplikaci bylo ptidano 4.5 ul TEMEDu a 50 pl roztoku G
Separaéni gel 15 %: 2.5 ml roztoku B + 5.0 ml roztoku A + 2.5 ml H,O + 100 pl rozt. D;
tésné pred aplikaci bylo pfidano 4.5 ul TEMEDu a 50 ul roztoku G
Barveni gelu: 0.5 ¢ CBB + 450 ml methanol + 100 ml kyselina octova + 450 ml H,O
Odbarveni gelu: 250 ml methanolu + 100 ml kyseliny octové + 650 ml H,O

Standard: smes oligomerl lysozymu (monomer - 14 500)

Postup:

Pro elektroforézu byl pouzit pristroj firmy Bio-Rad. 12 % nebo 15 % separacéni gel byl nalit
mezi dvé vertikdlni skla upevnéna do stojanu pro nalévani geld, prevrstven destilovanou vodou a
ponechan polymerovat.

Po zpolymerovani gelu byla H>O nad gelem vysusSena filtra¢nim papirem a byla nalita vrstva

4 % raostiovaciho gelu, do niz byl zasunut hieben pro tvorbu jamek.



Vzorky v neredukujicim pufru byly pied nanesenim inkubovany 10 min v horké vodni lazni.
Pokud neni u vysledku uvedeno jinak. byla pouzita koncentrace vzorki 1 mg proteint na 100 ul
vzorkového neredukujiciho pufru.

Po ukonceni polymerace horniho gelu byla sestavena aparatura pro provedeni elektroforézy.
Do katodového i anodového prostoru byl nalit elektrodovy pufr. Po odstranéni hiebent byly do
jamek nanaseny vzorky pomoci mikropipety. Elektroforetickd vana byla doplnéna elektrodovym
pufrem.

Elektrody byly pfipojeny ke zdroji napéti. Jako zdroj napéti byl pouzit pfistroj
ElectrophoresisConstant Power Supply 3000/150 firmy Pharmacia. Elektroforéza probihala
zpocatku pii napéti 70 V. po prekroceni rozhrani gelii bylo nastaveno napéti 120 V. Trvala cca
90 min.

Po skonceni elektroforézy byly gely oplachnuty destilovanou vodou a barveny na detekei
proteinu ¢i glykoproteinu. Barveni CBB pro detekci proteinii v gelech probihalo pres noc, poté
bylo odbarveno pozadi v odbarvovacim roztoku, gely byly oplachnuty destilovanou vodou a

ususeny v celofanu a naskenovany.

2.2.5.1 Barveni gelu po SDS - elektroforéze stiibrem pro detekci glykoproteinu

Pouzité roztoky:
Fixaéni roztok: 20 % TCA
Oxidacni roztok: 1 % HIO,
Promyvaci roztok: 20 % etanol
Senzitivujici roztok: 0.02 % Na»S,05
Barvici roztok: 0.2 % (w/v) AgNO; + 0.076 % formaldehyd
Vyvolavaci roztok: 6 % (w/v) Na,CO3+ 0.0004 % (w/v) Nas S,03 + 0,05 % formaldehyd

Terminacni roztok: 10 % kyselina octova

Postup:

Proteiny v gelu byly 30 min inkubovany ve fixacnim roztoku. Déle byl gel oxidovan 30 min
oxidacnim roztokem a 20 min ¢iStén promyvacim roztokem. Nasledovala preinkubace
v senzitivujicim roztoku po dobu 2 min a promyti 3x 40 s destilovanou vodou. Dale byl gel
30 min ponechan v barvicim roztoku a promyvan 3x 20 s destilovanou vodou. Nasledovala
redukce vyvolavacim roztokem. dokud se gel dostate¢né¢ nevybarvil a ukonceni barveni

terminacnim roztokem. Gel byl oplachnut destilovanou vodou, ususen v celofanu a naskenovan.



2.2.5.2 Barveni gelu po SDS - elektroforéze stiibrem pro detekci proteinu

Pouzité roztoky:
Fixac¢ni roztok: 50 % (v/v) ethanol +12 % (v/v) kyselina octova + 0.05 % formaldehyd
Promyvaci roztok: 20 % etanol
Senzitivujici roztok: 0.02 % Na>S>0O;
Barvici roztok: 0.2 % (w/v) AgNO3 + 0,076 % formaldehyd
Vyvolavaci roztok: 6 % (w/v) Na>CO3+ 0.0004 % (w/v) Na, S,0; + 0,05 % formaldehyd

Terminaéni roztok: 12 % kyselina octova

Postup:

Proteiny v gelu byly 2 hod inkubovéany ve fixacnim roztoku a 20 min ¢istén promyvacim
roztokem. Nasledovala preinkubace v senzitivujicim roztoku po dobu 2 min a promyti 3x 1 min
destilovanou vodou. Dale byl gel barven 30 min ponechan v barvicim roztoku a promyt 3x
20 s destilovanou vodou. Nasledovala redukce vyvolavacim roztokem. dokud se gel dostate¢né
nevybarvil a ukonceni barveni termina¢nim roztokem. Gel byl oplachnut destilovanou vodou.

ususen v celofanu a naskenovan.

2.2.6 Prenos proteini na PVDF-membranu a nasledna sekvenace
Pouzité roztoky:
Prenosovy pufr: 3.03 ¢ Tris + 14.4 ¢ glycinu bylo rozpusténo v 200 ml H»O. bylo pfidano
200 ml methanolu a doplnéno H>O do 1000 ml
Barvici roztok: 0.5 ¢ CBB. 450 ml metanolu, 100 ml acetonu. 450 ml destilovana H>O

Odbarvovaci roztok: 50 % metanol. 10 % kyselina octova. 40 % destilovana voda

Postup:

Byla provedena SDS - clektroforéza protein a okamzité po probéhnuti byly gely polozeny
na vrstvu jednoho tamponu a dvou filtra¢nich papirtt namocenych v pifenosovém pufru.

PVDI-membrana o velikosti gelu byla pred pouzitim macena 1 min v 100 % metanolu,
2 min vdestilované vod¢ a nakonec 10 min v pfenosovém pufru. Takto ptfipravena
PVDEF-membrana byla polozena na gel a upevnéna do kazety mezi vrstvy filtracnich papirt a
tampony. Zajisténa kazeta byla vlozena do blotovaciho ramecku a ten pak do vany s pienosovym
pufrem spole¢né s chlazenim. Byl pripojen zdroj napéti a nastaveny hodnoty napéti 30 V a

proudu 100 mA. Po 16 hod byl zdroj odpojen.



Ndsledovala priprava membrany s pienesenymi proteiny na termindlni sekvenci. Membrana
byvla promyta 3x 5 min redestilovanou vodou a poté barvena barvicim roztokem CBB po dobu
cca 3> min. Pro dobré rozliSeni proteinu. které budou sekvenovany byla dale odbarvena
v odbarvovacim roztoku. PVDF-membréana byla poté omyta redestilovanou vodou, vysusena a

predana piislusné laboratofi na katedfe biochemie PiF UK na sekvenaci proteind.

2.2.7 Charakterizace izolovanych proteint gelovou chromatografii

Pro rozdéleni proteinu. ziskanych izolaci z urogenitalniho traktu kravy, byla pouzita metoda
gelové chromatogratie. Byl pouzit Sephadex G-100 Superfine. kolona firmy Pharmacia Fine
Chemicals AB dlouha 60 ¢cm s primérem 1 cm. Déleni proteint probihalo v 0.2 M NH4HCOs.

Bylo rozpusténo 10 mg proteinu v minimalnim objemu 0.2 M NH4HCO; a pomoci pipety byl
nanasen vzorek na kolonu tak. aby se gel nerozvitil. Po zasdknuti vzorku. prevrstveni pufrem a
nasazeni hlavy kolony. byla zahdjena cluce a sbirani frakci o objemu 2 ml. Proteiny v nich byly
detekovany méfenim absorbance pii vinové délce 280 nm.

Po porovnani ziskanych dat byly separovany tii hlavni frakce proteind, rozdelenych podle
velikosti. Frakee byly vysrazeny v pétinasobném objemu ledového acetonu pres noc. Proteinova
slozka byla ziskéna centrifugaci, pelet byl rozpustén v minimalnim objemu destilované vody,
zamrazen. lyofilizovan a rozdélen na SDS — elektroforéze (kap. 3.1, str. 40).

Ke kalibraci kolony byly pouzity: hovézi sérovy albumin Mr 66 000, ovalbumin Mr 45 000.
cytochrom P450 Mr 13 000. bromfenolova modi Mr 669.99.

2.2.8 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografic na imobilizované by¢i semenné plazmé byla pouzita pro studium

interakce by¢i semenné plazmy s proteiny tekutin délohy a tekutin oviduktu kravy.

2.2.8.1 Priprava afinitniho nosice BSP-Sephadex

Pro provedeni afinitni chromatogratic 10 g Sephadexu G-25 bobtnalo 1 hod ve 200 ml 0.3 M
NaHCO; za velmi opatrného michani. Poté byl pfidan 1 ml divinylsulfonu a mirné michano
dalSich 90 min. Smés byla promyta na frit¢ 2 1 destilované vody. Déle bylo piidano 5 ml
dialyzované by¢i semenné plazmy. michano pfes noc za laboratorni teploty. Suspenze byla druhy
den 3x dekantovana 250 ml 20 % vodného roztoku etanolu. poté promyta 2 1 destilované vody.

Nepouzity nosi¢ byl uchovan ve 20 % vodného roztoku etanolu pro mozné pozdéjsi vyuziti.



2.2.8.2 Provedeni afinitni chromatografie

Ziskand suspenze byla prevedena do separacni kolony firmy Bio-Rad Laboratories o objemu
20 ml a promyta 0.05 M NIHHCO;. trojnasobkem objemu kolonky. Vzorek (25 mg) byl
rozpuSten v 5 ml 0.05 M NH;HCO; a nanesen na kolonu. Po zasaknuti vzorku byla kolona
promyvana postupné roztoky: 0.05 M NH4;HCOs. 0.1 M NH4HCO; a 3 M NaCl vzdy po 100 ml
(resp. byly proméfovany absorbance a promyvano takovym mnozstvim. kdy uz nebyly
detekovany zadné proteiny — optimalizovano na mnozstvi 100 ml kazdého roztoku). Pii prvnim
stanoveni byla pouzita navic 8 M mocovina. diky které doslo k ujisténi, ze v kolon¢ jiz zadné
proteiny nezbyly. I'rakce byly jimany po 2 ml. byla zaznamendvana absorbance pti vinové délce
280 nm.

Proteiny tekutin délohy a tekutin ovidukti byly takto rozdéleny podle své afinity k by¢i
semenné plazme. Ziskali jsme tedy zvIast frakei proteint. které se na plazmu vazaly a ty. které
se nevizaly. Tyto frakce byly vysrazeny v pétinasobném objemu ledového acetonu pies noc.
pot¢ centrifugovany. Pelet byl rozpustén v minimalnim objemu destilované vody., zamrazen a

Ivotilizovan pro nasledné déleni SDS — elektroforézou.

2.2.9 Stanoveni cukru dle Dubios

K T ml proteint o koncentraci 1 mg/ml rozpusténych ve vodé byl pfidan z davkovaci lahve
Iml 5 % roztoku fenolu a 5 ml koncentrované H,SO,. Smés byla ihned protfepana a ponechéana
stat 30 min pii laboratorni teploté. Na spektrofotometru Heaios y (Thermo. Electron
Corporation, UK) byla zméfena absorbance pti vinové délce 490 nm proti kontrole (destilovana
voda s reakénimi ¢inidly).

Ke kalibraci byl pouzit vodny roztok glukdzy o koncentracich 25: 12.5; 6.25; 3.125; 1.56:
0.781:0.39 a 0 pg/ml.

2.210 Stanoveni sialovych kyselin v izolovanych smésich proteinu
Pouzité roztoky:
Bial reagens: 0.2 ¢ S5-methylresorcinol + 81.4 ml koncentrované HCI + 2 ml 1 % (w/v)

FeCls: doplnéno destilovanou H>O do 100 ml

Postup:
Oxidace sialovych kyselin v koncentrované kyseliné za pritomnosti orcinolu se projevi
modrofialovym zbarvenim. Toto zbarveni je méfitelné na spektrofotometru pii vinové délce

570 nm.



Koncentrace vzorkia byla 5 mg proteint v 1 ml destilované vody. Jako kalibrace byly pouzity
roztoky o koncentraci 5. 10. 20, 30 a 40 nmol sialovych kyselin.

Byvlo napipetovano 150 pl vzorku do sklenéné zkumavky a piidano 50 pl destilované vody.
Dale bylo priddano 200 pl Bial reagens a thned zamichano na vortexu.

Zkumavky s tekutinou byly zahtany ve vodni lazni na 100 °C po dobu 15 min, poté
ochlazeny na pokojovou teplotu proudem vody. Dale byl pfidan 1 ml 3-methylpropanolu
(isoamylalkohol), vSechny byly zamichany na vortexu a ponotfeny 5 min do ledové 1azné (smés
ledu a vody. pfiblizn¢ 0 °C). Zkumavky byly centrifugovany 3 min pii 1 000 ota¢ek/min. aby se
rozdélila faze vodna od organické. Horni faze byla odebrana (3-methylpropanova). prevedena do

sklenéné kvvety a proméfena absorbance.

2.2.11 Zelatinova zymografie

Pouzité roztoky:

A. Inkubacni roztok pro zjisténi celkovych proteaz:
50 mM Tris.HCL pH 8.4 s obsahem 5 mM CaCl, (6.055 g Tris + 555 ¢
CaCl, doplnit do 1000 ml. upravit pH pomoci HCI)

B. Inkubaéni roztok s inhibitorem serinovych proteaz:
50 mM Tris.HCL, ptl 8.4 s obsahem 5 mM CaCl, + 10 mM benzamidin

C. Inkubacni roztok s inhibitorem metaloproteaz:
50 mM Tris.HCL. pH 8.4 s obsahem 5 mM CaCl, + 5 mM EDTA

Fixaéni roztok: 250 ml methanol + 50 ml glycerol + 50 ml kyselina octova + 150 ml H,O

Postup:

Mectoda byla provedena pro zjisténi pritomnosti a identifikace proteaz ve vzorcich.

Byl pripraven 12 % separacni gel (kap. 2.2.5) s 0.15 % zelatinou (Gelatine from Porcine
Skin) a 4 % zaostfovaci gel bez ptridavku zelatiny. Byly ptipraveny vzorky proteind o
koncentraci 5 mg/ml neredukujiciho vzorkového pufru. NandSené vzorky byly 10 min
inkubovany ve vrouci vodni lazni. Molekulové hmotnosti byly ur¢eny srovnanim s proteinovym
standardem — smdés kopolymert lysozymu.

Podminky clektrotorézy byly stejné jako v kap. 2.2.5. str. 29. Po probéhnuti elektroforézy
byly gely promyty 3x 20s destilovanou vodou. Vymyti SDS z gelu bylo provedeno pomoci
2.5 % Tritonu X-100. roztok byl ménén 4x béhem jedné hodiny. Nasledovalo znovu promyti 3x

20s destilovanou vodou.



Gely byly inkubovany 18 hod pii 37 °C v pufru A. B nebo C (béhem inkubace byl pufr 1x
vymenen).

Po vyjmuti z inkuba¢niho roztoku byly gely promyty 3x 20s destilovanou vodou a barveny
v roztoku CBB po dobu 2 hod. nasledovalo odbarvovani v odbarvovacim roztoku (kap.2.2.5,

str. 29). Nakonec byly gely ponechany 15 min ve tixacnim roztoku a naskenovany.

2.212 Stanoveni kyselé fosfatazy

Kysela fosfatdza reaguje s fostatovymi skupinami substratu ve formé p-nitrofenolfosfatu.
Cela reakee je zastavena denaturaci enzymu NaOH.

Do mikrotitracni desticky zn. NUNC bylo naneseno 100 pl vzorku — &tyfi jamky pro
koncentraci 0.5 mg/ml proteint tekutin délohy a ¢ty jamky pro koncentraci 0.5 mg/ml proteini
tekutin oviduktu. Vzorky byly ptipraveny v fosfat-citratovém pufru o pH 4.8 z davodu
optimalizace prostredi sledovaného enzymu (inhibice ptilisné aktivity volnym fosfatem). Dale
bylo naneseno 100 pl p-nitrofenolfosfatu a piesné po 1 min zastaveno pfidavkem 100 ul 0.1 M

NaOH. Desticka byla métfena na pristroji TECAN — Sunrise pii vinové délce 405 nm.

2.2.13 ELBA metoda - studium inhibice vazby tekutin oviduktu a by¢i
semenné plazmy
Pouzité roztoky:

PBS: 9 ¢ NaCl + 1.2 ¢ Na,HPO4.12H,0 + 0.2 ¢ NaH,P04.2H,0 do 1000 ml
H>,O

Promyvaci roztok: 0,005 % Tween 20 v PBS

Substratovy roztok:1 mg ABTS v 10 ml 0,1 M citrat-fostatového pufru pH 4.6; tésn¢ pred
pouzitim pfidat 10 mg perboritanu sodného

Testované inhibitory: [.-fukoza (L.-fuc). Ovalbumin (OA), D-galaktoza (D-gal), D-mandza
(D-man), Heparin (Hep), N-acetyl-D-glukosamin (D-Glu/NAc). N-
acetyl-D-galaktosamin  (D-Gal/NAc), Chondroitin  sulfat  (Chs).
Kyselina hyaluronova (Hya), Fetuin (Fet), Mucin z podcelistnich zlaz

(BSM)

Postup:
Studium interakei izolovanych proteini oviduktalnich tekutin s by¢i semennou plazmou
metodou  ELBA  probihalo podle nasledujiciho postupu. Pokusy byly provadény

v mikrotitracnich polystyrénovych desti¢ckach zn. NUNC.



l. Byl piipraven 1 % roztok BSA v PBS. 100 pl tohoto roztoku bylo aplikovano do kazdé
jamky a inkubovano po dobu 1 hod pfi laboratorni teploté.

2. Obsah jamek byl vytfepnut a jamky byly opakované alespon 3x promyvany 200 pl
PBS po dobu 10 min celkem. Pak byl jejich obsah opét vytiepnut.

3. Byl ptipraven 1 % roztok glutaraldehydu a do kazdé jamky bylo aplikovano 100 pl
tohoto roztoku a inkubovano 1 hod pti laboratorni teploté.

4. Obsah jamek byl vytiecpnut a jamky byly opakované promyvany 200 pl destilované
vody po dobu 2 hod.

Po dokonceni promyvani byla mikrotitracni desti¢ka pfipravena pro vlastni provedeni ELBA
testu. Nasledné aplikovana latka se vézala na glutaraldehydem aktivovany BSA pokryvajici
povrch desticky (vazba pres glutaraldchydovy mistek).

3. Varzba izolovanych proteinii: Byly piipraveny roztoky proteinu oviduktalnich tekutin o
koncentraci 0.1 mg/ml PBS. Do jamek bylo aplikovano 100 pl pfipraveného roztoku a
inkubovano pfes noc pii 4 °C.

6. Obsah jamek byl vytfepnut a jamky byly promyvany 3x 200 pul promyvaciho roztoku
po dobu 15 min. Smér promyvani byl pravidelné stiidan.

7. Desaktivace —CHO skupin glutaraldehydu pomoci BSA: Do kazdé jamky bylo
aplikovano 100 ul 1 % BSA v PBS a inkubovano 1 hod pfi laboratorni teploté.

8. Opakovani bodu 6.

9. Aplikace potencionalniho inhibitoru a biotinylovanych proteini: Byl ptipraven roztok
potencionalniho inhibitoru v PBS (2.5 mg/ml) a roztok biotinylovanych proteini by¢i semenné
plazmy (bBSP) v PBS (2 mg/ml). Do jamek s nejvyssi pozadovanou koncentraci inhibitoru bylo
aplikovano 100 ul pfipraveného roztoku inhibitoru a do ostatnich jamek po 50 ul PBS. Plivodni
koncentrace byla postupnym dvojnasobnym fedénim a pridavkem 50 pl roztoku bBSP pievedena
na koncentracni fadu 2.5: 1.25: 0.63: 0.31: 0.16. 0.08 a 0 mg/ml sledované¢ho inhibitoru.
Vyvsledna koncentrace bBSP byla I mg/ml v PBS v kazdé jamce. Desticka byla inkubovana
2 hod pi1 37 °C.

10.  Opakovani bodu 6.

11. Byl ptipraven roztok avidin-HRP (0.25 ug/ml PBS). Do jamek bylo aplikovdno 100 pl
tohoto roztoku a inkubovano 1 hod pti 37 °C.

12, Opakovani bodu 6.

13. Do kazdé¢ jamky bylo aplikovano 100 ul substratového roztoku, inkubovano 30 min.

14, Byla zméfena absorbance roztokt v jamkach pii 405 nm na pristroji TECAN-Sunrise.



2.2.14 Priprava vzorku pro pratokovou cytofluorimetrii a fluorescenéni
mikroskopii

Pro tvto dva experimenty byly pfipraveny vzorky proteind izolovanych z urogenitalniho

traktu kravy identickym zpusobem. Enzymatickd Gprava izolovanych smési proteinii byla poté

hodnocena  prutokovou cytofluorimetrii  pro ziskani kvantitativnich dat a fluorescenéni

mikroskopii pro ziskani kvalitativnich dat.

2.2.14.1 Vzorky pro studium sacharidové specifity vazby proteinu z urogenitalniho traktu
kravy a byc¢ich spermii
Proteiny tekutin délohy. tekutin oviduktu a epitely oviduktu byly po izolaci z urogenitalniho
traktu kravy oznaceny FITC barvivem (kap. 2.2.4. str. 28). Takto ptipravené lyofilizované
proteiny byly rozpustény v minimalnim objemu fyziologického roztoku a nafedény pufry pro
idedIni funkci enzymu do koncentrace 1 mg/ml. Vzorky byly 24 hod inkubovéany se zvolenymi
enzymy (Tab. 1). které specificky modifikovaly tekutiny délohy. tekutiny oviduktu a epitely

oviduktu: odstranily konkrétni sacharidové struktury navazané na proteinech.

Inkubacni
doba )
Enzym PouZity pufr pH| (hod) Cinnost enzymu
odstépi libovolny sacharid z
PNGaza 0,05 M fosfatovy pufr | 7,5 24 polypeptidového fetézce
u - galaktosidaza | 0,1 M fosfatovy pufr | 6,5 24 hydrolyzuje termindlni a-D-galaktozu
p - galaktosidaza { 0,1 M acetatovy pufr [ 5,8 24 hydrolyzuje terminalni 3-D-galaktozu
Fukosidaza 0,1 M acetatovy pufr | 5,8 24 hydrolyzuje terminalni a-L-fuk6zu
odstépi terminalni
Neuraminidaza | 0,1 M acetatovy pufr | 5 24 N-acetylneuraminovou kyselinu
odstépi terminalni
N-acetyl-D-glukosaminové
Hexosaminidaza | 0,1 M acetatovy pufr | 5 24 a N-acetyl-D-galaktosaminové sacharidy

Tab. 1 — Prehled enzymu pouzitych pro modifikaci proteinu tekutin oviduktu (TO), proteinu
tekutin délohy (TD) a proteinu z epiteli oviduktu (EQO), nastavenych parametra jejich
pusobeni a specificka aktivita kazdého z nich

Pred analyzou bylo 6x 3 vzorki s enzymy a 1x 3 kontrolni bez enzymatického pusobeni
inkubovano s zivymi by¢imi spermiemi. Centrifugaci a opakovanym promyvanim fyziologickym
roztokem o ptl 6.8 byly spermie zbaveny by¢i semenné plazmy. K enzymaticky upravenym
vzorkum tekutin délohy. tekutin oviduktu a epitelt oviduktu pak byl pfidan 1 ml o hustote

4.107 spermii/ml a smés byla inkubovana cca 20 min. Na takto pfipraveném vzorku byla



detekovana ruzna vaznost proteinu z urogenitalniho traktu kravy na by¢i spermie v zavislosti na

modifikaci proteini pouzitym enzymem.

2.2.14.2 Vzorek pro ovéreni autoprotolyzy tekutin oviduktu a zmény vaznosti na spermii

Déle byl 1 mg tekutin oviduktu znafenych FITC barvivem byl smiSen s9 mg tekutin
oviduktu bez znaceni a rozpustény ve tyziologickém roztoku pH 6.8 a ponechany 24 hod pti
laboratorni teploté. Po inkubaci s Zivymi spermiemi, zbavenymi promytim a centrifugaci byci
semenn¢ plazmy. byl vzorck a kontrola (rozpusténa tésné pred stanovenim) analyzovany

prutokovym cytofluorimetrem.

2.2.14.3 Vzorky pro studium vazby proteinu tekutin oviduktu na spermii s pridavkem by¢i
semenné plazmy

K 1T ml tekutin oviduktu znacenych FITC barvivem o koncentraci 2 mg/ml byl pfidan 1 ml

by¢i semenné plazmy o koncentraci 2 mg/ml a po inkubaci se spermiemi byl vzorek analyzovan

prutokovym cytofluorimetrem. Jako kontrola poslouzil slepy vzorek ze stanoveni sacharidové

specifity vazby proteint z urogenitalniho traktu kravy a byc¢ich spermii (kap. 2.2.14.1, str. 37)

2.2.15 Prutokova cytofluorimetrie

Mectoda pratokové cytofluorimetrie byla provedena na piistroji FACSCalibur firmy Becton
Dickinson. Analyzator méfi jak intenzitu odrazu laserového paprsku od bunky znacené FITC
proteiny (tedy velikost bunky) tak i tfluorescenci FITCem zna¢enych proteint. tedy vazbu téchto
proteinu na buiku.

Prutokova rychlost piistroje byla 100 000 spermii/s, data byla ziskdvana fluorescen¢nim

detektorem pii vinové délee 350 nm. Analyza jednoho vzorku trvala cca 1 min.
2.2.16 Fluorescenc¢ni mikroskopie

2.2.16.1 Fluorescenéni mikroskopie enzymaticky upravenych tekutin délohy, tekutin
oviduktu a epiteli oviduktu
Vzorky pripravené zpusobem popsanym v kap. 2.2.14, str. 37 byly pouzity také pro
fluorescenéni mikroskopii. Pro analyzu byly vytvoieny preparaty technikou natéru. Kazdy byl
popsan identifikacni zkratkou pro pritomny proteinovy zaklad (tekutiny deélohy. tekutiny
oviduktu a epitely oviduktu) a pouzity enzym ¢i zkratkou znacici autoprotolyzu nebo inhibici

sledované vazby by¢i semennou vazbu.



Mikroskopie byla provedena na katedie biochemie PiF UK pomoci mikroskopu Nikon elipse

TE2000-U (kamera Mutech. PixeLINK).

2.2.16.2 Fluorescencni mikroskopie na tkanich

Pro tento pokus byly pouzity Cerstvé ¢asti tkani urogenitalniho traktu kravy a by¢i spermie
z nadvarlete ziskané na jatkach v Ceském Brodé a Koufimi v den analyzy.

/. d¢lohy byl oddélen vejecovod a délozni roh. Vejcovod byl vyplachnut 0.2 M NH;HCO;
pomoci injekéni stiikacky, skalpelem nafezan na 2 cm dlouhé useky. do kterych byl injekéni
stiikackou vpraven enzym rozpustény v pufru (Tab. 1. str. 37). Inkubace senzymem trvala
5 hod. Pot¢ byla tkan longitudinalné roztiznuta a umisténa na podlozni skli¢ko. Také byla
pfipravena kontrolni tkan. ktera nebyla vystavena enzymatické ¢innosti.

Spermie byly promytim fyziologickym roztokem pH 6.8 a centrifugaci oddéleny od plivodni
semenné plazmy a inkubovany s proteiny by¢i semenné plazmy zna¢enymi FITC barvivem (kap.
2.2.4. str. 28) po dobu cca 10 min. DoSlo tedy k navazani FITC znacenych proteinid byci
semenné plazmy na spermii.

Vnitini epitel vejcovodu nebo délozniho rohu na mikroskopickém skli¢ku byl inkubovan s
20 ul znaCenych spermii 5 min. Poté byla tkan od nenavazanych spermii oplachnuta
fyziologickym roztokem pH 6.8. Vzorky byly piipravovany vzdy tii pro kazdy enzym. tii
kontrolni bez enzymatického vlivu a tii vzorky byly pouzity pro studium inhibice vazby spermie
na tkan tekutinami oviduktu. Fluorescence byla pozorovana pomoci mikroskopu Nikon elipse

TE2000-U (kamera Mutech. Pixel.INK) na katedfe biochemie PiF UK.



3 Vysledky

3.1 SDS - elektroforéza proteint oviduktalnich tekutin a tekutin
délohy

Po uspesné izolaci smési proteinua z tekutin délohy (TD) a oviduktu (TO). bylo mozné
pripravit 7 lyofilizati proteinl vzorky pro provedeni SDS - elektroforézy a nasledné barveni geld
na proteiny (CBB viz kap. 2.2.5. str. 29 a barveni stfibrem kap. 2.2.5.2. str. 30) a glykoproteiny
(stiibrem viz kap. 2.2.5.1, str. 30). Tato metoda byla pouzita ke studiu pfitomnosti a glykosylace
proteinu nachdzejicich se v urogenitalnim traktu kravy a nasledné pro studie téchto proteinu

rozdélenych gelovou a afinitni chromatografii.

3.1.1 SDS - elektroforéza lyofilizata z urogenitalniho traktu kravy

7. 15 % polyakrylamidového gelu vyplyva. ze nejvétsi podil proteinového obsahu
oviduktalnich 1 déloznich tckutin pfipadd na protein sMr cca 60 000, s nejvetsi
pravdépodobnosti s¢ jednd o hovézi sérumalbumin (BSA). Na gelech vidime zleva vzdy smés
oligomeru lysozymu (L.). proteiny tekutin délohy (TD) a proteiny tekutin oviduktu (TO).

Vysledky 7z gelu obarveného na glykoproteiny (Obr. 8) ukazuji, Ze tento protein (BSA) je
glykosylovan. Dalsi majoritni glykoproteiny se nalézaji ve frakci s Mr cca 14 000 a 16 000.

(a) (b) (c)
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Obr. 8 — SDS - elektroforeogramy izolovanych proteinu v neredukujicim prostiedi v 15 % gelu;
zleva lysozym (L), tekutiny délohy (TD), tekutiny oviduktu (TO)

(a) po barveni na proteiny CBB, (b) po barveni stfibrem pro detekci proteinu, (¢) po
barveni stfibrem pro detekci glykoproteinu
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SDS  clektroforetické srovnani proteini probehlo 1 s tfrakcemi ziskanymi po gelové a
afinitni chromatogratii izolovanych proteinovych smési. SDS — elektroforeogramy uvedeny pro

prehlednost v kap. 3.2.1. str. 42 a kap. 3.3.1, str. 45.

3.2 Gelova chromatografie

Pro dalsi charakterizaci proteint byla pouzita metoda gelové chromatografie popsana v kap.
2.2.7 st 32,

U ziskanych frakci byla proméfena absorbance a z dat sestaven graf zavislosti absorbance na
eluénim objemu.

Na grafu vidime pomérné slozeni tekutin délohy (TD) a oviduktu (TO). obsahuji jak
proteinovou slozku viditelnou na SDS — elektroforeogramech (kap. 3.2.1. str. 42). tak slozku

nizkomolckuldrni. ktera putuje na SDS — elektroforéze s celem a neni barvenim na proteiny

detekovatelna.
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Graf 1 - Porovnani Mr slozek tekutin délohy (TD) a tekutin oviduktu (TO) ziskanych
z urogenitalniho traktu kravy. Absorbance méiena pri vinové délce 280 nm

Separovano bylo Sest frakci: GD1, GO1 obsahujici majoritné proteinové slozky o Mr 70 000
az 45 000: GD2. GO2 obsahujici proteiny o Mr 45000 az 20 000 a GD3. GO3 obsahujici
nizkomolckularni slozky s Mr cca 1 000. Symboly GDx patti proteinim tekutin délohy a GOx

proteinum tekutin oviduktu zpracovanych gelovou chromatografii
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3.2.1 SDS - elektroforéza proteinu tekutin oviduktu a délohy rozdélenych
gelovou chromatografii

Frakce po gelové chromatografii byly vysrazeny v pétinasobku ledového acetonu (kap. 2.2.7.
str. 32). abychom zabranili pfirozené proteolytické aktivité pii dialyze., centrifugovany,
Ivofilizovany a standardnim zpusobem (kap. 2.2.6) ptfipraveny pro identifikovani SDS -
elektroforézou. Byly pouzity 15 % polyakrylamidové gely. bylo nanaseno 5 ul standardu (L), 10
ul proteint TD a TO a 20 ul proteinovych frakei ozna¢enych GD1, GD2. GD3 (sloZeni frakei
podrobn¢ vysvétleno v kap. 3.2). Byl sledovan stupen glykosylace u jednotlivych frakei.

Ziskané vysledky (Obr 9) nam ukazuji, Ze proteiny se gelovou chromatografii nerozdélily
zcela podle velikosti. SDS - elektroforéza (Obr. 9. gel (a), (b) 1 (c), draha GD1) ukazuje na
moznost. 7e velké molekuly smalymi tvofi pevné agregaty, které putuji Sephadexem

dohromady. rozd¢li se az pii provedeni SDS — elektroforézy.

(b) (c)
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Obr. 9 — Porovnani SDS - elektroforeogramu proteinu tekutin délohy v 15 % polyakrylamidovém
gelu po gelové chromatografii; zleva lysozym (L), tekutiny délohy (TD), tekutiny oviduktu
(TO), frakce GD1, GD2, GD3

(a) po barveni na proteiny CBB, (b) po barveni stfibrem pro detekci proteinu, (¢) po
barveni stfibrem pro detekei glykoproteinu
Analogickym  zpliisobem  byly zpracovany proteiny TO. Byly pouzity 15 %
polyakrylamidové gely. bylo nandSeno 5 ul standardu (L), 10 pl proteind TO a TD a 20 ul
proteinovych frakei oznacenych GO1, GO2. GO3 (slozeni frakci vysvétleno v kap. 3.2). Byl
sledovan stupen glykosylace u jednotlivych frakei.
Studium gelu nam ukazuje. ze proteiny se gelovou chromatografii opét nerozdélili plné podle

velikosti. SDS - clektroforéza (Obr. 10. str. 43, gel (a). (b) i (¢). draha GO1) ukazuje na moznost.



7z¢ velke molekuly s malymi tvofi agregaty obdobné. jako je tomu u TD a putuji gelem
dohromady. rozdéli se az v prostiedi SDS — elektroforézy.
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Obr. 10 - Porovnani SDS - elektroforeogramu proteinu tekutin oviduktu v 15 % akrylamidovém
gelu po gelové chromatografii; zleva lysozym (L), tekutiny délohy (TD), tekutiny oviduktu
(TO), frakce GO1, GO2, GO3

(a) po barveni na proteiny CBB, (b) po barveni stfibrem pro detekci proteinu, (¢) po
barveni stiibrem pro detekci glykoproteidu

3.3 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografic (kap. 2.2.8. str. 32) na nosicich s imobilizovanymi proteiny by¢i
semenné plazmy (BSP) byla pouzita k separaci proteini TO a TD podle afinity k BSP. Priib¢h
chromatografic je znazornén v Graf 2. str. 44. Vytézky proteini ziskanych afinitni
chromatografii jsou uvedeny v Tab. 2. str. 44.

Tekutiny oviduktu bylo nutné pied analyzou afinitni chromatogratii dialyzovat, nebot
obsahovaly velké mnozstvi volnych cukria. které pii pruchodu kolonou rychle znemoznily

proteinum TO vazbu k proteinum BSP (kap. 3.5. str. 46). U proteini TD tento problém nenastal.
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Graf 2 — Porovnani afinity slozek tekutin délohy (TD) a tekutin oviduktu (TO) ziskanych
z urogenitalniho traktu kravy k imobilizované byc¢i semenné plazmé. Absorbance mérena
pri vinové délce 280 nm

Nanos Vytézek nevazajici Vytézek vazajici frakce
Vzorek (mg) frakce % % Ztraty %
1D 25 95 1,6 3.4
TO |25 90 3,9 6.1

Tab. 2 — Vytézky BSP - vazajicich a BSP - nevazajicich frakei z proteinu tekutin délohy (TD) a
oviduktu (TO)

Separovano bylo Sest frakci: AD1. AO1 obsahujici nevazajici proteinovou slozku, eluovanou

0.05 M NH;HCOj5: AD2. AO2 obsahujici také nevazajici proteiny, eluované 0,1 M NH4HCO; a

AD3. AO3

obsahujici frakci proteinu s afinitou k BSP. eluovanou 3 M NaCl. Oznaceni ADx

patfi proteinim tekutin délohy a AOx proteinim tekutin oviduktu zpracovanych afinitni

chromatografii. Tyto proteinové frakce byly dale charakterizovany SDS - elektroforézou

(Obr. 11. str. 45).
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3.3.1 SDS - elektroforeogramy proteinu tekutin délohy a oviduktu rozdélenych
afinitni chromatografii
Afinitni chromatogratie byla provedena zpusobem popsanym v kap. 2.2.8. Po ziskani frakci
cluovanych postupn¢é 0.05 M NH,;HCO;3: 0.1 M NH4HCOs;. 3 M NaCl byly proteiny z roztoki
ziskany vysrazenim ledovym acetonem (kap. 2.2.8, str. 32). Vzorky byly pfipraveny standardnim
zpusobem  (kap. 2.2.6) pro identifikovani SDS - elektroforézou. Byly pouzity 15 %
polyvakrylamidové gely. bylo nanaSeno 5 pl standardu (L), 10 pl proteind TO a TD a 20 pl
proteinovych frakei oznacenych AD1. AD2. AD3 (slozeni frakci podrobné vysvétleno v kap. 3.3,
str. 43). Gely nam ukazuji, Ze majoritni podil nevazajicich proteinti se nachazi ve frakcich

43 500 — 60 000. Proteiny s afinitou k BSP se nachéazeji mezi 14000 a 16 000 a na gelu

obarveném stfibrem na proteiny je vidét, Ze jsou ¢astecné glykosylované.

()

(c)

58 000 ——

43 500——

29 000 ——

(b)
"

TP

A1 A A} L TD TO ||4Dl 4D a3 L T TO || 4 A Lo T

14500 -—

Obr. 11 - Porovnani SDS - elektroforeogramu proteinu tekutin oviduktu (TO) v 1S %
polyakrylamidovém gelu po afinitni chromatografii; zleva frakce ADI1, AD2, AD3,
lysozym (L), tekutiny délohy (TD), tekutiny oviduktu (TO)

(a) po barveni na proteiny CBB, (b) po barveni stfibrem pro detekci proteinu,
(c) po barveni stiibrem pro detekei glykoproteina

Analogickym  zpusobem byly zpracovany proteiny TO. Byly pouzity 15 %
polvakryvlamidové gely. bylo nanaseno 5 pl standardu (L), 10 pl TO, TD a 20 pl proteinovych
frakei oznacenych AOT. AO2. AO3 (slozeni frakci podrobné vysvétleno v kap. 3.2, str. 41). Byl
opct sledovan stupen  glykosylace u jednotlivych frakci. Gely ukazuji majoritni podil
nevazajicich proteint ve frakcich 43 500 — 60 000. obdobné jako u tekutin délohy. Proteiny
s afinitou k BSP se nachazeji mezi 14 000 a 16 000 a na gelu obarveném stfibrem na proteiny je

videt. ze jsou glykosylované.
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Obr. 12 - Porovnani SDS - elektroforeogramu proteinu tekutin oviduktu v 15 % akrylamidovém
gelu po afinitni chromatografii; zleva frakce AO1, AO2, AOQ3, lysozym (L), tekutiny
délohy (TD), tekutiny oviduktu (TO)

(a) po barveni na proteiny CBB, (b) po barveni stfibrem pro detekci proteini, (¢) po
barveni stiibrem pro detekci glykoproteinu
Porovnanim gelt po afinitni chromatogratii TD a TO mizZeme pozorovat napadnou

podobnost. Vyssi afinitu TO k BSP ukazuje pouze tabulka vytézku (Tab. 2, str. 46)

3.4 Prenos proteinti na PVDF-membranu a nasledna sekvenace

Proteciny TO a TD byly afinitni chromatografii rozdéleny na frakci BSP - vazajici
a BSP - nevazajici. SDS - elektroforézou rozdélena BSP - vazajici frakce byla pienesena
technikou western blot na PVDEF-membranu. Metoda byla provedena dle navodu v kap. 2.2.6.
str. 31.

Takto pripravena membrana byla podrobena Edmanovu odbouravani za ucelem ziskani
N-termindalni sekvence aminokyselin. Vysledkem bohuzel nebyly o¢ekavané sekvence BSP -
vazajicitho proteinu TD ¢ TO. ale zjisténi, Ze tyto proteiny byly na své N-termindlni

aminokyseling blokovany a nebylo tedy mozno sekvenaci provést.

3.5 Stanoveni sacharidi podle Dubois

Pro odhad mnozstvi pfitomnych sacharida v tekutinach délohy (TD), oviduktu (TO),
epitelech délohy (EED) a epitelech oviduktu (EO) byla pouzita metoda popsand v kap. 2.2.9.

str. 33. Na priistroji Heiios y byly pii vinové délce 490 nm prométeny vzdy tii vzorky piipravené
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z lvotilizatu TD. TO, ED a EO. Z kalibracni kiivky byly odecteny hodnoty koncentraci sacharidi

pritomnych ve vzorcich, zprimérovany a vyneseny pro prehlednost do Graf 3.

7. 7%

5,9%
0.06 5.6%

3,9%

w % (sacharidti)

D ED TO EO

Graf 3 — Procentualni zastoupeni sacharidu ve vzorcich proteinii urogenitalniho traktu kravy
detekovanych metodou dle Dubois;

proteiny tekutin délohy (TD), epitely délohy (ED), proteiny tekutin oviduktu (TO) a

epitely oviduktu (EO)
Pfi porovnavani mnozstvi sacharidi pfitomnych v jednotlivych vzorcich je patrny rozdil.
Epitely délohy ¢i oviduktu. vzdy obsahuji méné sacharidii nez tekutiny, které je omyvaji. Také je
patrny rozdil mezi délohou a ovidukty, at’ uz na epitelech nebo tekutinach. V oviduktech se

celkove nachazi vétsi mnozstvi sacharidu nez v déloze.

3.6 Stanoveni sialovych kyselin

Pii stanoveni sialovych kyselin byly pouzity tekutiny délohy (TD), tekutiny oviduktu (TO) 1
epitely délohy (ED) a epitely oviduktu (EO). Postup je popsan v kap. 2.2.10, str. 33. Na pfistroji
Hezi0s v byly pit vinové délce 570 nm proméieny vzdy tii vzorky piipravené z lyofilizath TD,
TO. D a 1:O. Z kalibra¢ni kiivky byly odeéteny hodnoty koncentraci sialovych kyselin ve

vzorcich. zprumérovany a vyneseny pro prehlednost do Graf 4, str. 48.
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Graf 4 — Procentualni zastoupeni sialovych kyselin ve vzorcich proteinu urogenitalniho traktu
kravy;

zleva: proteiny tekutin délohy (TD), tekutin oviduktu (TO), epitely délohy (ED) a epitely
oviduktu (EQ)

Byla prokazana ptitomnost sialovych kyselin ve vSech vzorcich. Vyrazné se odliSovaly

hodnoty vzorku TO. kde je koncentrace sialovych kyselin o témét 70 % vysSi nez prumér

ostatnich hodnot.

3.7 Zelatinova zymografie

Metodou Zelatinové zymografie byla sledovana proteolyticka aktivita pfitomna na epitelech
délohy (ID). epitelech oviduktu (EO), a dale v tekutinach délohy (TD) a v tekutindch oviduktu
(TO). Kuréeni typu protedz byly pouzity inhibitory serinovych protedaz a metaloprotedz.
Vysledky potvrdily pfitomnost proteaz o Mr 95 000 v oviduktalnich tekutinach (Obr. 13, str. 49
—(A)). Vzhledem ke skutecnosti. ze inhibice serinovych (Obr. 13, str. 49 — (B)) 1 metaloprotedz
(Obr. 13, str. 49 — (C)) byla Gspé$na. nemuzeme s jistotou fici, ktery typ protedz je ve vzorcich

pritomen.
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Obr. 13 - Sledovani aktivity proteaz Zelatinovou zymografii v 12 % gelu; zleva lysozym (L), epitely
délohy (ED), epitely oviduktu (EQO), tekutiny délohy (TD) a tekutiny oviduktu (TO)

(a) bez inhibitoru — zjisténi celkovych proteaz, (b) inhibice serinovych proteaz, (c) inhibice
metaloproteaz

3.8 Stanoveni kyselé fosfatazy

Metoda stanoveni aktivity kyselé fosfatdzy v TD a TO je popsana v kap. 2.2.12, str. 35.

Aktivity kyselé fosfatazy je priblizné stejna v obou vzorcich viz Graf 3, str. 49.

0,400
0O nanos 1mg/ml
0,350
0,335 .
0,300 -
g 0,200 -
<
0,100 -
0,000 -
TD TO

Graf 5§ — Stanoveni aktivity kyselé fosfatazy ve vzorcich tekutin délohy (TD) a tekutin oviduktu
(TO); 1 mg/ml lyofilizovaného vzorku, absorbance mérena pri vinové délce 405 mn
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3.9 ELBA metoda

ELBA metodou (viz 2.2.13, str. 35) byl pozorovan vliv testovanych sacharidovych
inhibitord na vazbu tekutin oviduktu (TO) a by¢i semenné plazmy (BSP).

Vystupy této metody jsou pro piehlednost zpracovany do grafu (Graf 6). Inhibi¢ni
experimenty byly povedeny tfikrat, vysledky pfed vynesenim do grafu byly statisticky

Zpracovany.
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% vaznosti

40
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Graf 6 — Procentuilni uspés$nosti inhibice vazby tekutin oviduktu na by¢i semennou plazmu
(koncentrace inhibitoru 2,5 mg/ml)

Blank - slepy vzorek, (L-Fuc) L-fukéza, (OA) ovalbumin, (D-Gal) D-galaktéza, (D-Man)
D-mandza, (Hep) heparin, (D-Glu/NAc) N-acetyl-D-glukosamin, (Chs) chondroitin sulfat,
Hya — kyselina hyaluronova, D-Gal/NA¢ — N-acetyl-D-galaktosamin, Fetuin — Fetuin,
BSM — mucin z podcelistnich zlaz

Vzajemnym porovnanim dat se slepym vzorkem vidime vliv testovanych inhibitora
na studovanou vazbu.

Latkami, které vazbu téméf neovlivnily nebo jen velmi malo, jsou L-fukoéza, ovalbumin,
heparin, chondroitin sulfat, N-acetyl-D-galaktosamin, fetuin a mucin z podcelistnich Zlaz.
Snizeni schopnosti BSP se vazat na TO asi 0 20 % zpusobily D-galaktéza, D-mandza a kyselina
hyaluronova Nejvyrazn€j§i sniZzeni schopnosti vazat ze vSech pouzitych potenciondalnich
inhibitord zpusobil N-acetyl-D-glukosamin. Jeho pfitomnost zptsobila sniZzeni schopnosti BSP

navazat se na TO téméf o celych 50 %.
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3.10 Priatokova cytofluorimetrie

Metoda pritokové cytofluorimetrie byla pouzita v experimentech zahrnujicich parcialni
enzymatické deglykosylace proteinl tekutin oviduktu, epitelti oviduktu a tekutin d€lohy, také pro
autoproteolytické degradace oviduktélnich tekutin ajejich schopnosti védzat spermie a dale
ovlivnéni vazby tekutin oviduktu na spermii po piidavku by¢i semenné plazmy.

Metoda je popsana vkap. 2.2.14, str. 37. Pfistroj m&fi jak intenzitu odrazu laserového
paprsku od bunky znacené FITC proteiny (tedy velikost buriky), tak i fluorescenci FITCem

znaCenych proteint, tedy vazbu téchto proteint na burku.

3.10.1 Ovéreni vazby tekutin oviduktu na byci spermie

Pfed pouzitim metody byla ovéfena vazba proteint tekutin oviduktu (TO) zna¢enych FITC

barvivem na by¢i spermie zbavené by¢i semenné plazmy (Obr. 14).

Obr. 14 — Vazba tekutin oviduktu oznagenych FITC na by&i spermie. Zluté spermie vazi proteiny
tekutin oviduktu. Bilé spermie proteiny tekutin oviduktu nevazi.

3.10.2 Stanoveni zmény schopnosti vazat tekutin oviduktu, délohy a epitelt
oviduktu na spermii po inkubaci s glykosidazami
Touto metodou byla ovéfovana sacharidova specifita vazby izolovanych proteind
z urogenitalniho traktu kravy a bycich spermii. Metoda byla provedena postupem uvedenym
v kap. 2.2.14, str. 37. Vystupem metody je sada histogrami (vSechny uvedeny na ptilozeném
CD, slozka Histogramy), z nichZ jsou zde uvedeny jen vybrané dulezité vysledky. Data ze
vSech histogrami byla pro pfehlednost zpracovana do schémat (Obr. 16, str. 53, Obr. 17, str. 54,

Obr. 18, str. 54) Diky nim je mozné snadno srovnat a analyzovat vliv jednotlivych specificky
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enzymaticky odstépenych sacharidii na vazbu tekutin oviduktu (TO), délohy (TD) a epitela
oviduktu (EO).

Protoze cytofluorimetr méfi intenzitu fluorescence buriky znacené FITC barvivem, resp.
v naSem piipadé FITCem znacené proteiny TO, TD, EO navazané na povrchu spermie, mizZzeme
fici, Ze ¢im veétSi naméfena hodnota intenzity fluorescence spermie, tim vice navazanych
FITCem znacenych proteind. Neboli ¢im vys$$i naméfena hodnota intenzity fluorescence, tim
vyssi afinita enzymaticky upravenych vzorkti TO, TD ¢i EO k zivé by¢i spermii.

Nejvyraznéjsi zména vaznosti u jednotlivych frakci z urogenitalniho traktu kravy je vidét na
souhrnném histogramu Obr. 15. Piky kontrol v kontrastu s piky vzorkd, které méli nejvetsi vliv
na zménu vazby, ukazuji zajimavy jev. Totiz tuto zménu u riznych frakci (TO, TD, EO)
nezpusobil jeden a ten samy enzym. Lépe je tento fakt viditelny na grafech (Obr. 16, str. 53,

Obr. 17, str. 54, Obr. 18, str. 54).

1024
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512 4

-0 o™
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Intenzita fluorescence Qogaritmické méfitko)

Obr. 15 — Histogram znazornujici zavislost intenzity fluorescence (v logaritmickém méritku) na
poétu spermii s danou fluorescenci; porovnani kontrol se vzorky po pusobeni enzymi,
kteii méli nejvétsi vliv na zménu vazby

cervené — tekutiny délohy (TD) na spermii, pik kontroly (TD bez enzymatické
modifikace) v porovnani s pikem vzorku po inkubaci s p-galaktosidiazou (B-gal)

¢erné — tekutiny oviduktu (TO) na spermii, pik kontroly (TO bez enzymatické
modifikace) v porovnani s pikem vzorku po inkubaci s a-galaktosidazou (A-gal)

fialové — epitely oviduktu (EO) na spermii, pik kontroly (TO bez enzymatické
modifikace) v porovnani s pikem vzorku po inkubaci s neuraminidazou (Neur)
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Na histogramu (Obr. 15, str. 52) je mozné vidét glykosidazy, které nejvice modifikovaly
vazbu tekutin ¢i epiteli na povrch zivé byci spermie. U tekutin d€lohy (TD) nejvétsi zménu
zpusobila B-galaktosidaza, u tekutin oviduktu (TO) a-galaktosiddza a u epitelli oviduktu
neuraminidaza.

Je nutné pfipomenout, Ze horizontalni osa je v logaritmickém méfitku. Zdanlivé nejveétsi
rozdil mezi intenzitou fluorescence piku kontroly a piku a-galaktosiddzy u TO je o néco mensi
nez rozdil intenzity fluorescence piku kontroly a piku neuraminiddzy u EO. Odectenim hodnot
z histogrami a vynesenim na jednu osu (Obr. 16, str. 53, Obr. 17, str. 54, Obr. 18, str. 54) je
tento fakt lépe viditelny. Naopak rozdil mezi intenzitou fluorescence piku kontroly a piku

B-galaktosidazy u TD je oproti obéma diive uvedenym dvojicim méné nez polovi¢ni.

Hex
Kontrola PNG B-gal Fue Newr Agl

o
;

T T 1 T T T T T T 1

50 75 100 125 150 175 200 225 80 75 300} /O IS 400

intenzitatluorescence

Obr. 16 — Tekutiny oviduktu (TO) - posuny maxim piki, odectenych z histogramiu a zpracovanych
do prehledného schéma; Kontrola — bez enzymatické modifikace, A-gal - a-galaktosidaza,
B-gal - pB-galaktosidaza, Fuc — fukosidaza, Hex — hexosaminidaza, Neur — neuraminidaza,
PNG - PNGaza F

Hodnoty maxim pikd jednotlivych vzorkll — proteinti tekutin oviduktu (TO) s navazanym
FITC barvivem inkubovanych sjednotlivymi enzymy navazanych na by¢i spermie a
analyzovanych prutokovym cytofluorimetrem. Nejvétsi vliv na TO méla a-galaktosidaza. Daéle
muzeme na schématu vidét skupinku tvofenou neuraminidazou, fukosiddzou a -galaktosidazou,
které vazbu TO k by¢i spermii ovlivnily asi 0 60 % méné nez a-galaktosiddza. Naopak PNGaza

F a hexosaminiddza na vazbu vliv nemély témét Zadny.
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Obr. 17 - Tekutiny délohy (TD) - posuny maxim piki, odectenych z histogramii a zpracovanych do
prehledného schéma; Kontrola — bez enzymatické modifikace, A-gal - a-galaktosidaza, B-
gal - B-galaktosidaza, Fuc — fukosidaza, Hex — hexosaminidaza, Neur — neuraminidaza,
PNG -PNGaza F

Hodnoty maxim pikd jednotlivych vzorkl — proteini tekutin délohy (TD) s navazanym FITC
barvivem inkubovanych s jednotlivymi enzymy navazanych na by¢i spermie a analyzovanych
prutokovym cytofluorimetrem. Enzymy, které modifikovaly TD, ovlivnili jejich vaznost
na spermie jen velmi malo. Afinita kontroly ke spermiim, sama o sob& nizkd, byla nejvice
ovlivnéna [-galaktosiddzou. Asi o 50 % mén€¢ nez [-galaktosiddza modifikovaly TD

hexosaminiddza a neuraminiddza. Fukosiddza, a-galaktosiddaza a PNGéaza F neméli téméf zadny

vliv.
Kontrola PNG  A-gal Fu B-gal Hex Newr

i

i
|

l ! i 1
1

1 | 1 I T I | 1

450 500 850 600 650 700 750 800 850 900 950

intenzitafluorescence

Obr. 18 — Epitely oviduktu (EO) - posuny maxim piku, odectenych z histogrami a zpracovanych do
prehledného schéma; Kontrola — bez enzymatické modifikace, A-gal - a-galaktosidaza, B-
gal - B-galaktosidaza, Fuc — fukosiddza, Hex — hexosaminid4za, Neur — neuraminidaza,
PNG - PNGaza F

Hodnoty maxim pikd jednotlivych vzorkli — proteinti epiteld oviduktu (EO) s navazanym

FITC barvivem inkubovanych sjednotlivymi enzymy navdzanych na by¢i spermie

a analyzovanych priatokovym cytofluorimetrem.
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Nejveétsi vliv na EO mél enzym neuraminiddza. Zména schopnosti vazat, kterou zpusobil, je
celkové nejvétsi zménou afinity studovanych proteinli z urogenitalniho traktu kravy k byci
spermii. Nepatrné¢ mensi vliv méla hexosaminidaza, o pouhych 10 %. Dale vidime ovlivnéni

B-galaktosidazou, fukosidazou, a-galaktosidazou a PNGazou F.

3.10.3 Studie zmény schopnosti tekutin oviduktu vazat se na spermii
v zavislosti na autoprotolyze tekutin oviduktu

Touto metodou byla ovéfovana zména vazby tekutin oviduktu (TO) na Zivou spermii
po autoprotolyze. Metoda byla provedena postupem uvedenym v kap. 2.2.15, str. 38. Vystupem

metody je histogram uvedeny na Obr. 19.

1024

Konirola

768 -

po aukopretalyze

512 j‘

-~0 e ®

g e @

T T T TS

Intenzita fluovescence (logaritmické méfitko)
Obr. 19 — Histogram studie vlivu autoprotolyzy tekutin oviduktu (TO) na vazbu TO na by¢i
spermii; zavislost logaritmu intenzity fluorescence na poctu spermii

Naméfena data ukazala velmi vyrazny efekt snizeni vazby TO na by¢i spermii

v zavislosti na autoprotolyze. 24 hod autoprotolyza snizila interakci o 22 %.

-

3.10.4 Studie inhibicnich ucinku by¢i semenné plazmy na vazbu tekutin
oviduktu na spermii

Experimentem byla ovéfovana zména vazby tekutin oviduktu (TO) na Zivou spermii po

ptidavku by¢i semenné plazmy. Metoda byla provedena postupem uvedenym v kap. 2.2.15,
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str. 38. Vystupem metody je histogram uvedeny na (Obr. 20) Ptidavek semenné vazby k omytym

spermiim prekvapivé zvySoval interakci TO se spermii 150 %.
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Obr. 20 — Histogram studie vlivu by¢i semenné plazmy na vazbu tekutin oviduktu (TO) na byc¢i
spermii; zavislost logaritmu intenzity fluorescence na poctu spermii

3.11 Fluorescenéni mikroskopie

Mikroskopické preparaty byly pfipraveny metodou popsanou v kap. 2.2.14, str. 37
a analyzovany fluorescenénim mikroskopem na katedfe biochemie PfF UK.

FITC barvivo navazané na tekutinach oviduktu (TO), délohy (TD) nebo epitelech oviduktu
(EO) je detekovatelné fluorescenénim mikroskopem. Snimky byly ziskany v 600x zvétSeni. Plné
verze jsou uvedeny na piilozeném CD. V nasledujicich kapitolach byly pro nazornost pouzity jen

vytezy z téchto snimkd.

3.11.1 Mikroskopické pozorovani zmény vaznosti tekutin oviduktu, tekutin
délohy a epitelt oviduktu na spermii po inkubaci s enzymy
Nasledujici snimky ukazuji vazbu modifikovanych TD, TO, EO na spermii. Snimky
potvrzyuji kvantitativni informaci ziskanou z cytofluorimetrické analyzy také kvalitativné.
Snimky jsou zobrazovany v porovnani s kontrolou a snimkem bez fluorescen¢ni detekce, aby

bylo prokazano, Ze na snimku nejsou dal$i spermie bez navazanych modifikovanych proteint.

-56 -



vvvvvv

ptilozeném CD ve slozce Mikroskopie.

(b) (c)

Obr. 21 — Mikroskopické snimky byéich spermii s navazanymi tekutinami oviduktu kravy
upravenymi pusobenim enzymu a-galaktosidaza

(a) snimek by¢i spermie s fizovym kontrastem bez fluorescence

(a) fluorescenéni detekce povrchovych glykoproteinovych struktur z tekutin oviduktu
znacenych FITC barvivem na povrchu by¢i spermie

(b) snimek kontroly, tekutiny oviduktu znacené FITCem bez enzymatické modifikace
na povrchu by¢i spermie

Snimané spermie potvrzuji informace ziskané pritokovym cytofluorimetrem, vazba tekutin
oviduktu je pomérné silnd. Zmeéna zplisobena a-galaktosidazou je patrnd i na snimcich (Obr. 21).

(d) (e)

Obr. 22 - Mikroskopické snimky by¢ich spermii s navazanymi tekutinami délohy kravy
upravenymi pisobenim enzymu B-galaktosidaza

(c) snimek by¢i spermie s fazovym kontrastem bez fluorescence
(d) fluorescencni detekce povrchovych glykoproteinovych struktur z tekutin délohy
znacenych FITC barvivem na povrchu by¢i spermie
(e) snimek kontroly, tekutiny délohy znacené FITCem bez enzymatické modifikace na
povrchu by¢i spermie
Rozdily v intenzitaich bilé barvy spermii potvrzuji informace ziskané pratokovym
cytofluorimetrem, vazba tekutin délohy je velmi slaba a zména zptsobena B-galaktosidazou je

minimalni (Obr. 22, str. 57).
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Obr. 23 — Mikroskopické snimky byc¢ich spermii s navazanymi epitely oviduktu kravy upravenymi
pusobenim enzymu neuraminidazou

(f) snimek by¢i spermie s fazovym kontrastem bez fluorescence
(g) fluorescencni detekce povrchovych glykoproteinovych struktur z epitelu délohy
znacenych FITC barvivem na povrchu by¢i spermie
(h) snimek kontroly, epitely délohy zna¢ené FITCem bez enzymatické modifikace na
povrchu by¢i spermie
Opét zde vidime porovnanim intenzit bilé barvy spermii. Shoduji se s informacemi
z cytofluorimetrie. Afinita povrchovych glykoproteinovych struktur z epiteld oviduktu je velmi
silnd, nejsilnéjsi ze studovanych frakci a zména zplsobena neuraminidazou je viditelna pouhym

okem na snimcich z fluorescenéniho mikroskopu (Obr. 23).

3.11.2 Mikroskopicka studie zmény schopnosti vazat tekutiny oviduktu na
spermii v zavislosti na autoprotolyze tekutinami oviduktu
Vzorek piipraveny pro studium zmény schopnosti proteinti tekutin oviduktu vazat se na
spermii v zavislosti na autoprotolyze tekutinami oviduktu podle navodu v kap. 2.2.14.2, str. 38,
byl také analyzovan fluorescenénim mikroskopem (Obr. 24, str. 59). Data ziskana
cytofluorimetrii ukazuji, ze afinita ke spermii se autoprotolyzou sniZuje. Potvrzeni vidime

na nasledujicich snimcich (Obr. 24, str. 59).
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Obr. 24 — Mikroskopické snimky by¢ich spermii s navazanymi tekutinami oviduktu podrobenymi
autoprotolyze

(a) snimek by¢i spermie s fazovym kontrastem bez fluorescence
(b) fluorescenéni detekce tekutin oviduktu znacéenych FITC barvivem, navazanych

na povrchu by¢i spermie po 24 hod autoprotolyze
(c) kontrolni snimek, fluorescenéni detekce povrchovych struktur tekutin oviduktu

znacenych FITC barvivem bez autoprotolyzy

3.11.3 Studie G¢inku by¢i semenné plazmy na vazbu tekutin oviduktu na
spermii
Vzorek pfipraveny pro studium ucinki by¢i semenné plazmy na vazbu tekutin oviduktu
na spermii podle navodu v kap.2.2.14.3, str. 38, byl také analyzovan fluorescen¢nim
mikroskopem (Obr. 25). Srovnanim kontrolniho snimku se snimkem vazby spermii na TO je

ziejmé, ze pritomnost semenné plazmy v preparatu vazbu TO na spermii zvySuje. Obdobné jako

je tomu v piipadé experimentu provedeného metodou prutokové cytofluorimetrie.

() (b) (©)

Obr. 25 — Mikroskopické snimky bycich spermii s navazanymi tekutinami oviduktu kravy
po ovlivnéni této vazby by¢i semennou plazmou

(a) snimek by¢i spermie bez detekce navazanych tekutin oviduktu

(b) fluorescencéni detekce tekutin oviduktu znacenych FITC barvivem, navazanych
na povrchu by¢i spermie po ovlivnéni této vazby by¢i semennou vaznou

(c) kontrolni snimek, fluorescenéni detekce povrchovych struktur tekutin oviduktu
znacenych FITC barvivem bez ovlivnéni této vazby by¢i semennou plazmou
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3.11.4 Fluorescenc¢ni mikroskopie na tkanich

Fluorescen¢ni mikroskopie byla pouzita pro studium schopnosti by¢ich spermii véazat se na
Cerstvé tkané z urogenitalniho traktu kravy. Provedeni experimentu je popséno v kap. 2.2.16.2,
str. 39. Ze ziskanych dat je zde uveden obrazek vazby spermii na fukosiddzou parcidlne
deglykosylovany oviduktalni epitel (Obr. 26, str. 60). Mnozstvi spermii navdzanych na epitel
bylo pro kazdy enzym a snimek spo¢itano a vysledna data shrnuta do grafu (Obr. 26).

Vsechny vysledné snimky jsou na ptilozeném CD ve sloZce Mikroskopie.

100%
80% -
60% - [

40% -

% navazanych spermii

20% -

0% -

Obr. 26 — Vazba spermii na oviduktalni epitel a jeji ovlivnéni parcialni deglykosylaci specifickymi
enzymy

Vlevo snimek epitelu vejcovodu kravy upravené fukosidazou (inkubace 5 hod)
s navazanymi by¢imi spermiemi zna¢enymi FITCem.

Vpravo graf zavislosti po¢tu spermii (%) navazanych na tkané oviduktu kravy v zavislosti
na inkubaci s enzymy a-galaktosidazou (a-gal), B-galaktosidazou (B-gal), fukosidazou
(Fuc), neuraminidazou (Neur), PNGazou F (PNGaza) a po inhibici tekutinami oviduktu
(inhib. TO)

Z grafu po porovnani stkani bez enzymatického vlivu je patrny vliv chybéjicich
koncovych sacharidovych struktur na vazbu spermie na tkan zejména u PNGazy a
neuraminidazy. Vyrazné ovlivnéni zpusobuji dale i enzymy a-galaktosiddza a [-galaktosidaza,
naopak fukosiddza m4 vliv na vazbu minimalni, témeét Zadny.

Jako velmi vyrazny inhibitor se prokazaly i tekutiny oviduktu. Podet navazanych spermii

klesl o celych 70 %.
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4 Diskuze

Setkani spermie s vajickem je vysledkem mnoha procest. Dochazi k nému v prostiedi
oviduktu, ktery celou uddlost moduluje. Spermie jsou po ejakulaci zachytavany v istmické Casti
spermie pro setkani s vajickem. Spravna funkce oviduktu je velmi dilezita pro cely proces
fertilizace. Prostfedi oviduktu (tekutiny, které ovidukty vypliuji i epitely oviduktu) se podili na
selekci zivotaschopnych, neposkozenych, akrosomové intaktnich spermii, na nacasovani jejich
kapacitace a uvolnéni [7].

Jednou z otézek, které jsme si kladli v této praci bylo, pro¢ je pravé ovidukt mistem, kde se
rezervodr spermii vytvaki. Z predchozich experiment vime, Ze d€loZni epitel vykazuje stejné
sacharidové komponenty (D-galaktéza, D-mandza) jako glykoproteiny délozni tekutiny. Byci
semenna plazma i spermie maji afinitu k tekutinam délohy, byt’ velmi malou (Obr. 17, str. 54 a
kap. 3.3, str. 43) Dlivodem, pro¢ se spermie nenavazi jiz v déloze je, Ze tekutiny délohy funguji
jako vyrazny inhibitor vazby spermii na délozni epitel [63].

P#i ptechodu déloZzniho epitelu v oviduktalni se vSak méni sacharidové epitopy (pfechod
délozniho rohu ve vaje¢nik). Projevem této zmény je rozdilna afinita spermii k témto epitelim
(viz dale). Literatura popisuje nékteré mechanismy podilejici se na tvorbé oviduktalniho
rezervoaru spermii u kravy. Napiiklad schopnost spermie (povrchovych struktur spermie, resp.
proteint vazanych na plazmatickou membranu spermie) vazat D-galaktosylové a D-manosylové
zbytky, které se vyskytuji na epitelech oviduktu [64]. Jina prace mluvi o funkci B-fukosylovych
zbytki jako zprostiedkovatell této vazby [66], to se nam ale nepodatilo potvrdit.

Nase experimenty prokazaly, Ze oviduktalni tekutiny, které jsou vyraznym inhibitorem vazby
spermii na oviduktalni epitel, jsou vSak pii prichodu oviduktem proteolyticky degradovany
ptitomnou protedzou (Mr 95 000). Produkty této degradace maji mnohem mensi potencidl
inhibovat vazbu spermii na epitel oviduktu (Obr. 19, str. 55). Autoprotolyza tekutin délohy
nebyla ovéfovana, protoze tekutiny délohy se skladaji z autoprotolyzovanych tekutin oviduktu,
které inhibuji vazbu spermii na dé€lozni epitel mnohem silngji, nez na epitel oviduktalni [65].

NaSe vysledky ukazuji, Ze tekutiny oviduktu obsahuji sacharidy (7,7 % sacharidii metodou
podle Dubois) a sialové kyseliny (1,4 %) (kap. 3.5, str. 46, kap. 3.6, str. 47). Také obsahuji
glykoproteiny s Mr 14 000 — 16 000, které jsou schopné vazat byci semennou plazmu a tedy
spermie (kap. 3.3.1, str. 45). Pro rozeznani epiteld oviduktu spermii jsou dulezité jiné
sacharidové komponenty nez pti vazbé oviduktalni tekutiny na spermie ( kap. 3.10, str. 51 a kap.

3.11, str. 56).
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Byly sledovany interakce glykoproteinti tekutin oviduktu s by¢i semennou plazmou ELBA
metodou. Vazby byla inhibovana D-galaktéozou, D-mano6zou, kyselinou hyaluronovou, ovSem
nejvyrazné€jsi snizeni schopnosti vazat by¢i semennou plazmu zpusobil N-acetyl-D-glukosamin.
Kyselina hyaluronova a terminalni N-acetyl-D-glukosamin, D-galakt6za, D-manéza a tedy hraji
ddlezitou roli ve vazb¢ na tekutiny oviduktu. Obdobné vysledky byly ziskany pfti sledovani
vazby parcidlné deglykosylovanych glykoproteini tekutin oviduktu na spermie pritokovou
cytofluorimetrii (kap. 3.10, str. 51). Glykoproteiny oviduktalnich tekutin inkubované s
a-galaktosiddzou vykazovaly nejvét§i zménu schopnosti vdzat se na spermii. Na rozdil od
vysledka ziskanych ELBA metodou zde hexosaminiddza odstépujici N-acetylhexosamin Zadny
velky vliv na sledovanou interakci neméla (kap. 3.9, str. 50). Tento jev si vysvétlujeme faktem,
Ze spermie mlzZe nést i jiné sacharid — rozpoznavaci komponenty, které nejsou obsazeny
v separované a studované by¢i semenné plazme.

Dale byly studiim podrobeny epitely oviduktu urogenitalniho traktu kravy. Experimenty byly
provedeny na izolované frakci i na Cerstvych tkanich. V izolované frakci epitelti oviduktu bylo
stanoveno 5,9 % sacharidii metodou podle Dubois a 0,52 % sialovych kyselin (kap. 3.5, str. 46,
kap. 3.6, str. 47). Sacharidové komponenty oviduktalniho epitelu vyznamné pro vazbu spermie
byly identifikovany pomoci parcidlni enzymatické deglykosylace ¢erstvého epitelu a sledovanim
vazby spermii na takto modifikovany epitel fluorescenéni mikroskopii (kap. 3.11.4, str. 60).
Afinitu spermii k modifikovanému epitelu nejvice ovlivnila PNG&za, neuraminidaza
a B-galaktosidaza. Ziskané vystupy z fluorescenéni mikroskopie na tkanich byly také potvrzeny
pratokovou cytofluorimetrii. Zde byla sledovana vazba parcidlné deglykosylovanych
glykoproteinl izolovanych z epitelti oviduktu na by¢i spermii (kap. 3.10, str. 51 a kap. 3.11,
str. 56). Afinita epiteld oviduktu k spermii byla asi 1,2x vétSi neZ afinita tekutin oviduktu ke
spermiim, ale témeéf 3x vétsi nezZ afinita tekutin délohy ke spermiim (Obr. 15, str. 52).

Oproti tekutindm oviduktu se ukazalo, ze pfi vazbé spermie na epitel hraje vyznamnou roli
termindlni D-galaktosylové zbytky (Obr. 26, str. 60). Ptekvapiveé velkou roli hraji neuraminové
kyseliny (Obr. 18, str. 54) a také N-acetyl-hexosaminidylové termindalni sacharidy (Obr. 18,
str. 54). V naSich experimentech se nepodafilo potvrdit v literatute popsanou zavislost vazby
spermii do oviduktu na L-fukose [66].

Data ziskana nejen v této diplomové praci ukazuji, Ze tvorba oviduktalniho rezervoaru
spermii je dynamicky proces ovliviiovany celou fadou faktori. Vazba spermii v isthmu je
pravdépodobné¢ umoznéna tim, Ze zde jsou jiz tekutiny oviduktu autoprotolyzovany a
nekompetuji tedy s epitelem o vazebna mista na spermii (kap. 3.10.3, str. 55), protoze tekutiny

oviduktu jsou neseny proudem putujicim od ampuli vejcovodi k déloze a po celou dobu jsou
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postupné autoprotolyzovany (kap. 3.10.3, str. 55). Kromé toho nabizeji epitely jiné specifické
sacharidové komponenty, které umoziuji lepsi vazbu spermie.

V rezervoaru pozdéji probiha proces kapacitace, kterym jsou pozménény vazebné schopnosti
povrchovych proteini spermie a pravdépodobné tato zména umoZziuje spermii odpoutat se a
vyrazit ve spravny ¢as smerem k ovulovanému vajicku.

Vys$e uvedené skuteCnosti napomahaji pochopit mechanismus tvorby reservodru spermii
v oviduktu kravy stejné jako mechanismus uvolfiovani spermii zreservoaru a indikuji

potencidlni vyznam pro veterinarni praxi.
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5 Zaver
- Byly izolovany preparaty z urogenitalniho traktu kravy — tekutiny oviduktu, tekutiny
délohy, epitely oviduktu a epitely d€lohy. Tyto preparaty byly lyofilizovany a ¢asti byly
znaleny biotinem a FITCem pro pouziti v dalSich analyzach
- Izolované preparaty byly charakterizovany SDS - elektroforézou v denaturujicim
prostiedi, byla zde zjiSténa pritomnost proteint i glykoproteini. Hlavni frakce proteint

ma Mr cca 60 000, je glykosylovana. Dalsi majoritni frakce glykoproteini méa Mr
cca 14 000 - 16 000.

- S tekutinami oviduktu a tekutinami délohy byla provedena gelova chromatografie, eluent
obsahujici proteinové slozky byl jiméan a obsazené proteiny byly charakterizovany SDS —
elektroforézou. Metodou gelové chromatografie bylo zjiSténo, ze velké molekuly
s malymi tvoti agregaty, které gelem putuji dohromady a rozdéli se az v prostredi SDS —
elektroforézy.

- Stekutinami oviduktu a tekutinami délohy byla provedena afinitni chromatografie na
imobilizované byc¢i semenné plazmé. Eluent obsahujici proteinové slozky byl jiman a
rozdélené proteiny byly charakterizovany SDS - elektroforézou. Tekutiny délohy i
tekutiny oviduktu obsahovaly frakce s afinitou k by¢i semenné plazmé a Mr mezi 14 000
a 16 000. Tyto BSP — vazajici proteiny byly sekvenovany, bohuzel zjist€na byla pouze
blokace jejich N- terminalni aminokyseliny, nikoli aminokyselinova sekvence.

- Dale byla provedena stanoveni charakterizujici a porovnavajici obsah sacharidii a
sialovych kyselin ve frakcich izolovanych z urogenitalniho traktu kravy. Piitomnost
sacharidii byla testovana metodou podle Dubios. Nejvétsi koncentrace sacharidu byla
zjiSténa u lyofilizatu z tekutin oviduktu, jen o malo méné vykézaly epitely oviduktu.

Nejvétsi koncentrace sialovych kyselin byla také zjisténa u tekutin oviduktu.

- Byly studovany enzymatické degradace izolovanych frakci z urogenitalniho traktu kravy
ve fyziologickém prostfedi. Byla prokazana ptitomnost proteolytickych enzymi s Mr
cca 95000. Tyto enzymy byly uspéSné inhibovany jak pfidavkem inhibitora
metaloprotedz, tak inhibitory serinovych protedz. U tekutin délohy a oviduktu byla
prokéazéana pritomnost kyselé fosfatazy, v obou co do aktivity podobna.

- ELBA metodou byly studovany inhibi¢ni u¢inky L-fukézy, ovalbuminu, D-galaktozy,
D-manézy, heparinu, N-acetyl-D-glukosaminu, chondroitin  sulfatu, kyseliny

hyaluronové, N-acetyl-D-galaktoslaminu, fetuinu a mucinu z pod¢elistnich 714z na vazbu
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mezi tekutinami oviduktu a proteiny by¢i semenné plazmy. Latkami, které vazbu témér
neovlivnily nebo jen velmi malo, jsou L-fukéza, ovalbumin, heparin, chondroitin sulfat,
N-acetylgalaktoslamin, fetuin a mucin z podcelistnich zlaz. Malé ovlivnéni, sniZeni
schopnosti BSP se vazat na TO asi 0 20 % zpusobily D-galaktéza, D-mandza a kyselina
hyaluronova. Nejvyraznéjsi snizeni schopnosti véazat zpusobil N-acetyl-D-glukosamin,
snizil schopnost BSP navazat se na TO téméf o celych 50 %.

- Byla studovana sacharidova specifita vazby tekutin oviduktu, tekutin délohy a epitelt
oviduktu na Zivou by¢i spermii. Enzymaticka modifikace té€chto proteini se projevila po
analyzovani vzorkl prutokovym cytofluorimetrem. Nejvétsi vliv na vazbu tekutin délohy
na by¢i spermii mél enzym [-galaktosidaza, i kdyZz vtomto ptipadé bylo ovlivnéni
zanedbatelné. Vyrazna zména afinity byla zaznamenana u tekutin oviduktu inkubovanych
s a-galaktosidazou a nejvétsi zménu afinity vykazaly epitely oviduktu po inkubaci
s neuraminidazou. Také byla ukazana zména afinity tekutin oviduktu k spermii po
autoprotolyze a po pfidavku by¢i semenné plazmy. Obé zmény byly nepatrné.

- Sacharidova specifita byla potvrzena experimenty zahrnujici fluorescen¢ni mikroskopii.
Enzymaticka modifikace vazby byla detekovana také na mikroskopickych preparatech
spermii s navazanymi tekutinami oviduktu, d€lohy a epitely oviduktu znacenymi
FITCem. Data ziskana priutokovym cytofluorimetrem tak byla potvrzena a

dokumentovana.

- Byla provedena studie sacharidové specifity vazby spermie pfimo na Cerstvou tkan
epitelu oviduktu zbavenou tekutin oviduktu. Epitely oviduktu byly modifikovany
enzymy, poté obnazeny a inkubovany se spermiemi zbavenymi by¢i semenné plazmy.
Analyza fluorescen¢nim mikroskopem ukazala, Ze po deglykosylaci epitelidlnich bun¢k
enzymem neuraminiddzou se vazba spermie na epitel vyrazné snizi. Obdobny ucinek
prokazala PNGaza, ale i a-galaktosidaza a -galaktosiddza, naopak fukosidaza nema vliv
téméf Zadny. Jako vyrazny inhibitor se projevily po ptidani k jedné sérii vzorki i1 tekutiny

oviduktu.

Kli¢ova slova: Fertilizace, oviduktalni rezervoar, oviduktalni epitel, tekutiny oviduktu, tekutiny

délohy, byc¢i semenna plazma, by¢i spermie
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