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1. UVOD

1.1 OPLOZENI

Oplozeni je splynuti haploidnich gamet opa¢ného pohlavi a vznik diploidni zygoty
s genetickou vybavou odliSnou od obou rodicl, kterd je zdkladem budouciho embrya.
Tohoto déje se ucastni nejen proteiny, které jsou na membran€ obou gamet, ale i proteiny
a molekuly pfitomné v reprodukénich organech (semenna plasma, proteiny oviduktu).

Nezbytnym ptedpokladem pro uspésné oplozeni je maturace obou gamet. Spermie savct
musi projit maturaci v nadvarleti (epididymis) a v reprodukénich organech samice
(kapacitace), aby byly schopné oplozeni. Béhem ejakulace se spermie dostavaji do styku
se semennou plasmou, kterd je sloZena ze sekretu semennych vak, prostaty, Cowperovych
Zlaz a nadvarlete. Semenna plasma obsahuje jak nizkomolekularni latky (Na*, K", fruktosa,
citrat, volné aminokyseliny), tak i latky o vysSich molekulovych hmotnostech, jako jsou
rizné polypeptidy, glykoproteiny a enzymy [1,2]. Dale musi ziskat schopnost pohybu, bez
kterého oplozeni neni mozné. Proteiny na povrchu spermie se Ulastni primarni vazby
spermie na vajicko [1,3]. Po indukci akrosomalni reakce dochazi k sekundarni vazbé
spermie na vajicko a uvolnéni intra-akrosomélnich proteind, které umozfiuji prinik
spermie pies zona pellucida vajicka [4]. Fuse gamet pak spousti kaskadu déju, které vedou

k déleni oplozeného vajicka a nasledujicimu embryonalnimu vyvoji nového jedince [5].

1.2 STAVBA SPERMIE

1.2.1 Stavba hlavi¢ky

Savéi spermie se sklada zhlavicky a biCiku. Hlavicka (Obr. 1.1) obsahuje jadro,
akrosom, cytoskeletélni struktury (pfedevsim aktin a tubulin) a malé mnozZstvi cytoplasmy.
Jadro spermie obsahuje haploidni genom. DNA je asociovana se silné¢ bazickymi
proteiny - protaminy, proto je chromatin spermie vysoce kondenzovany. Akrosom vznika

béhem spermateliosy z Golgiho komplexu a je umistén v apikalni €asti hlavicky spermii



(nad jadrem spermie). Cytoskeletalni struktury se nachdzi mezi akrosomem a jadrem

a mezi akrosomem a plasmatickou membranou [6].

Acrosomal

Acrosom

Equatorial
egment

—
Post-
Akrosomal
Region

Obr. 1.1. Struktura hlavi¢ky spermie

Hlavi¢ka spermie je sloZena z akrosomu (acrosom), akrosomalni $picky (acrosomal cap), ekvatorialni oblasti
(equatorial segment) a postakrosomalni oblasti (postacrosomal region). Povrch je pokryt plasmatickou
membréanou (PM), pod ni se nachéazi vnéjsi akrosomalni membrana (VAM). Jadro (N) je pokryto jadernou
membranou (NM), na niZ leZi vnitini akrosomalni membrana (IAM)[pfevzato z 5]

1.2.1.1  Akrosomadlni proteiny

Akrosom spermie je obklopen vnéj$i a vnitini akrosomalni membranou a obsahuje
strukturni 1 nestrukturni komponenty. Vlaknita cytoskeletalni struktura uvnité akrosomu
je spojena s vnéjsi akrosomalni membréanou.

Akrosom obsahuje velké mnozstvi hydrolytickych enzymi. Ne&které z téchto
kyselych hydrolas se bé€zné vyskytuji v lysozomech, jiné enzymy jsou specifické pro
spermatogoidni bunky (akrosin, kyseld fosfatasa, p-galaktosidasa, hyaluronidasa,
neuraminidasa, fosfolipasa, atd.). Proakrosin je nejlépe charakterizovanym enzymem
akrosomu. Patfi do rodiny serinovych proteinas trypsinového typu [7]. C-koncova oblast
proakrosinu je bohatd na prolin [8] a pfedpoklada se, Ze timto koncem je proakrosin

pfichycen k membrandm akrosomu. Na téZkém fetézci kanciho proakrosinu byla



identifikovana oblast vézajici cukry, kterd se miZe ulastnit vazby spermie se zona
pellucida [9]. Vedle akrosinu je hyaluronidasa druhym nejvice studovanym enzymem
akrosomu. Stejné jako akrosin, i hyaluronidasa je vazana na vnitini akrosomalni
membranu. Pfed splynutim spermie s plasmatickou membranou vajicka $tépi

hyaluronidasa hyaluronovou kyselinu v zona pellucida a v perivitellinnim prostoru [5].

1.2.2 Struktura bié¢iku

Bicik sav¢ich spermii se sklada ze étyt ¢asti (Obr. 1.2), které se strukturné lisi — kréek
(connecting piece), stfedni ¢ast (midpiece, mitochondrial piece), hlavni ¢ast (principal
piece) a koncova ¢ast (end piece).

Uvnitf bi¢iku spermie se nachazi axonema probihajici po celé jeho délce, stejné jako
vnéjsi denzni vlakna t€sné pfiléhajici k parim mikrotubuld. V hlavni €asti bi¢iku (principal
piece) prechazi denzni vldkna 3 a 8 v podélné sloupce fibrilarni pochvy. Ve stiedni ¢asti
bi¢iku (midpiece) je axonema s denznimi vldkny obklopena mitochondridlni pochvou,
ktera v hlavni ¢asti pfechazi do fibrilarni pochvy, v niZ se mitochondrie jiZ nevyskytuji.
Koncova ¢ast biciku (end piece) je sloZena pouze z axonemy a plasmatické membrany [6].
Po celé délce bi¢iku je jeho povrch pokryt plasmatickou membranou (Obr. 1.2). Vnitini
struktura bi¢iku neni u vSech druht Zivocichu stejnd, n€které druhy maji strukturu zna¢né

zjednodusSenou (u ryb napf. absence denznich vlaken a fibrildrni pochvy) [10].
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Obr. 1.2. Schéma stavby a struktury bic¢iku sav¢i spermie.

Kr&ek (connecting piece) spojuje bi¢ik s hlavitkou spermie; annulus odd&luje mitochodridlni ¢ast (midpiece)
od hlavni &asti (principal piece). Prifez stfedni ¢asti bi¢iku znazoriluje plasmatickou membrénu (PM),
mitochondrialni pochvu (MS), devét vn&jsich denznich vladken (ODF), komponenty axonemy (OMDA)
s asociovanymi rameny dyneinli (DA), pfi¢né spojky (RS) a centrélni par mikrotubulti (CP). V hlavni ¢asti
bi¢iku jsou denzni vlakna 3 a 8 nahrazena podélnymi sloupci (LC) tvofici s obvodovymi Zebry (TR) fibrilarni
pochvu. V koncové &asti bi¢iku je axonema obklopena pouze plasmatickou membranou [pfevzato z 11].

1.2.3 Axonema

Uspotadani axonemy savéich spermii je obdobné jako u cilii a bi¢ikli riznych organismu.
Axonema je sloZzena z9 pari vnéjSich mikrotubull (A a B) uspofddanych do kruhu
a 2 centralnich mikrotubuld (Obr. 1.3). Mikrotubuly jsou tvofeny a (56 kDa) a B (54 kDa)
tubulinem.

Axonemalni komplex tvofi vysoce organizovanou cytoskeletalni strukturu uvnitt bi¢iku
slozenou z vice nez 250 proteini. Prochazi celou délkou bi¢iku a je snim asociovan
napt. dyneinovy proteinovy komplex, molekularni chaperony, Ca**- vazebné proteiny,
proteinkinasy a proteinfosfatasy. N&které axonemalni komponenty (kinesiny, myosiny,
cytoplasmatické dyneiny) jsou zodpovédné za intraflagelarni transport prekursorti proteina

po celé délce biciku [12].



ODA IDA omp

RS CcCMP

Obr. 1.3. Priifez axonemou spermie

Centralni par mikrotubulti (CMP) se nachazi uprostted axonemy, je obklopen 9 pary vné&j§ich mikrotubult
(OMP). S mikrotubuly jsou asociovana vnitfni (IDA) a vn&j§i (ODA) ramena dyneini. Tato ramena jsou
ukotvena ptes komplex proteinti (ODA-DC). Jednotlivé vn&j§i mikrotubuly jsou propojeny mezi sebou
mezitubularnimi spojkami (IL) a s centralnim parem mikrotubulii p¥i&¢nymi spojkami (RS) [ptevzato z 13].

Axonemalni dyneiny jsou ATPasy, skladajici se ze dvou ramen - vnitiniho a vnéj$iho. Ta
jsou asociovana s prilehlymi mikrotubuly.

Vnéjsi dyneinové rameno, které je k mikrotubulu vazano komplexem proteini ODA-DC
(outer dynein arm docking complex), je tvofeno dvéma tézkymi fetézci o a p (~ 500 kDa),
tfemi az péti sttednimi fetézci (120 — 60 kDa) a Sesti lehkymi fetézci (30 — 8 kDa) [13, 14].
Kazdy tézky fetézec obsahuje AAA domény, které jsou zodpovédné za vazbu ATP. Stredni
feté¢zce hraji moznou roli ve vazbé dyneinu na A mikrotubul, lehké fetézce funguji jako
spojovaci ¢lanek.[ 14].

Na vnitinich ramenech se nachazeji proteiny, které jsou fosforylovany pii iniciaci
motility a hraji kli€ovou ulohu pfi aktivaci celého vné€jSiho dyneinového ramene [15],

s nimzZ je asociovan napf. protein kalmodulin, ktery je zapojen do Ca** signalni dréhy [16].

1.2.4 Vnéjsi denzni vlakna (outer dense fibers)

Devét vnéjSich denznich vldken vytvaii s axonemou komplex 9 + (9 + 2) prochazejici
mitochondrialni a hlavni ¢asti bi¢iku (Obr. 1.2). Velikost a tvar vnéj$i denznich vlaken
se li8i mezi druhy. Vldkna se rozsifuji na konci mitochondridlni ¢asti. Vldkna 3 a 8

se na pfechodu hlavni ¢asti méni v podélné sloupce fibrilarni pochvy (Obr. 1.2). Proteiny



vn€jsich denznich vldken obsahuji vysoky podil cysteind a prolind. B&hem epididymalni
maturace (viz. 1.3.1.2) dochazi ktvorbé disulfidickych muistkti, které se uplatiiuji
ve stabilizaci proteind vnéjSich denznich vlédken. Disulfidické mustky dodéavaji vlaknim
elastické vlastnosti, vldkna tak tvofi pruznou obélku bi¢iku spermie, kterd odolava tlakiim
bé&hem transportu nadvarletem a béhem ejakulace [6].

Vnéjsi denzni vldkna jsou uzce asociovdna s axonemou a dyneinovymi ATPasami, ale

nehraji aktivni roli ve flagelarnim pohybu [6].

1.2.5 Mitochondrialni pochva (mitochondrial sheath)

Mitochondrialni pochva lezi nad vnéjSimi denznimi vlakny ve sttedni Casti spermie
a obsahuje mitochondrie. Velikost a uspotddani mitochondrii je u riznych druhti odli§na.

Mitochondrialni pochva je asociovana s komplexem filament, které udrzuji uspofadani
mitochondrii ve stfedni ¢asti [6].

Dalsi komponentou stfedni Casti je mitochondridlni kapsularni protein (MCP). Tento
fibrilarni protein, obsahujici velké mnozstvi prolini a cysteind, vaZe selen a vytvari
nerozpustné pouzdro kolem mitochondrii. Nedostatek selenu zpisobuje dezorganizaci

mitochondrialni ¢asti [6].

1.2.6 Fibrilarni pochva (fibrous sheath)

Fibrilarni pochva pokryva hlavni ¢ast bi¢iku po celé jeji délce (Obr. 1.2). Lezi pod
plasmatickou membranou, ale neni s ni pfimo spojena. Fibrilarni pochva ma tvar
zuzujiciho se valce tvofeného dvéma podélnymi sloupci (longitudinal columns)
propojenymi obvodovymi Zebry (circumferential ribs). Sloupce jsou tvofené podélné
orientovanymi filamentarnimi strukturami, které lezi podél mikrotubuld 3 a 8 a jsou
spojené s vn&j§imi denznimi vlakny 3 a 8. Tvar a velikost se lisi mezi rliznymi druhy
savcl. Obvodova Zebra jsou tvofena pfiéné orientovanymi filamenty. Roz$ifuji se ke konci
bi¢iku, kde splyvaji s podélnymi sloupci [6].

Funkce fibrilarni pochvy je regulovat flagelarni pohyb vroviné centralniho paru

axonemalnich mikrotubull a zaroveri omezuji pohyb kolmy na tuto rovinu [6]. Fibrilarni



pochva také funguje jako ukotveni nékterych enzyml energetického metabolismu
a molekul signalnich kaskad regulujicich pohyb. Hlavni proteiny, které souvisi s pfenosem
signalu, jsou z rodiny AKAP (A kinase anchoring proteins).

Protein AKAP4 (AKAP82) je syntetizovan z prekursoru po transportu do vyvijejicich se
bic¢ikd. Prekursor, stejné¢ jako fosforylovand forma proteinu, vaze RII regulaéni
podjednotku proteinkinasy A (PKA) [17].

Protein AKAP3 (AKAP110) se nachazi v pti¢nych Zebrech spermii, ma 40 % homologii
s AKAP4 a prochazi tyrosinovou fosforylaci béhém kapacitace [18]. Byl nalezen také
v akrosomu kancich spermii [17]. Bylo zji§téno, Ze AKAP3 také interaguje s PKA
a s dal$imi proteiny signalnich kaskad [19, 20].

1.3 POHYB BICIKU

Pro normélni oplozeni je nezbytnd dobrd pohyblivost spermii. Bezprostiedné
po spermiogenesi vSak spermie vykazuje nizkou pohyblivost a neni schopna oplozeni.
Proto je potfeba, aby doSlo ke zménam vedoucim k iniciaci a posléze hyperaktivaci
motility.

Vétsina savcich spermii je schopné vykazovat dva druhy motility: motilita ejakulovanych
spermii a hyperaktivovana motilita kapacitovanych spermii, kterda nastava v misté

fertilizace, tzn. u savcl v reprodukénim orgénu samice [5].



1.3.1 Charakter pohybu spermie béhem vyvoje

1.3.1.1 Charakter pohybu ve varleti

Sam¢i pohlavni buriky vznikaji v semenotvornych kanalcich varlete, kde také probiha
jejich  pocate€ni  vyvoj - spermatogenese a  dal§i, pfevazné  morfologické
zmény - spermateliosa. Vysledkem tohoto sloZitého procesu jsou plné diferencované sam¢i
haploidni gamety — spermie, které nejsou ve varlatech vétSiny savci pohyblivé. Pouze

spermie n€kolika malo druhil savell vykazuji po izolaci z varlat pohyb [5].

1.3.1.2  Charakter pohybu béhem epididymalni maturace

Z wvarlat jsou spermie transportovany do nadvarlete, kde probiha jejich zrani
(epididymélni maturace). Plasmatickd membrana spermie je zde vystavena pusobeni
epididymalni tekutiny. Méni se fyzikalni a chemické vlastnosti membranovych lipidd,
do membrany spermii je =zabudovavan cholesterol a méni se také distribuce
intramembranovych proteint a glykoproteinti. Spermie zde ziskavaji schopnost interagovat
s vajickem.

Béhem maturace v nadvarleti dochazi také k vyvoji motility spermie. Nadvarle
produkuje mnoho faktori (biochemickych signali) schopnych iniciovat pohyb spermie.
V nadvarleti dochazi k tvorbé cAMP, aktivaci proteinkinasy A a fosforylaci proteind
na bi¢iku spermie. Tyto faktory se podili na vzniku aktivniho, avsak tzv. neprogresivniho
pohybu bi¢iku. Maturované spermie v nadvarleti tedy jeSt€ nejsou schopny oplozeni

vajicka [5].

1.3.1.3  Charakter pohybu béhem ejakulace

Pii ejakulaci pfichéazeji epididymalni spermie do styku se semennou plasmou. Nékteré
z proteini pfitomné v semenné plasmé pokryvaji povrch spermie a jsou dilezité
pro primarni vazbu spermie na vajicko [3].

Pfi ejakulaci spermie vzhledem k ,,maskovani® dtlezitych receptorti nejsou schopny
pfimé interakce s vajickem. V disledku zmény koncentraci intracelularnich iontd a pH

v prostfedi semenné plasmy v$ak dochazi k progresivnimu pohybu ejakulovanych spermii.



Vzrist aktivity adenalatcyklasy, aktivace cAMP-dependentnich proteinkinas a nasledna

fosforylace proteind hraji v iniciaci a udrZeni motility spermii kli¢ovou roli [5].

1.3.1.4  Charakter pohybu v samicim pohlavnim traktu

Ejakulované spermie prochédzi sami¢im reprodukénim traktem, vazi se na glykoproteiny
na sténé oviduktu a tvofi tak oviduktalni rezervoar, v némz jsou spermie udrZovany
ve fertilnim stavu. Spermie v rezervoaru maji sniZenou schopnost pohybu, coz naznacuje

ptitomnost inhibitoru motility [21].

1.3.1.5  Charakter pohybu béhem kapacitace

Spermie savci v oviduktdlnim rezervodru prochazi dal§i maturaci (kapacitaci),
predstavujici komplex funkénich zmén nutnych k tspé$nému oplozeni vajicka.
Kapacitace zahrnuje zmény v koncentracich intracelulrnich iontd Na®, K* a Ca*',
metabolismu a pfedevS§im zmény v plasmatické membrané spermie. Dochazi k odstranéni
dekapacita¢nich faktori a destabilizaci membrany v duisledku uvolnéni cholesterolu.
Béhem kapacitace vazebna afinita spermii ke sténé€ oviduktu klesa a spermie se postupné
uvoliiyji v zavislosti na jejich individudlnim stupni pfipravenosti i na stupni maturace
a ovulace oocyti [5].

Béhem kapacitace se kromé plasmatické membrany dramaticky méni i celkovy
metabolismus spermatické burniky. ZvySuje se spotfeba energie, stoupd intracelularni pH
avyrazn€ se méni 1 charakter pohybu spermii-dochazi k hyperaktivaci motility.
Ta je ptfedstavovana zvySenim motility spermii i zménou jejich pohybu [6, 22, 23]. Lze
pozorovat zesileni pohybu bi¢iku, vyraznéj$i presuny hlavicky do stran a nelineéarni
trajektorii pohybu (Obr. 1.4). Pfedpoklada se, Ze zmény motility jsou nutné k pohybu
spermii v tekutin€ oviduktu [24] a hlavné k Gspé€$né penetraci pfes vajeCné obaly [25].
Hyperaktivace se vSak miiZze podilet i na uvolfiovani kapacitovanych spermii z epithelu

v isthmu vejcovodu [26].
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Obr. 1.4. Zmény charakteru pohybu pri hyperaktiavci
(A-F) Charakter pohybu pifed hyperaktivaci; (A’-F") Charakter pohybu b&hem hyperaktivace [pfevzato z 5].

Na fizeni zmén pohybu spermii se podili mimo jiné zvysena koncentrace Ca®*, cAMP,
ATP, adenylatcyklasa a proteinkinasa A [27]. V této souvislosti byly na bi¢iku nalezeny
také G-proteiny a dalsi proteinkinasy.

1.3.2 Molekuliarni mechanismus pohybu

Dyneinova ramena (viz. 1.2.2) jsou vazana na kazdy z deviti mikrotubulti a smétuji
obracené¢ ke sméru mikrotubuli. Vzijemné klouzani mikrotubuld je vysledkem
ATP-dependentni interakce dyneinového ramene s pfisluSnym parem mikrotubulu
(Obr. 1.5). Protoze dyneiny vyvolavaji pohyb pouze v jednom sméru (k zapornému konci
mikrotubulu) [28], vInéni bi¢iku zavisi na jejich fosforylaci/defosforylaci
(aktivaci/inaktivaci), ktera se objevuje asynchronné podél celého bi¢iku [11]. Centralni par
mikrotubuld s pfi€énou spojkou (radial spoke) zprostfedkovava regulaci dyneind
Ca®* signalni kaskadou [29].
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Obr 1.5. Schéma mechanismu tvorby pohybu pomoci axonemalnich dyneinu

Paralelni linie ptedstavuji par mikrotubuli (OMDA = outer microtubule doublets of axoneme) a &isla 1-4
jednotlivé pary dyneinovych ramen (vnitini a vng&j§i). (A) Dyneiny jsou inaktivni, negeneruji pohyb.
(B) Prvni par dyneinovych ramen vaze ptisluny mikrotubulus. (C) Prvni par dyneinovych ramen méni
konformaci a tim generuje pohyb; véZe se druhy par dyneinovych ramen. (D) Prvni par se uvoliluje, druhy
par generuje pohyb, tfeti par se vaZe: to zplsobuje vinéni bi¢iku smérem dold. (D) Opakovani
sekvence - druhy par se uvoliiuje, tfeti par generuje pohyb, &tvrty par se vaze. Synchronizaci dyneinil u viech
deviti mikrotubulil zajituje centralni par s pfi¢nou spojkou [pfevzato z 11].

1.3.3 Regulace pohybu

Fosforylace a defosforylace axonemalnich dyneini je nezbytna pro regulaci pohybu
bi¢iku. V jednotlivych fazich zrani spermie (viz. 1.3.1) dochazi k jeji interakci s riznymi
biochemickymi signdly, které iniciuji jednotlivé signalni drahy regulujici motilitu spermii.
Za nejvyznamnéjsi signalni drahy, které se uplatiiuji v regulaci motility savéich spermii lze

povaZovat cAMP/PKA signalni drahu a Ca®* signalni drdhu [30].
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1.3.3.1  cAMP/proteinkinasa A signdlni draha

Aktivovana proteinkinasa A (PKA), kterda je koncovou kinasou signalni drahy
reprezentované druhym poslem cAMP, fosforyluje seriny/threoniny cilovych proteinu
na bi¢iku [31].

Cyklicky adenosin-3°,5'-monofosfat (cAMP) wvznika z ATP pisobenim enzymu
adenylatcyklasy (AC). Ta je vazana na vnitini strané plasmatické membrany (Obr. 1.6) a k jeji
aktivaci dochazi prostfednictvim aktivované Go podjednotky stimulujiciho G-proteinu (Gs-
proteinu). Intracelularni hladinu cAMP reguluje vedle adenylatcyklasy také cAMP
fosfodiesterasa, ktera kontinualné hydrolyzuje cAMP na AMP [32].

Cyklicky AMP realizuje pfenos signalu aktivaci cAMP-dependentni proteinkinasy A
prostfednictvim Gs-cAMP drahy. Enzym PKA je slozen ze dvou katalytickych (Cal
a Ca2) a dvou regulacnich (RIa a RIla) podjednotek [33, 34]. Aktivace je zahajena vazbou
cAMP k regulacni podjednotce PKA. To vede k disociaci a nasledné aktivaci katalytické
podjednotky, ktera se pak ucastni fosforylace riznych proteinovych substratli a méni tak
jejich funkéni vlastnosti [35]. Enzym PKA se nachazi napf. v blizkosti vnéjsiho
dyneinového ramene, jehoZ lehké rameno je PKA fosforylovano, ¢imz dochazi k iniciaci

motility [15, 36].

? Ca* ? HCOy~
Voo / 9
|
| PP, \g._J. L—-. -
\\
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Ca?"/calmodutin ATP -
\ | e
Y
I Asymmetry ] [Flagoﬂnrboaﬁngw

Obr. 1.6. Schéma signalnich drah zahrnutych v regulaci motility [pievzato z 43].
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Pro cilenou aktivitu PKA je dulezité jeji ukotveni k bic¢iku pfes AKAP proteiny. Ty jsou
vazané ve fibrilarni pochvé a jsou PKA fosforylovany. Stejné jako v somatickych burikach,
AKAP proteiny ukotvuji na stejném misté¢ nejen PKA, ale také fosfatasy, které proteiny
naopak defosforyluji [37].

Kromé zavislosti PKA na cAMP byla popsana jeji dalsi funkce, tentokrat bez udasti
cAMP. Ke stimulaci PKA miZe dojit teké prostfednictvim aktivované podjednotky
G 13 proteinu (Gal3). Tato podjednotka pfimo reaguje s proteinem AKAP110 a vytvafi
se komplex PKA-AKAP110-Gal3. Vtomto komplexu Gal3 indukuje uvolnéni
katalytické podjednotky PKA, coZ vede k aktivaci jeji kinasové aktivity. Na zakladé téchto
informaci 1ze ptedpokladat, Ze s G-proteiny asociované receptory, které nejsou spjaty
s Gs-cAMP drahou, mohou také potencidln€é stimulovat PKA a tim regulovat velké
mnoZstvi bunéénych funkci. V dusledku regulace aktinového cytoskeletu prostrednictvim
Gal3 byl navic popsan mozny vliv Gal3-AKAP110 na motilitu spermii, ktera je
blokovana porusenim interakce AKAP110-PKA [38].

1.3.3.2  Ca”' signdlni drdha

Bylo dokézano, Ze extracelularni Ca?* je zahrnuty v iniciaci motility (Obr. 1.6), je to také
jeden z priméarnich faktort hyperaktivace motility [25]. Extraceluldrni Ca®* se dostava do
biciku pres rizné kanaly [39, 40, 41]. Nekteré jsou umisténé specificky pouze na bic¢iku a
maji roli v regulaci motility [39].

Bylo prokézano, ze také intracelularni Ca® je zahrnut do regulace iniciace
a hyperaktivace motility (Obr. 1.6). Uvolnéni Ca®** z intracelularnich zdsob zptisobuje
inositol-1,4,5-trifosfat  (IP;), ktery je =zapojen do fofatidylinositolové drahy.
Fosfatidylinositol v membrané je fosforylovan a vznika fosfatidylinositol-4°,5 -bisfosfat
(PIP,). Signalem aktivovany G-protein (Gp-GTP) ptepojuje tento signal z receptoru do
intracelularni drahy, kde aktivuje membranovy enzym fosfolipasu C (PLC). Enzym PLC
nasledné §tépi PIP, na IP3 a diacylglycerol (DAG). Protein G pak hydrolyzuje své GTP
a tim se inaktivuje [42].

Vznikajici IP; a DAG pisobi jako druzi poslové. Do cytoplasmy difundujici IP3 fidi
mobilizaci intracelularnich zdroji Ca®*. Zpisobuje otevirani Ca*" kanaldi a uvolfiovani
Ca®" z endoplasmatického retikula do cytoplasmy, DAG aktivuje proteinkinasu C (PKC)
[42].
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Intracelularni zdroj Ca®* v bigiku spermie vak neni dosud prozkoumén. V bi¢iku chybi
endoplasmatické retikulum, jediny mozZny zdroj intracelularniho Ca®* by mohl pochazet
z jaderného obalu, ktery zasahuje do oblasti kr¢ku spermie [43].

lonty Ca®" puisobi dvéma ruznymi mechanismy. Mohou spole¢né s HCO® aktivovat
rozpustnou adenylatcyklasu (sAC), ktera zvySuje mnozstvi cCAMP aktivujiciho PKA [44].

Druhy mechanismus (nezavisly na sAC) spodiva ve vazbé Ca® na protein kalmodulin,
ktery funguje jako intracelularni receptor Ca>*. Kalmodulin se dale vaZe na kalmodulin-
dependentni kinasu II (CaM-KII), ktera fosforylaci cilovych proteini stimuluje iniciaci
a hyperaktivaci motility [45]. Bylo prokéazano, Ze Ca** reguluje aktivitu dyneint aktivaci
signalni kaskady zahrnujici CaM/CaM-KII [46].

Opatny efekt ma vazba Ca’*/CaM na serin/threonin fosfatasu calcineurin. Dochézi
k defosforylaci proteint, ktera vede k inhibici motility [16].

Z téchto informaci vyplyva, ze CaM/CaM-KII/calcineurin jsou hlavni komponenty Ca**

signalni drahy zapojené v regulaci motility spermii.

1.4 ENERGETICKY METABOLISMUS

Axonemalni dyneiny potiebuji ke své praci velké mnozstvi ATP. Pfedpoklada se,
Zze ATP pro pohyb je dodavano z mitochondrii, kde je jeho tvorba oxidacni fosforylaci
mnohem efektivnéjsi nez tvorba ATP béhem glykolyzy. Mitochondrie se vyskytuji pouze
ve stfedni ¢asti bi¢iku, narozdil od dyneind, jeZ jsou lokalizovany po celé délce axonemy
atedy v relativné velké vzdalenosti od mitochondrii. Bylo popsano, Ze difuse neni pro
pokryti spotieby ATP dostacujici [47]. Z tohoto divodu existuji i dal$i procesy zajist'ujici
transport ATP do vzdalenych ¢asti bi¢iku. Dale byla zjiSténa existence fosfokreatinovych
Clunkd (PCr shuttles), které jsou schopné zajistit prenos aktivovaného fosfatu
i do vzdalengjsich oblasti [48]. Enzymy asociované s fosfokreatinovym c¢lunkem byly
detekované u spermii moiského jezka [49], nejsou vSak pfitomné u kancich a bycich
spermii [50] a u vétSiny ostatnich savcl maji velmi nizkou aktivitu [51, 52].

Spermie riznych druh@ maji tedy rizné pozZadavky na tvorbu energie glykolyzou
nebo oxida¢ni fosforylaci. Napftiklad sav¢i spermie pro tvorbu ATP vyuZivaji pfevazné
glykolyzu [53]. V pokuse na mysich bylo dokazano, Ze spermie, které maji defektni

mechanismus mitochondrialni oxida¢ni fosforylace, jsou i pfes to schopné fertilizace.
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Takové spermie stale v men$im mnozstvi produkuji ATP a zistava zachovéana sniZena
motilita [54]. Dals§i dikaz vyznamu glykolyzy na bi¢iku poskytuje studie na knock-
outovanych mySich. Cilend delece genu specifické formy glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasy lokalizované ve fibrilarni pochvé vedla ke sterilit¢ mySich samct v asociaci

s nékterymi aberacemi motility [55].

1.4.1 Glykolytické enzymy

Na bic¢iku spermie velmi dobie funguje propojeni energetickych drah. Pfi glykolyze
se glukosa odbourava na pyruvat a vznikaji 2 molekuly ATP. Pyruvat je pak transportovan
do mitochondrii, oxidovan vzdu$nym kyslikem za vzniku oxidu uhli¢itého a vody. Z kazdé
molekuly glukosy jesté dale vznika 30 molekul ATP. Glykolyza je nutna pro velkou
produkci energie vyZadovanou pro pohyb bi¢iku, proto se na bi¢iku nachazi velké
mnozstvi v§ech glykolytickych enzymi [56].

Bylo dokazano, ze nékteré glykolytické enzymy jsou asociovany s mikrotubuly [56, 57,
58, 59, 60]. Byla objasnéna také vazebna mista glykolytickych enzymii na mikrotubulech.
Karboxy-terminalni konec tubulinu na povrchu mikrotubulii ma velky zaporny naboj [61].
VétsSina glykolytickych enzymi ma izoelektricky bod vys§i nez 8,0 [aldolasa,
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa, hexokinasa, pyruvétkinasa] a pfi fyziologickém pH
tedy maji kladny naboj, takZe mohou reagovat se zapornym nabojem na karboxy-
terminalnim konci tubulinu iontovou silou [59, 62]. Enzym 1-fosfofruktokinasa, podobné
jako enolasa 1, je pfimo asociovan s télem mikrotubulu [59, 63].

U nékterych glykolytickych enzymi bylo zji$téno, Ze vazba na mikrotubulus ¢éastecné
redukuje jejich aktivitu a tim mize dochazet k regulaci glykolyzy [64]. Tyk4 se to
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy [56], aldolasy [62, 65] a 1-fosfofruktokinasy [66].
Pro dva glykolytické enzymy, jejichZ izoformy jsou specifické pouze pro spermii slouZzi
jako leSeni fibrilarni pochva spermie. Jedna se o glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu
(GAPDH-S) a hexokinasu 1 (HK1-S). Enzym GAPDH-S ma 71 % homologii s GAPDH
ostatnich somatickych bunék a nachazi se jiz ve stadiu spermatid [67]. Oba enzymy jsou
pevné vazané na nerozpustnou strukturu fibrilarni pochvy a =zistavaji na biciku

1 po ptsobeni Tritonu X-100 [68].
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1411 Enolasa 1

Enolasa 1 (EC 4.2.1.11) je glykolyticky enzym pfitomny na spermii, ktery pfi
glykolytickém S§tépeni katalyzuje pfeménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat.
V eukaryotickych burikdch existuji 3 izoformy tohoto enzymu — 1, 2 a 3 (a,b a g), které
jsou kédovany riznymi geny. Izoforma 1 (a) se vyskytuje ve vSech tkanich, izoforma 2 (b)
ve svalu a izoforma 3 (g) je specificka pro neurony [69].

Studie naznacuji, Ze enolasa 1 neni rozptylena v cytoplasmé, ale je vazana na strukturni
komponenty. Stejné jako nékteré ostatni glykolytické enzymy je ve spermii enolasa 1
asociovana s mikrotubuly, byla také nalezena v asociaci s centrosomy [64, 69, 70, 71].

Exprese a lokalizace izoforem enolasy byla studovdna béhem spermatogenese krysy.
Enolasa 1 byla lokalizovana pouze na bi¢iku zralych spermii. Na spermii nebyly nalezeny
formy 2 a 3. Ve varlatech krysy bylo nalezena pfitomnost izoformy 3. Studium asociace
enolasy s mikrotubuly ukazalo, Ze v peleté s izolovanymi mikrotubuly se nachazi i urcité
mnoZstvi enolazy. V pfitomnosti nadbytku ATP vSak bylo mnoZstvi enolasy sniZené. Toto
zjiSténi naznacuje, Ze se jednd pravdépodobné o kontrolu aktivity enolasy pomoci ATP.
Aktivita enolasy 1 byla velmi mald nebo Zadnd v primarnich spermatocytech
a spermatidach, nejvétsi mira aktivity byla nalezena ve zralych epididymalnich spermiich
[72].

Na lidskych spermiich byla méfena aktivita celkové enolasy a jejich jednotlivych forem.
Pro tuto studii byly pouZity spermie s normalnimi a abnormalnimi parametry podle kritérii
WHO. Celkova enolasova aktivita byla naméfena vys§i u abnormalnich spermiich, zde
bylo také naméfeno vétsi mnoZstvi enolasy 1. Po oddéleni spermii obsahujicich residudlni
cytoplasmu (Percollovy gradient) byla aktivita enolasy 1 srovnatelnd s aktivitou
normalnich spermii. Enolasa 1 je tedy pravdépodobné ptfitomna v residualni cytoplasmé
a jeji zvySena aktivita mize byt markerem nezralosti spermii [73], podobn¢ jako aktivita
nékterych dalsich glykolytickych enzymi, napf. glukosa-6-fosfat dehydrogenasy
nebo laktatdehydrogenasy [74, 75].

Vedle enolasy 1 byla na spermiich detekovana dal§i forma — enolasa S, izoforma
specificka pouze pro spermie [76]. V testikularnich, epididymaélnich a ejakulovanych
lidskych spermiich byly nalezeny 3 izoformy enolasy S (S1, S2 a S3) liSici
se v molekulové hmotnosti. V testikularnich spermiich byla nalezena izoforma S1 a S3,

v epididymalnich a ejakulovanych spermiich pouze izoforma S2, coZ miZe znamenat,
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Ze béhem maturace dochézi k modifikaci S1 a S3 izoformy na izoformu S2. Izoforma S2

tak mutiZe slouzit jako marker pro epididymalni maturaci [77].

1.5 DEMEMBRANIZACE A REAKTIVACE SAVCICH SPERMII

Metoda demebranizace a reaktivace je vhodna pro studium molekuldarnich mechanismt
a struktur bi¢iku zapojenych do motility spermii. Piisobenim detergentu (Triton X-100)
je odstranéna plasmatickd membrana spermie, dusledkem je ztrata motility spermie.
Nasleduje reaktivace pohybu ptidavkem ATP. Model demembranizovanych spermii
poskytuje mozZnost pfimého plsobeni riznych iontd a substrati na axonemu, aniz
by musely prochazet cytoplasmatickou membranou bi¢iku. Uginek téchto iontd a substratd
muze byt sledovan okamZzitg.

Demembranizované a reaktivované spermie byly pouzity napf. pro studium
hyperaktivace by&ich spermii, pii které bylo zjidténo, Ze Ca’* ionty v koncentraci
50-400 nM a zvySené mnozstvi ATP spousti jejich hyperaktivaci (narozdil od cAMP, jehoZz
vliv nebyl pozorovdn). Spermie byly demembranizovany roztokem obsahujicim
0,2 % Triton X-100. Z Obr. 1.7 je patrny rozdil mezi intaktnimi a demembranizovanymi
spermiemi [78].

Vjinych studiich byly demembranizované myS$i spermie pouzity k pozorovani
strukturnich komponent zapojenych v aktivaci axonemy. Po demembranizaci a reaktivaci
byla k suspenzi spermii pfidavana redukéni ¢inidla DTT nebo 2-merkapthoethanol a bylo
pozorovano vyhfeznuti mikrotubulli zptisobené degradaci disulfidickych mustka [79].

Pfidavek protedz k demembranizovanym savéim spermiim, napf. trypsinu [80] nebo
elastaz [23, 81] zpisobil také vyhfeznuti mikrotubulii v dusledku degradace pti¢nych
spojek.
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Obr. 1.7. Elektronmikroskopické snimky by¢ich intaktni a demembranizovanych
spermii

Podélny prifez mitochondridlni ¢asti by¢i spermie intaktni (A) a demembranizované (B). Pti¢ny prifez
mitochondridlni ¢asti bi¢iku by¢i spermie intaktni (C) a demembranizované (D) [pfevzato z 78].

1.6 MONOKLONALNI PROTILATKY

Monoklonalni protilatky jsou dobrym nastrojem k charakterizaci vybranych proteint.
Mohou slouzit jako morfologické, biochemické a fyziologické proby.

Monoklonalni protilatky mohou byt pouzity k charakterizaci neznamého proteinu
(biologicka a biochemicka charakterizace) a zjisténi jeho pravdépodobné funkce v burice.
Napftiklad u spermii mohou monoklonalni protilatky napomoci odhaleni vazebné funkce
cilového proteinu na zona pellucida vajicka. Pokud se jedna o vazebny protein, navazana
protilatka tuto funkci blokuje [4, 82].

Monoklonalni protilatky pfipravené proti intra-akrosomalnim proteinim se vyuZivaji pro
hodnoceni stavu akrosomu, jsou tedy dobrymi biomarkery pro testovani poskozeni spermii
[83, 84, 85 ] a maji Siroké pouziti v centrech asistované reprodukce. Protilatky mohou byt

téz pouzity v experimentech, kde je patologicky stav navozen (napf. podavanim
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endokrinnich disruptor)) a jejich prostfednictvim je moZné testovat miru poskozeni

spermii [86, 87, 88].

1.7 CIL PRACE

Cilem ptedloZené prace bylo zavedeni metody demembranizace a reaktivace sav¢ich
spermii jako nastroje pro studium motility, kterd je nezbytnym piedpokladem uspésného
oplozeni. Metoda by nejen umoznila podrobné studium proteini a molekul, které jsou pro
tento d€j nezbytné, ale mohla by napomoci vysvétlit napt. ztratu motility u patologickych
spermii.

Dal$im cilem prace byla detekce vybranych proteinti savéich spermii pomoci
ptipravenych monoklondlnich protilatek na intaktnich a demembranizovanych spermiich,
poskytujici novou moznost studia jejich lokalizace.

Poslednim cilem bylo vyuziti nové monoklonalni protilatky Hs-23 k charakterizaci
odpovidajiciho detekovaného proteinu na normalnich kancich spermiich. a ejakulovanych

lidskych spermiich s normélnim spermiogramem.
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2.

2.1

MATERIAL A METODY

CHEMIKALIE

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfat hydrat (CHAPS)

Aceton
Adenosindifosfat (ADP)
Adenosintrifosfat (ATP)

Agarosa

Akrylamid

Bromfenolova modi (BFB)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat)
Dithiothreitol (DTT)
Dodecylsiran sodny (SDS)

Dusi¢nan stiibrny

Ethanol

Fetalni teleci sérum (FCS)
Formaldehyd
Fruktosa-6-fosfat

Fruktosa-1,6-bisfosfat
Glukosa
Glukosa-6-fosfat

Glutamat draselny

GaM-Px

Glycin

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hydroxid sodny

Hydrogenuhli¢itan sodny
Chlorid draselny
Chlorid sodny

20

Sigma, USA
Lachema,CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema,CR
Fluka, Némecko
Lachema, CR
Serva, Némecko
Lachema, CR
Serva, Némecko
Sigma, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Sevapharma, CR
Lachema, CR
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Lachema, CR
Serva, Némecko
Sigma, USA
Bio-rad, USA
Lachema, CR
Serva, Némecko
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR



Chlorid vapenaty Sigma, USA

IPG pufr GE Healthcare, USA
Jodacetamid Sigma, USA
Kyselina bicinchoninova (BCA) Fluka, Némecko
Kyselina ethylendiamin-tetraoctova (EDTA) Lachema, CR
Kyselina chlorovodikova Lachema, CR

Kyselina N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N’-2-etansulfonova (HEPES)

Serva, Némecko

Kyselina octova Lachema, CR
Kyselina sirova Lachema, CR
Merkapthoethanol Serva, Némecko
Methanol Lachema, CR
N,N’- methylen-bisakrylamid (BIS) Serva, Némecko
N,N,N’,N’-tetramethylenethylendiamin (TEMED) Serva, Némecko
Tris (hydroxymethyl) aminomethan (TRIS) Serva, Némecko
Percoll Sigma, USA

Peroxid vodiku

Lachema, CR

Persulfat amonny (APS) Serva, Némecko
Pyruvat sodny Serva, Némecko
RPMI 1640 Sigma, CR
Sacharosa Lachema, CR

Siran amonny
Siran hotfe¢naty (heptahydrat)

Siran méd’naty

Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR

SWaM-Px Sigma, USA
SWaM-FITC Sigma, USA
Thiosiran sodny Lachema, CR
Triton X-100 Sigma, USA
Tween 20 Sigma, USA

Uhli¢itan vapenaty
Urea

Ustalovaci roztok

Lachema, CR
Serva, Némecko

Sigma, USA

Vectashield H-1000 s DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindol dilaktat)



Vector Laboratories, USA
Vyvijeci roztok Sigma, USA
Vinan sodny Lachema, CR
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2.2 BIOLOGICKY MATERIAL

Ejakulované lidské spermie byly ziskany ze Sexuologického tstavu, Praha. Poskytnuti
ejakulovanych spermii bylo provedeno na zakladé pisemného souhlasu pacientd, dalsi
testovani vzorkld bylo anonymni. Hodnoceni lidskych ejakulatti bylo provedeno ve shodé
se standardy Svétové zdravotnické organizace (WHO, 1999). K pokusu byly pouzity
ejakulované lidské spermie s normélnim spermiogramem.

Kan¢i spermie byly ziskdny zinseminaéni stanice Klimétice, k pokusu byly pouzity
spermie dobré kvality (motilni, bez morfologickych defekti).

Buiiky JAR (cytotrofoblastova linie) byly ziskany z Ustavu péée o matku a dité v Podoli,
Praha.

2.3 MONOKLONALNI PROTILATKY

V pokusech byly pouzity monoklonalni protilatky pfipravené na Oddéleni biologie a
biochemie fertilitace (nyni Laboratof diagnostiky pro reprodukéni medicinu) Ustavu
molekularni genetiky AV CR, v.v.i., Praha. Jednalo se o protilatky pfipravené proti
proteinim lidskych spermii, a to protilatka Hs-8 [9] a Hs-14 [84, 85, 89] proti intra-
akrosomalnim proteinim a protilatka Hs-23 proti doposud neidentifikovanému proteinu
lidskych spermii. Dale byla pouzita monoklonalni protilitka ACR.2 proti kan¢imu

akrosinu [83, 90].

23



24 METODY

2.4.1 Zpracovani spermii
2.4.1.1  Promyvdni spermii

Ejakulované spermie (lidské, kanci) byly centrifugovany (200g; 15 — 20 min; RT),
aby byly odd€leny od semenné plasmy. Semenna plasma (supernatant) byla odebrana
adale zpracovéna (viz. 2.4.2). Peleta se spermiemi byla 3 x promyta v PBS (200g;
15-20 min; RT; Tab. 2.1) a nakonec resuspendovdna ve zndmém objemu PBS
(0,5 - 5 ml).

Koncentrace spermii byla nasledn¢ stanovena pocitdnim v Maklerové komurce (plocha
&tverce - 0,01 mm’, hloubka - 10 pm). Opakovang bylo spogitano mnozstvi spermii v 10-ti
&tvereScich miizky a uréen pramér, jehoZ hodnota vyjadiovala poget bungk x 10° v 1 ml
objemu suspenze. Ta byla nasledné nafedéna na koncentraci vhodnou na roztéry

(5x 10’ spermii/ml).

Tab.2.1. Slozeni PBS (pH 7,4).

Sloik; l Mnozstvi !doglnéno do2l deo!

Chlorid sodny 17,54 g
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat) 552¢g

2.4.1.2  Promyvadni spermii pres Percollovy gradient

Pro selekci kvalitnich spermii bylo pouZzito promyvani pies temperovany Percollovy
gradient (80% - 70% - 55% - 40%; 37°C; Tab. 2.2). Ejakulované kanc¢i spermie byly
centrifugaci oddéleny od semenné plasmy (200g; 15 — 20 min; RT) a 3 x promyty v TBS
(130 mM chlorid sodny; 20mM TRIS; pH 7,4). Suspenze promytych spermii v TBS byla
opatrné navrstvena na Percollovy gradient a centrifugovana (200g; 1 h; RT). Po ukonéeni
centrifugace byly odstranény spermie, které neproSly do 80% Percollu, tzn. byly

odstranény 70%, 55%, 40% Percollové vrstvy se spermiemi. Spermie z 80% Percollu byly
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2 x promyty v TBM (200g; 15 — 20 min; RT; Tab. 2.3). Peleta byla resuspendovana
ve znamém objemu a v Maklerové komiurce byla uréena koncentrace spermii. Spermie

byly nafedény na koncentraci vhodnou na roztéry (5 x 107 spermii/ml).

Tab. 2.2. SloZeni Percollového gradientu.

Percoll Pridavek Percollu Pridavek TBM
ysledna konc. (%) (ml) %o (ml)
90 16,20 100 1,80*
80 8,88 90 1,20
70 3,88 90 1,20
55 3,06 90 1,94
40 2,50 80 2,50

* Pozn. K pfipravé 90% Percollu byl pouZit 10x koncentrovany roztok TBM, k pfipravé ostatnich
koncentraci Percollu byl pouzit 1x koncentrovany roztok TBM.

Tab. 2.3. Slozeni TBM pufru (pH 7,7).

Slozk Mnozstvi (mM
Chlorid sodny 113,1
Chlorid draselny 3,0
Chlorid vapenaty 10,0
TRIS 20,0
glukosa 11,0
pyruvat 5,0

2.4.2 Zpracovani semenné plasmy

Semenna plasma ziskana odebranim supernatantu z centrifugovaného ejakulatu lidskych
spermii (200g; 15 — 20 min; RT) byla dale postupné centrifugovana (3 x 200g; 400g; 900g;
10 min; RT), dokud nebyla zcela odstranéna peleta se spermiemi. Takto zpracovana
semenna plasma byla poté uschovana do druhého dne pii 4°C, druhy den byla opét

centrifugovana (23 100g; 10 min; 4°C) a nasledné zamraZena (-20°C).
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2.4.3 Extrakce spermii

Spermie byly promyty (viz. 2.4.1.1). Suspenze byla rozdé€lena do alikvotd se znamym
mnozstvim spermii podle planované extrakce. Dale byly alikvoty spermii centrifugovany
(400g; 10 min; RT). Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana
ve vychlazeném PBS a opét centrifugovana (23 100g; 1 min; 4°C). Po pfeneseni na led byl
supernatant odstranén a k peletdm byl ptidan ptislu$ny extrakéni pufr v takovém mnozstvi,

aby koneéna koncentrace byla 100 x 10° spermii/100 pl extrakéniho pufru.
2.43.1 SDS extrakce

SDS extrakce byla provedena 2 x koncentrovanym vzorkovym SDS pufrem (10 ml
glycerol; 20 ml 10% SDS; 8 ml 1M TRIS-HCI; pH 6.,8; 2,5 mg bromfenolova modi;
dH,0 do 50 ml). Peleta spermii byla resuspendovana v pfislu§ném mnozstvi extrakéniho
pufru (100 pl/100 x 10° spermii) a suspenze byla kratce povafena (3 min), nasledné
zchlazena na ledu a centrifugovana (23 100g; 5 min; 4°C). Extrakt byl odebran,

opakovang centrifugovan (23 100g; 5 min; 4°C) a zamrazen v -70°C.
2.4.3.2 Tritonova extrakce

K peleté spermii byl pfidan roztok 1% Triton X - 100 v PBS v pfislusném mnozZstvi
(100 pul/100 x 10° spermii). Peleta byla resuspendovana a ponechdna 1h pii laboratorni
teploté¢ a obCasném tiepani na rotaéni tfepacce. Poté byl vzorek centrifugovan (23 100g;
5 min; RT), odebrany supernatant (extrakt) byl opakované centrifugovéan (23 100g; 5 min;

RT) a zamrazZen v -70°C.
2.4.3.3 Ureova extrakce

Peleta spermii nebo JAR bun€¢k byla resuspendovana v extrakénim pufru
(9,5 M urea; 1% Triton X — 100; 100 ul/100 x 10 spermii; 400 ul/100 mg JAR bungk).
Suspenze byla ponechdna 1h pii laboratorni teplot€¢ a obcasném tifepani na rotacni
tfepacce, poté byla centrifugovana (23 100g; 5 min; RT). Odebrany extrakt byl opakované

centrifugovan (23 100g; 5 min; RT) a zamraZen v -70°C.
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2.4.4 Demembranizace a reaktivace kan¢ich spermii

Kan¢i spermie centrifugované pies Percollovy gradient byly demembranizovany
demembranizaénim roztokem (DR; Tab. 2.4). Suspenze spermii byla smichana s DR
vpoméru 1:1 a ke smési byl ihned pfidan reaktivaéni roztok (RR) v poméru 1:2
s pfidavkem jednotlivych reaktiva¢nich latek (Tab. 2.5). Suspenze byla ihned nanesena na

sklo a pozorovéana pod mikroskopem. Charakter pohybu byl hodnocen pti zvétSeni 200 x.

Tab. 2.4. Slozeni demembranizaé¢niho roztoku (DR; pH 7,4).

Slozka Mnozstvi (M)
HEPES 0,040
Sacharosa 0,200
Glutamat draselny 0,025
DTT 0,001
Triton X-100 0,023

Tab. 2.5. SloZeni reaktiva¢niho roztoku (RR; pH 7,4).

Slozka Mnozstvi
A
HEPES 0,040
Sacharosa 0,200
Glutamat draselny 0,025
DTT 0,001
Siran hore¢naty (heptahydrat) 0,002
EDTA 0,0005

Reaktivaéni slozka*

ATP
ADP
Glukosa-6-fosfat
Glukosa-1,6-bisfosfat
Fruktosa-1,6-bisfosfat
Pyruvat

* Vysledné koncentrace reaktiva¢nich slozek jsou uvedeny ve vysledcich (viz. 3.1.2.1, 3.1.2.2,, 3.1.2.3)
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2.4.5 Priprava preparatu pro nepfimou imunoflourescenci
2.4.5.1  Priprava spermii

Pro imunoflurescenci byly zhotoveny preparaty spermii (intaktnich nebo
demembranizovanych) na podloZznim skle tak, Ze 10 pl suspenze promytych spermii bylo
roztaZzeno po podloZnim skle a po zaschnuti (RT) byla skla uchovana pii 4°C.
2.4.5.2  Priprava JAR bunék

Kultivace JAR buné€k probihala na krycich sklech v Petriho misce v RPMI médiu
(SEVAC, as., CR) s 10% FCS. Po kultivaci (24 h; 37°C; 5% CO,; 95% vlhkost) byly
buriky oplachnuty v PBS a fixovany.
2.4.6 Typy fixace preparatu na skle

2.4.6.1  Acetonovd fixace

Spermie (intaktni nebo demembranizované) byly inkubovény v acetonu (10 min; RT), po

zaschnuti (30 min; RT) byl preparat oplachnut PBS.
2.4.6.2  Formaldehydova fixace
Spermie (intaktni nebo demembranizované) nebo JAR buiky byly fixovény

v 3,6% formaldehydu (30 min; RT). Fixované preparaty byly po zaschnuti (30 min; RT)
oplachnuty v PBS.
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2.4.7 Neprima imunofluorescence s monoklonalnimi protilatkami

2.4.7.1 Imunofluorescence se spermiemi

Pted pouzitim byla skla s fixovanymi spermiemi (lidskymi, kan¢imi) oplachnuta PBS.
Poté bylo na skla naneseno 30 pl blokaéniho roztoku (1 h; 37°C). Po oplachnuti blokace
byla nanesena primdrni protilaitka (nefedény supernatant obsahujici specifické
imunoglobuliny). Inkubace (1h; 37°C) probihala ve vlhké komirce. Soucasné byla
provadéna negativni kontrola bez primarni protilatky, preparat byl inkubovan s nefedénym
supernatantem myelonovych bunek Sp 2/0. Po odmyti protilatky pomoci PBS byla na skla
nanesena sekundarni protilatka (SWaM-FITC; anti-IgM fedéna 1:128 v PBS; anti-IgG
fedéna 1:64 v PBS; 1 h; 37°C). Po inkubaci a promyti (PBS; dH,O) byl preparat zafixovan
ve Vectashieldu s DAPI.

Preparaty byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu (NIKON Labophot-2,
Japonsko) pii zvétSeni 400x a 1000x. K hodnoceni a ukladani obrazkd byla pouzita
CCD kamera (CCD-1300, VDS Vosskiihler GmbH, Némecko) a systém pro obrazovou
analyzu LUCIA (Laboratory Imaging, Ltd., CR).

2.4.7.2  Imunofluorescence s JAR bunkami

Skla s burikami byla hned po fixaci oplachnuta PBS a byla blokovana (1% BSA v PBS;
1 h; 37°C). Po blokaci byly preparaty promyvany v PBS (3 x 5 min) a byla nanesena
primarni protilatka Hs-23 nebo nefedény supernatant Sp 2/0 (1,5 h; 37°C). Po promyti
preparati v PBS (3 x 5 min) na né byla nanesena sekundarni protildtka (SWaM-FITC
anti-IgM; fedéno 1:128; 1 h, 37°C). Po inkubaci se sekundarni protilatkou byly preparaty
promyvany v PBS (3 x 5 min) a v dH,O (1 x 5 min), poté byly zafixovany ve Vectashieldu
s DAPI a skladovany pii 4°C.

2.4.8 Jednorozmérova elektroforéza (SDS PAGE)

Pro separaci proteini podle jejich molekulové hmotnosti byla provedena metoda

SDS PAGE. Byl pouzit 3% zaostiovaci gel a 12% separacni gel. K extraktim byl

29



vpoméru 1:1 pfidan 2 x koncentrovany vzorkovy SDS pufr (viz. 2.4.3.1) obsahyjici
5% merkapthoethanol. Vzorky byly kratce povafeny (3 min), centrifugovany (23 100g;
5min; 4°C) a naneseny na gel spoleéné¢ se srovnavacimi standardy molekulovych
hmotnosti (Wide molecular weight range, Sigma, USA; Precision Plus Protein Standard
Dual color, Bio-rad, USA).

Elektroforéza probihala v elektrodovém pufru (60,6 g TRIS; 288 g glycin; 20 g SDS;
dH,O do 2 1) za konstantniho proudu 16 mA/gel pfi napéti 80 — 200 V [91].

2.4.9 Dvourozmérova elektroforéza (2D — SDS PAGE)

Pro rozdéleni proteinti podle molekulové hmotnosti a hodnoty izoelektrického bodu byla
pouzita izoelektrickd fokusace v prvnim rozméru a SDS PAGE ve druhém, kolmém
rozmeéru.

Ureové extrakty spermii nebo semenné plasmy byly odsoleny na odsolovaci koloné
(Protein Desalting Spin Columns, Pierce, USA). Vzorky byly smichény s rehydrata¢nim
pufrem (Tab. 2.6) do celkového objemu 125 pl roztoku tak, aby celkova koncentrace
proteinu odpovidala 60 — 100 pg (na strip pH 3-10; 7 cm), resp. 150 pg (na strip pH 4-7;
7 cm). Stripy s linearnim pH gradientem v rozmezi 3-10, resp. 4-7 (Immobilon DryStrip,
GE Healthcare, USA) byly pasivné rehydratovany (ptfes noc; RT) se smési testovaného
vzorku srehydratanim pufrem v pfisluSném poméru. Béhem rehydratace byly stripy
ptevrstveny minerdlnim olejem (PlusOne, DryStrip cover fluid; GE Healthcare, USA),
aby nedochazelo k nezddoucimu odpatfovani vzorku. Izoelektrickd fokusace probihala
na pristroji Ettan [PGphor III (GE Healthcare, USA; max. 60 pA/strip; 25°C)
za postupného zvySovani napéti tak, aby bylo dosazeno doporucenych hodnot kVh
(pro stripy 3-10 doporu€ené rozmezi 5 - 6,5 kVh; pro stripy 4-7 doporucené rozmezi
6 - 8 kVh). Stripy byly po ukonéeni fokusace zamraZeny pii -20°C.

Pied SDS PAGE byly stripy inkubovany (15 min; RT) v ekvilibraénim pufru (50 mM
Tris — HCI pufr; pH 6,8; 6 M urea; 30% glycerol; 2% SDS) s ptidavkem DTT (50 mg
na S ml pufru) a poté v ekvilibratnim pufru (15 min; RT) s pfidavkem jodacetamidu

(100 mg na 5 ml pufru).
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Tab. 2.6. SloZeni rehydrata¢niho pufru.

Slozka ! Mnozstvi

Urea §M
CHAPS 2%
Roztok amfolytt (IPG pufr) 2%
Bromfenolova modf 0,5%
DTT 20 mM

2.4.10 Prenos proteini na membranu (Western blotting)

Gely byly po SDS PAGE ekvilibrovany v transferovém pufru (72 g glycin; 15 g Tris;
1 I methanol; dH,O do 51), pfiloZeny na PVDF membranu (Millipore, USA) a vloZeny
mezi chromatograficky papir (Whatmann 17 Chr; Whatmann, USA) navlhéeny
v transferovém pufru. Elektroforeticky pfenos proteind probihal v transferovém pufru

na systému LKB Transpher pii po¢ate¢nim proudu 0,5 mA/cm?® (2 h; RT) [92].

2.4.11 Imunodetekce proteini pomoci monoklonalnich protilatek

Membrany s pfenesenymi proteiny byly promyty v roztoku PBS s0,05% Tween 20
(PBS-Tw) a inkubovany v bloka¢nim pufru (PBS-Tw; 5% Zelatina) pro vyblokovani
nespecifickych vazebnych mist (pfes noc; 4°C). Po vyjmuti z bloka¢niho pufru byly
membrany opakované promyvany v PBS-Tw (5 x 5 min).

Nasledovala inkubace s precist€énou protilatkou Hs-23 (IgM; 100 x fedéna v PBS-Tw
s1% BSA; 0,16 mg/ml; 1h, RT). Soucasné¢ také probihala inkubace s kontrolni
protilatkou. Po ukonceni inkubace byly membrany promyty v PBS-Tw (5 x 5 min).

Poté probihala inkubace se sekundarni protilatkou GaM-Px (3000 x fedéna v PBS-Tw
s 0,5% BSA) a promyvani v PBS-Tw (5 x 5 min).

Detekce navéazanych protilatek byla provedena pouZitim kitu SuperSignal (SuperSignal
West Pico Chemiluminiscent Substrate; Pierce; USA) obsahujiciho substrat
pro peroxidazu. Chemiluminiscenéni signal byl vizualizovan na RTG filmech X/OMAT

LS (Eastman Kodak Company; USA).

31



2.4.12 Vizualizace proteini barvenim CBB R-250

Gel po elektroforéze byl ponofen na 1 h do roztoku barvy CBB R-250 (45% methanol;
10% kyselina octova; 0,08% Coomassie Brilliant Blue R-250) a poté odbarvovan
(35% ethanol; 10% kyselina octovd), dokud nedoSlo k odmyti pozadi a zviditelnéni
proteind. Gely byly uchovany v 1% roztoku kyseliny octové pii4°C nebo byly
ekvilibrovany v suSicim roztoku (5 ml glycerol; 40 ml ethanol; dH,O do 100 ml; 15 min)

a poté vysuSeny mezi dvéma vrstvami celofanu.

2.4.13 Vizualizace proteini stFibrem

Gel po elektroforéze byl stabilizovan ve fixaCnim roztoku (50 ml methanol;
12 ml kyselina octova; 50 pl 37% formaldehyd; dH,O do 100 ml; 1 h; RT). Nasledovalo
promyti v 50% ethanolu (3 x 20 min). Poté byl gel inkubovan 1 min v 0,02% roztoku
thiosiranu sodného a promyt vdH,O (2x20s). Nasledovalo barveni v roztoku
obsahuyjicim sttibro (0,2 g dusi¢nan stfibrny; 75 pl 37% formaldehyd; dH,O do 100ml;
30 min; RT) vtmavé uzaviené nadobé. Po promyti v dH,O (2 x20s) byly proteiny
vizualizovany ve vyvolavacim roztoku (1,2 g uhli¢itan sodny; 10 ul 37% formaldehyd;
1 mg thiosiran sodny; dH,O do 20 ml; 1 - 10 min; RT). Reakce byla zastavena promytim
v dH,0 (2 x 2 min; RT). Gely byly stabilizovany v ustalovacim roztoku (50 ml methanol;
12 ml kyselina octova; dH,O do 100 ml; 10 min; RT) a nasledné promyvany
v 50% methanolu (20 min). Inkubace probihaly pfi laboratorni teploté na tiepacce.

Gely byly uchovany v 1% roztoku kyseliny octové pii 4°C nebo byly ekvilibrovany
v suSicim roztoku (5 ml glycerol; 40 ml ethanol; dH,O do 100 ml; 15 min) a poté vysuSeny

mezi dvéma vrstvami celofanu.

2.4.14 Stanoveni koncentrace proteini BCA metodou
Koncentrace proteinii byla stanovena modifikovanou metodou podle Smithe [93]

zalozenou na fotometrickém meéfeni barevného komplexu, ktery vznikd reakei

bicinchoninové kyseliny (BCA) s kationty Cu’. Mnozstvi zredukovanych iontd Cu’
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je pfimo umérné koncentraci proteind, kterd odpovidd mnoZstvi vzniklého barevného
komplexu.

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny referen¢ni standardy o znamé
koncentraci BSA v PBS (0, 5, 10, 20, 30 pg BSA; 15 ul). Dale byla pfipravena tfi rizna
fedéni méfenych vzorka v PBS (10 x, 20 x, 30 x; 15 pl). K roztokGim standardi a vzorkd
bylo pfidano 300 pl smési roztoku A (26 mM BCA; 0,16 M monohydrat uhli¢itanu
vapenatého; 7 mM vinan sodny; 0,1 M hydroxid sodny; 0,11 M hydrogenuhli¢itan sodny;
pH 11,25) a roztoku B (16 mM siran méd’naty) smichanych v poméru 50:1. Po inkubaci
s touto smeési (30 min; 37°C) byly vzorky naneseny na 96 jamkovou desti¢ku v tripletech
po 100 pl. Absorbance byla méfena pii 570 nm na pfistroji Tecan Sunrise (Tecan; USA).
Z hodnot absorbance standardl byla sestrojena kalibracni kiivka, na jejimz zakladé byly

vypocitany hodnoty koncentrace proteinti jednotlivych vzorki.

2.4.15 Afinitni chromatografie na G-protein Sepharose

Monoklonalni protiladtka Hs-23 byla pfeciSttna na G-protein Sepharose (1 ml;
GE Healthcare, USA). Sloupec gelu byl promyt 50 ml PBS rychlosti 0,4 ml/min. Alikvot
protilatky Hs-23 o objemu 1 ml byl vysrazen 60% siranem amonnym, rozpustén v 1 ml
PBS a nanesen na promytou kolonu s rychlosti 0,2 ml/min. Po naneseni vzorku byl sloupec
promyvan PBS a po 20 min byly jimany jednotlivé frakce (objem cca 4 ml), u nichZ bylo
méfeno mnozstvi proteinu pfi vinové délce 280 nm. Po poklesu absorbance pod 0,05 byly
imunoglobuliny navazané na nosi¢ eluovany 0,1 M glycinem (pH 2,8) pfi pritokové
rychlosti 0,4 ml/min. Tyto frakce po eluci byly po 10 min jimany do zkumavek
s piidavkem 200 pl TRIS-HCl (1 M; pH 9). U frakci bylo opét stanoveno mnoZstvi
proteinu pfi 280 nm, eluce byla ukoncena pii poklesu absorbance pod 0,01. Frakce
obsahujici pfe¢isténou protilatku Hs-23 byla lyofilizovana (LYOVAC GT 2 E; Finn-aqua;
USA; 15h) a pak zamraZena (-20°C). Pro kontrolu byla provedena SDS PAGE

s 12% separacnim gelem.
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3. VYSLEDKY

3.1 DEMEMBRANIZACE A REAKTIVACE KANCIiCH SPERMII

Kanc¢i spermie byly promyty v TBS médiu a pak centrifugovany pies Percollovy

gradient pro selekci nejpohyblivéjsich spermii. Suspenze byla nafedéna na koncentraci

107 spermii/ml.

3.1.1 Demembranizace spermii

K suspenzi promytych spermii bylo pfiddvano rizné mnoZstvi demembranizaéniho
roztoku (DR; Tab. 2.4) tak, aby bylo dosazeno rdiznych vyslednych koncentraci
Tritonu X-100 (Tab. 3.1). Spermie byly ihned po pifidavku DR pozorovany
pod mikroskopem (zvétSeni 100x). U vSech vyslednych koncentraci Tritonu X-100
pouzitych v experimentech bylo pozorovano zastaveni pohybu spermii. Vzhledem k tomu,
Ze nasledna reaktivace méla u vSech testovanych DR stejny prubéh, byl dale pouzZivan
jen DR s nejvyssi koncentraci Tritonu X-100 (0,05%).

Byla optimalizovana také doba pisobeni DR na spermie. Suspenze byla vystavena
pusobeni DR po dobu 0, 1 a 5 min. Nésledna reaktivace pohybu byla pozorovéana v ¢ase
0, tzn. ihned po pfidani reaktivacniho roztoku (RR). Pomalejsi nastup reaktivace motility
asnizeni mnozstvi reaktivovanych spermii bylo pozorovano v ptipadech, kdy mezi
demembranizaci a reaktivaci probéhla ¢asové prodleva (1 min). Po del§sim piisobeni DR
(3-5 min) reaktivace spermii nenastala. Obdobny trend byl pozorovan i u nizSich

testovanych koncentraci Tritonu X-100.
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Tab. 3.1. Koncentrace Tritonu X-100 v demembraniza¢nim roztoku (DR).

Mnozstvi spermii

Pridané mnozstvi DR

Vysledna koncentrace

1 I Tritonu X-100 (%
30 30 0,050
30 90 0,025
30 270 0,010

3.1.2 Reaktivace spermii

3.1.2.1  Reaktivace pomoci ATP

Demebranizované spermie byly rozdéleny na dvé ¢asti, jedna skupina slouZzila
ke kontrole demembranizace a druhd byla pouzita k reaktivaci. K demembranizovanym
spermiim bylo pfiddvano rizné mnozZstvi reaktivaniho roztoku (RR; Tab. 2.5) s riznymi

vyslednymi koncentracemi ATP (Tab. 3.2). Reaktivace pohybu spermii byla pozorovana

pod mikroskopem (zvétseni 100x).

Béhem experimentu byla optimalizovdna koncentrace ATP. Pii vysledné koncentraci
ATP 1,33 mM doslo k nejrychlejsi reaktivaci (1-2 s po smichani suspenze s RR). Také
pocet pohyblivych spermii byl pii této koncentraci ATP nejvyssi. Ostatni koncentrace ATP

vedly k pomalejSimu néstupu reaktivace pohybu (5-10s) a ke sniZzenému mnoZstvi

pohyblivych spermii.

Tab. 3.2. Koncentrace ATP v reaktiva¢nim roztoku (RR).

Mnozstvi spermii

Pridané mnozstvi RR

Vysledné koncentrace ATP

1 1 mM
30 60 1,33
30 30 1,00
30 10 0,50

35




3.1.2.2  Reaktivace pomoci ADP

K suspenzi demembranizovanych spermii byl v poméru 1:2 pfidan RR s ptidavkem ADP

(Tab. 3.3). U zadné testované koncentrace ADP nebyla pozorovana reaktivace motility.

Tab. 3.3. Koncentrace ADP v reaktiva¢nim roztoku (RR).

MnoZzstvi spermii | Pridané mnoZstvi RR | Vysledné koncentrace ADP
1 1 mM
30 60 13,30
30 60 1,33
30 60 0,13

3.1.2.3  Reaktivace pomoci substrati glykolyzy

K suspenzi demembranizovanych kanéich spermii byl pfidan RR v poméru 1:2
s piidavkem vybranych substrati glykolyzy v riiznych koncentracich (Tab. 3.4). U Zadného
z testovanych substrati, nezavisle na jejich koncentraci, nebyl pozorovan efekt

na reaktivaci motility.

Tab. 3.4. Koncentrace substrati glykolyzy v RR.

Substrat VZsledné koncentrace !mMg I

Glukosa-6-fosfat 133 13,33 1,33 0,13 0,013
Glukosa-1,6-bisfosfat 133 13,33 1,33 0,13 0,013
Fruktosa-1,6-bisfosfat 133 13,33 1,33 0,13 0,013

Pyruvat 133 13,33 1,33 0,13 0,013
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32 NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE S MONOKLONALNIMI
PROTILATKAMI PROTI LIDSKYM A KANCiM PROTEINUM
NA KANCICH SPERMIiCH

Na preparaty skanéimi spermiemi byly pouzity dva typy fixaci (acetonova
a formaldehydova; viz. 2.4.6). Z divodu lepsiho znaceni protilatkami byly dale hodnoceny
preparaty po acetonové fixaci.

Pro ucely sledovani zmén probihajicich béhem demembranizace byly spermie vystaveny
pasobeni DR po dobu 20s. U vSech protilatek byl sledovan rozdil v lokalizaci znaceni
proteini v intaktnich a demembranizovanych spermiich. Ze souborii 200 bun¢k byla

spocitana procenta jejich znaceni (Tab. 3.5; Graf 3.1).
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3.2.1 Imunofluorescen¢ni znaceni intra-akrosomalniho proteinu pomoci
monoklonalni protilatky Hs-8

Protilatka Hs-8 znalila na intaktnich kancich spermiich akrosom (98%), slabé znaeni
bylo pozorovano také v oblasti hlavni ¢asti biCiku (31%,; Obr. 3.1.A).

U demembranizovanych spermii znaCila také akrosom (96,5%), ale slabéji
a neohranicené z diivodu odstranéni membran akrosomu (plasmaticka a vnéjsi akrosomalni
membrana). Znaceni v oblasti bi¢iku bylo velmi snizené (4%; Obr. 3.1.B). Vysledky jsou
shrnuty v Tab. 3.5 a Grafu 3.5.A.

Obr. 3.1. Imunofluorescenéni znaceni intaktnich (A) a demembranizovanych (B)
kandéich spermii pomoci protilitky Hs-8 (zvétSeni 400 x).
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3.2.2 Imunofluorescen¢ni znaceni intra-akrosomalniho proteinu pomoci
monoklonalni protilatky Hs-14

Protilatka Hs-14, podobné jako Hs-8, znacila na intaktnich kancich spermiich akrosom
(99 %), znaceni na bi€iku vSak nebylo pozorovano (Obr. 3.2.A).

Demembranizované spermie byly znaCeny podobné jako intaktni, ale procento
znaCenych spermii bylo niz8i (80,5%). Fluorescentni signal znafené oblasti
na demembranizovanych spermiich byl méné vyrazny (Obr. 3.2.B). Vysledky jsou shrnuty
v Tab. 3.5 a Grafu 3.1.B.

Obr. 3.2. Imunofluorescenéni znaleni intaktnich (A) a demembranizovanych (B)
kan¢ich spermii pomoci protilitky Hs-14 (zvétSeni 400 x).
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3.2.3 Imunofluorescenéni znaceni akrosinu pomoci monoklonilni protilitky ACR.2

Protilatka ACR.2 znacila akrosin v akrosomu intaktnich kancich spermii (Obr. 3.3.A).
Demembranizované spermie mély odlisné znaleni; protilitka ACR.2 znalila silné
molekuly volného akrosinu, které se vylily z akrosomu po odstranéni plasmatické a vnéjsi
akrosomalni membrany (Obr. 3.3.B).

Pocet znafenych spermii po demembranizaci (97,5%) se vyznamné nelisil od poctu
znaCenych intaktnich spermii (98,5%). ZnaCeni vSak neodpovida charakteru znaceni
u protilatek Hs-8 a Hs-14, nebot’ detekované proteiny jiz nejsou pfimou soucasti akrosomu.
Vysledky jsou shrnuty v Tab. 3.5 a Grafu 3.1.C.

Obr. 3.3. Imunofluorescen¢ni znafeni intaktnich (A) a demembranizovanych (B)
kancich spermii pomoci protilatky ACR.2 (zvétseni 400 x).
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3.2.4 Imunofluorescen¢ni znaceni pHs-23 pomoci monoklonalni protilatky Hs-23

Protein specificky rozpoznavany protilatkou Hs-23 (pHs-23) je lokalizovan na biéiku
kan€ich spermii. Intaktni spermie byly siln€ znagené v oblasti mitochondrialni ¢asti biciku,
slabéji pak v oblasti hlavni ¢asti biiku (Obr. 3.4.A). Znaena byla vétSina bunék (99%).

Demembranizované spermie byly znaCeny zejména na stfedni casti biciku,
v mitochondrialni oblasti se znafeni neobjevilo (Obr. 3.4.B). PoCet znaenych bunék
(98%) se vyznamné neliSil od poctu znacenych bunék intaktnich spermii. Vysledky jsou
shrnuty v Tab. 3.5 a Grafu 3.1.D.

\ B

Obr. 3.4. Imunofluorescen¢ni znaleni intaktnich (A) a demembranizovanych (B)
kan¢ich spermii pomoci protilitky Hs-23 (zvétSeni 1000 x).
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Tab. 3.5. Lokalizace proteini kan¢ich spermii a procento zna¢enych bunék v nepiimé
imunofluorescenci pomoci vybranych monoklonalnich protilatek (Hs-8, Hs-14, Hs-23

a ACR.2).

Protilatka

Lokalizace proteina P? cef
as) znacenych
bunék (%

Lokalizace proteini P? cef
(DS) znacenych
bunék

Hs-8 akrosom akrosom
bic¢ik 31,0 bi¢ik 4,0
Hs-14 akrosom 99,0 akrosom 80,5
Hs-23 bi¢ik (MP) 98,0 bic¢ik (MP) 0,0
bicik (PP) 98,0 bi¢ik (PP) 98,5
ACR.2 akrosom 98,5 znateni molekul 97,5

volného akrosinu

IS — intaktni spermie, DS — demembranizované spermie, MP — mitochondridlni &ast bi¢iku, PP — hlavni ¢ast

bi¢iku
Znaceni IS a DS protilatkou Hs-8 Znacdeni IS a DS protilatkou Hs-14
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Graf 3.1. Srovnani procenta intaktnich (IS) a demembranizovanych (DS) spermii
znadenych protilatkami Hs-14 (A), Hs-8 (B), Hs-23 (C) a ACR.2 (D).

* jiny charakter zna¢eni
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3.3 PRECISTENI MONOKLONALNIi PROTILATKY Hs-23
NA G-PROTEIN SEPHAROSE

K dalsi biochemické charakterizaci a k charakterizaci proteinu, ktery je protilatkou
specificky rozpoznavan, byla vybrdna Hs-23. Z divodu vazby protilatky na bicik byl
v dalsi praci predpokladan také mozny vztah proteinu zna¢eného Hs-23 k motilité spermii.

Monoklonalni protilatka Hs-23 byla pfecist€éna na G-protein Sepharose (viz. 2.4.15).
Pribéh afinitni chromatografie je znazornén na Grafu. 3.2. Frakce 2 obsahujici pfe¢i§ténou
protilatku byla dialyzovana po dobu 15 h proti roztoku PBS pii 4°C a byla stanovena jeji
koncentrace (0,16 mg/ml). Tato frakce obsahujici imunoglobuliny byla poté
elektroforeticky rozdélena (SDS PAGE), a to v neredukujicich i redukujicich podminkach
(Obr. 3.5). Imunoglobuliny jsou v redukujicich podminkach S$tépeny na fragment
o relativni molekulové vaze ptiblizné 50 000 (té¢zky fetézec) a fragment o relativni
molekulové vaze pfiblizné 25000 (lehky fetézec). Nerozstépeny imunoglobulin ma
relativni molekulovou vahu pfiblizn¢ 250 000. Takto precisténa protilatka byla dale

pouZivana pro imunodetekci.

Precisténi protilatky na G-proteinu T

014 ~_Frakee 1

0,12
0.1

0,08

0,06 | f- -

Absorbance (280 nm)

0,04 Frakce 2

0,02

A 4

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 [
¢. frakce ‘

U

Graf 3.2. Afinitni chromatografie monoklonalni protilitky Hs-23 na G-protein
Sepharose.
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250 kDa —

75 kDa—

50 kDa—

37 kDa—

25 kDa—

Obr. 3.5. SDS elektroforéza frakce2 afinitni chromatografie obsahujici
imunoglobuliny piecisténé monoklonalni protilatky Hs-23.

1- standard molekulovych hmotnosti (Dual color, Bio-rad), 2- frakce 2 v neredukujicim prostfedi, 3- frakce 2
v redukujicim prostfedi
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3.4 BIOLOGICKA A BIOCHEMICKA CHARAKTERIZACE
pHs-23

3.4.1 Imunofluorescencni znaceni pHs-23 na lidskych spermiich pomoci
monoklonalni protilitky Hs-23

Protilatka Hs-23 byla dale testovana na lidskych spermiich. ZkouSeny byly dva typy
fixace (acetonova a formaldehydova). Na zakladé lep§iho znaleni byly hodnoceny
preparaty po acetonové fixaci.

Znafeni na lidskych spermiich bylo shodné jako znaCeni na kancich intaktnich

spermiich, bi¢ik byl znaCen po celé délce, zejména pak v mitochondrialni oblasti (Obr. 3.5)

Obr. 3.5. Imunofluorescenéni znaéeni lidskych intaktnich spermii pomoci protilatky
Hs-23 (zvétSeni 1000 x).
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3.42  Imunofluorescen¢ni znaceni pHs-23 na JAR buiitkach pomoci monoklonalni
protilatky Hs-23

Protilatka Hs-23 byla pro kontrolu reaktivity s jinym typem bunék testovana také s JAR
buiikami. ZkouSeny byly dva typy fixace (acetonova a formaldehydova). Na zakladé
lepsiho znaceni byly hodnoceny preparaty po formaldehydové fixaci.

Na JAR burikach bylo nalezeno specifické znaceni (Obr. 3.6).

Obr. 3.6. Imunofluorescenéni znafeni JAR bunék pomoci protilitky Hs-23
(zvétseni 400 x).
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3.43  SDS elektroforéza a imunodetekce s protilatkou Hs-23

Byla provedena elektroforéza s ureovymi extrakty lidskych a kan&ich spermii a s lidskou
a kanci semennou plasmou (Obr. 3.7.A.). Vsechny vzorky byly v redukujicim prostiedi.
Po rozdéleni proteini prob&hla imunodetekce s protilatkou Hs-23 (Obr. 3.7.B). Specificky
znaCena oblast (piiblizné 50 kDa) se objevila na extraktu lidskych a kan€ich spermii

a na lidské semenné plasmé.

75 kDa —

50 kDa —

37kDa —

25kDa —

20kDa —

Obr. 3.7. SDS elektroforéza (A) a imunodetekce (B) s protilitkou Hs-23 extrakti

lidskych a kandich spermii a lidské a kani semenné plasmy (Fedéni 100 x).
1 - ureovy extrakt kan¢ich spermii, 2 - kan¢i semenna plasma, 3 - lidskd semenna plasma, 4 - ureovy extrakt
lidskych spermii
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3.44  Dvourozmérova elektroforéza (2D-SDS PAGE) a imunodetekce
s protilatkou Hs-23 na ureovém extraktu lidskych spermii

Pro charakterizaci proteinu Hs-23 byla provedena dvourozmeérova elektroforéza
sureovymi extrakty lidskych spermii. Po izoelektrické fokusaci v prvnim rozméru
na stripech o délce 7 cm a pH rozmezi 4-7 a 3-10 byl vzorek rozdélen ve druhém rozmeéru
na SDS elektroforéze (Obr. 3.8). Nasledoval pfenos na membranu a imunodetekce
s protilatkou Hs-23.

Po vyhodnoceni znaceni byl pro charakterizaci metodou MALDI — TOF vybran protein
specificky detekovany v oblasti 50 kDa a pl pfiblizné 7 (Obr. 3.9, znazornéno Sipkou).

MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization) hmotnostni spektra (MS) byla
meéfena za pouZiti Bruker BIFLEX spektrometru (Bruken-Franzen, Bremen, Germany)
s detektorem TOF (time-of-light). Méfeni bylo provadéno na Mikrobiologickém ustavu
AV CR, Praha ve spolupraci s RNDr. M. Sulcem. Vysledkem méfeni bylo uréeni
detekovaného proteinu jako enolasy 1 (47, 49 kDa; pl 7,0; Ptiloha 1).
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50 kDa

Obr. 3.8. 2D-elektroforéza ureového extraktu lidskych spermii, pH 3-10 (membrana

barvena CBB R-250).
§ipka - protein vybrany pro charakterizaci MALDI-TOF, 1 - ureovy extrakt lidskych spermii

50 kDa

Obr. 3.9. Imunodetekce s protilaitkou Hs-23 (100 x Fedénd) na 2D-elektroforéze

ureového extraktu lidské spermii.

§ipka - protein vybrany pro charakterizaci MALDI-TOF, 1 - ureovy extrakt lidskych spermii

U ostatnich znalenych proteinti se jedna o nespecifickou reakci protilatky pozorovanou i na negativni
kontrole.
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345 Dvourozmérova elektroforéza a imunodetekce s protilitkou Hs-23
na ureovém extraktu kané¢ich spermii

Biochemicka charakterizace proteinu Hs-23 (enolasy 1) byla také provedena za pouZiti
dvourozmérové elektroforézy na ureovém extraktu kancich spermii. Izoelektricka fokusace
probéhla na stripech o délce 7 cm spH rozmezim 4-7. Poté byla provedena SDS
elektroforéza v druhém rozméru (Obr. 3.10), pfenos proteint na membranu
a imunodetekce s protilatkou Hs-23.

Vysledkem imunodetekce byl protein znaCeny specificky v oblasti 50 kDa a s pl

ptiblizné 5,5 (Obr. 3.11, znazornén Sipkou).
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50 kDa o‘w

Obr. 3.10. 2D-elektroforéza ureového extraktu kanéich spermii, pH 3-10 (membrina

barvena CBB R-250).
§ipka - protein znateny protildtkou Hs-23, 1 - ureovy extrakt kancich spermii

50 kDa

Obr. 3.11. Imunodetekce s protilaitkou Hs-23 (100 x Fedénd) na 2D-elektroforéze
ureového extraktu kan¢ich spermii.

Sipka - protein znaleny protilatkou Hs-23, 1 - ureovy extrakt lidskych spermii

U ostatnich zna¢enych proteini se jedna o nespecifickou reakci protilatky pozorovanou i na negativni
kontrole.
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3.4.6 Dvourozmérova elektroforéza a imunodetekce s protilitkou Hs-23 na
ureovém extraktu JAR bunék

Pro detekci proteinu Hs-23 (enolasy 1) na jiném typu bunék byla provedena
dvourozmérova elektroforéza s ureovym extraktem JAR bunék. Izoelektricka fokusace
probéhla na stripech o délce 7 cm s pH rozmezim 4-7. Po SDS elektroforéze v druhém
rozméru (Obr. 3.12) a pfenosu proteinti na membranu prob&hla imunodetekce s protilatkou
Hs-23.

Specificky byl znaCen protein v oblasti 50 kDa, hodnota pl byla ptiblizn¢ 5 (Obr. 3.13,

znazornéno Sipkou).
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50 kDa

-5,

Obr. 3.12. 2D-elektroforéza s ureovym extraktem JAR bunék, pH 4-7 (membrana
barvena CBB R-250).

Sipka - protein znaceny protilatkou Hs-23, 1 - standard molekulovych hmotnosti (Dual color, Bio-
rad)

Obr. 3.13. Imunodetekce s Hs-23 (100 x fedénd) na 2D-elektroforéze ureového

extraktu JAR bunék.

Sipka - protein znateny protilatkou Hs-23

U ostatnich zna¢enych proteinii se jednd o nespecifickou reakci protildtky pozorovanou i na negativni
kontrole.
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4. DISKUSE

4.1 DEMEMBRANIZACE A REAKTIVACE MOTILITY

Demembranizované spermie piedstavuji vhodny model pro studium pohybovych
komponent bi¢iku. Po pfidavku riznych substratd, které plisobi piimo na axonemu, lze
okamzit€¢ pozorovat jejich vliv na iniciaci nebo hyperaktivaci motility. Metoda byla

popsana napf. na byc¢ich [94], kieccich [95], rybich [10], beranich [96] a jinych spermiich.

Spermie byly pfed demembranizaci promyty, aby doSlo k odstranéni semenné plasmy.
Bylo popséno, Ze semenna plasma kancich spermii obsahuje faktory inhibujici reaktivaci
motility, stejn€ jako krali¢i a lidskda semenna plasma [97, 98]. U beranich spermii nebyly
zjiStény inhibitory reaktivace motility [96].

Pfi zavadéni metody demembranizace bylo nezbytné otestovat a optimalizovat sloZeni
demembraniza¢niho roztoku (DR) a dobu jeho ptsobeni na buriky.

Ukézalo se, Ze konkrétni koncentrace Tritonu X-100 neni determinujici pro prib¢h
demembranizace kancich spermii. VSechny nami testované koncentrace (Tab. 3.1) byly
dostate¢né pro demembranizaci a zarovenn umozZnily naslednou reaktivaci. Toto zji§téni
je v souladu s vysledky experimentt s beranimi spermiemi [96]. Na kiec¢ich spermiich byl
krom¢ toho popsan inhibi¢ni efekt vysoké koncentrace Tritonu X-100 (> 0,05%)
na reaktivaci motility [95].

Byla optimalizovana doba plisobeni DR na kanc¢i spermie. Po pfidavku DR k suspenzi
spermii byl pozorovan okamzity inhibi¢ni vliv Tritonu X-100 na jejich motilitu. Tento
detergent zpasobuje uvolfiovani riznych povrchovych proteinti, degradaci plasmatické
membrany a tim ztratu endogenniho ATP, coZ je primarni divod ztraty motility spermii.
K nésledné reaktivaci nedoslo pokud byly spermie vystaveny pisobeni DR dobu delsi nez
3 — 5 min.

Demembranizované spermie jsou velmi citlivé na bé€Znou manipulaci, proto nebylo
mozné DR od spermii odmyt. Reaktiva¢ni roztok (RR) byl tedy ptidavan ke spermiim bez
ptedchoziho odstranéni DR. Z divodu stalého pusobeni Tritonu X-100 nebyly spermie

schopné opakované reaktivace. Detergent Triton X-100 pusobici delsi dobu
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pravdépodobné degraduje vnitini cytoskeletalni struktury a zptisobuje takova poskozeni
axonemy, kterd nejsou slucitelnd se schopnosti pohybu [98]. Odstranéni DR by
pravdépodobné vedlo k prodlouZeni doby, po kterou jsou spermie schopné i opakované
reaktivace.

Kromé koncentrace DM a doby jeho plsobeni bylo tieba optimalizovat koncentrace
dalsich latek nezbytnych k reaktivaci.

Po rychlém piidani RR k demembranizovanym spermiim doSlo k reaktivaci pohybu,
ktera trvala pfiblizn€ 5 - 10 min. Nejlepsi vysledek reaktivace nastal pfi koncentraci ATP
1,33 mM. Pomalejsi nastup motility a niZ§i pocet motilnich spermii byl pozorovan po
reaktivaci sniz§imi koncentracemi ATP. V experimentu s beranimi spermiemi bylo
popsano potlaceni reaktivace pfi koncentracich ATP nizSich nez 0,1 mM [96], coz je
v souladu s nas$imi vysledky. Opaény trend nastal pfi koncentracich ATP vy3Sich nez
1 mM, kdy doslo také k potlaceni reaktivace beranich spermii [96]. Pfi¢inou riznych
pozadavkd na mnozstvi ATP potfebné k reaktivaci motility mohou byt mezidruhové
rozdily ve stavbé a metabolismu spermii.

Bylo dokézano, Ze ptidavek cAMP do RR zpusobuje lepsi pohyblivost by¢ich spermii
[94], narozdil od beranich spermii, jejichZ motilita byla dostate¢na i bez pfitomnosti cAMP
[96] V naSem pokuse probihala reaktivace demebranizovanych kanéich spermii
v nepfitomnosti cAMP, motilita takto reaktivovanych spermii byla srovnatelnd s motilitou
intaktnich spermii, proto nebyl diivod ménit reakéni podminky.

Bylo také popséano, Ze v  RR musi byt zachovan pomér [Mg2+] :[ATP] (1 : 1). V piipadé
nadbytku Mg”* nebo ATP dochazelo k inhibici ATPasové aktivity [96]. V souladu s témito
vysledky byla v naSem experimentu provadéna reaktivace motility kancich spermii s RR
obsahujicim stejny pomér koncentraci Mg”* a ATP (1,33 mM).

Misto ATP byly v RR testovany i dalsi energetické substraty. Ke kanim spermiim byl
ihned po demembranizaci pfidavan RR s pfidavkem rtiznych meziprodukti glykolyzy nebo
ADP o riznych koncentracich. U Zadného uvedeného substratu nebyla pozorovana
reaktivace pohybu. Z vysledki tohoto experimentu lze usuzovat, Ze detergent Triton X-100
zfejmé zplsobuje poskozeni glykolytické drahy a pravdépodobné také dalSich drah

energetického metabolismu.
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41 NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE S MONOKLONALNIMI
PROTILATKAMI NA PREPARATECH S KANCiMI
SPERMIEMI

Pro hodnoceni kvality spermii se v praxi vyuZivaji rizné metody (morfologie, motilita,
imunologicka detekce vyuZivajici monoklondlni protilatky a jiné). Monoklonalni protilatky
jsou specifickym ndstrojem pro studium ulohy danych proteini béhem procesu fertilizace.
Jednoduchou detekei vybraného antigenu umoziuje tato metoda zjistit fyziologicky stav
bunék a funkci vybraného antigenu v burice napt. béhem kapacitace nebo akrosomalni
reakce. Monoklonélni protilatky proti intra-akrosomélnim proteinim mohou byt pouzity
pro studium stavu akrosomu napf. b€hem kapacitace a akrosomalni reakce [83, 90], jsou

také vhodnym nastrojem k testovani kvality spermii [84, 85].

Vzhledem ke znamé lokalizaci vybranych proteinli na intaktnich spermiich bylo cilem
otestovat pfipadné zmeény v lokalizaci po demembranizaci. Pro nepfimou
imunofluorescenci byla pouzita protilatka proti kan¢imu akrosinu ACR.2 a dale protilatky
ptipravené proti proteinim lidskych spermii (Hs-8, Hs-14), které kiiZové reaguji také
s kan¢imi spermiemi.

Protilatka ACR.2 detekuje volnou formu akrosinu [90], ktera se muzZe z akrosomu
uvoliiovat akrosomalni reakce. Vazba protilitky ACR.2 na kan¢i spermie b&¢hem
koinkubace s prase¢imi vaji¢ky, tedy béhem akrosomalni reakce, inhibovala ve vazebném
in vitro testu vazbu spermie na vajicko. Toto zji$téni naznaluje, Ze akrosin je proteinem,
ktery se ucastni sekundarni vazby spermie na vajicko [4]. U kancich intaktnich spermii
znacila tato protilatka jasné akrosom (98,5%), ale na demembranizovanych spermiich
(97,5%) se charakter znaceni vyrazné liS§il. DR indukoval akrosomalni reakci, doslo
k uvolnéni akrosinu a byla znacena oblast v okoli hlavicky.

Protilatka Hs-8 rovnéz znaci protein uvnité akrosomu (aste¢né znaci i bi¢ik spermii).
Byly provedeny funkéni vazebné testy, (podobné jako s protilatkou proti akrosinu) a bylo
zjisténo, ze protilaitka Hs-8 inhibuje téz sekundarni vazbu spermie na vaji¢ko. Tento
experiment prokazal vazebnou ulohu tohoto proteinu v sekundarni vazb& na vajicko [4],
jeho uloha v bi¢iku je zatim neznama.

Protilatka Hs-8 znacila akrosom kancich spermii. Pocet znafenych bun€ék se po

permeabilizaci acetonem (98%) a demembranizaci (96,5%) vyznamné nelisil. Protein
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specificky znaeny protildtkou Hs-8 je tedy pravdépodobné vazan na vnitini akrosomalni
membranu.

Dalsi testovanou protiladtkou byla protilatka Hs-14. Tato protilatka byla pouZita
k hodnoceni stavu akrosomu savéich spermii pfed a po indukované akrosomalni reakci.
Protilatka Hs-14 znacila akrosomdlni oblast u lidskych spermii (78%); po indukované
akrosomalni reakci (ionofor A23187; 60 min) pocet znaCenych buné€k rapidné klesl (44%).
[84].

Pfi porovnani rozdilu ve znafeni kancich spermii intaktnich a spermii
demembranizovanych byl pozorovan podobny trend. Byl zaznamenan pokles v poctu
znacenych demembranizovanych spernii (80,5%) oproti poc¢tu intaktnich spermii (99%).
Tento trend je pravdépodobné zplisoben tim, Ze protein specificky znaceny protilatkou
Hs-14 mizZe byt vazany na akrosomalni membrany. MnoZstvi detekovaného proteinu ve
spermii po demembranizaci nejspi§ zavisi na dobé plisobeni DR apo delsi dobé
demembranizace muze dochazet k dalS$imu uvolfiovani proteini z vnitini akrosomélni

membrany a tim ke sniZovani po¢tu zna¢enych bunék.

Z vysledki je zfejmé, Ze lokalizace testovanych proteini (akrosin, pHs-8, pHs-14)
se na demembranizovanych spermiich muze liit. Akrosin je volné lokalizovéan v akrosomu
a po akrosomalni reakci indukované DR se vyléva z akrosomu, zatimco proteiny testované
protilatkami Hs-8, Hs-14 vykazovaly podobnou lokalizaci jako u intaktnich spermii

v disledku jejich pravdépodobného ukotveni na akrosomalni membran€.
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4.2 MONQKLONALNi PROTILATKA Hs-23; CHARAKTERIZACE
A JEJi VLIV NA MOTILITU SPERMIi

Protilatka Hs-23, byla pfipravena imunizaci myS$i lidskymi spermiemi. V prvnich
imunofluorescen¢nich testech byla detekovana pozitivni reakce na bi¢iku lidskych
a v kiizové reakci i na biCiku kanlich spermii. Proto charakterizace této protilatky
a pHs-23 pokracovala na obou modelech. VZdy se jednalo o spermie dobré kvality (kanci
spermie ur¢ené pro inseminaci, lidské spermie s normalnim spermiogramem).

Monoklonélni protilatka Hs-23 znacila specificky protein na bi¢iku kancich spermii.
Bic¢ik intaktnich spermii byl znacen po celé délce (98%), siln€j$i znaCeni bylo pozorovano
v mitochondrialni oblasti. Z tohoto divodu jsme predpokladali, Ze by pHs-23 mohl byt
zapojen do proces souvisejicich s motilitou. Imunofluorescence na intaktnich lidskych
burikach byla srovnatelna.

Po demembranizaci kan¢ich spermii se charakter znaceni pHs-23 zménil. Bi¢ik v hlavni
¢asti byl znacen silné&ji (97,5%), v mitochondrialni oblasti zna€eni naopak vymizelo.

Pro testovani kiiZzové reaktivity sjinym typem bun€k, byly vybrany burky
choriokarcinomové linie (JAR). Imunofluorescence prokazala pfitomnost pHs-23

i na téchto burikach. Z toho plyne, Ze se nejedna o protein specificky pouze pro spermie.

Po zjisténi lokalizace pHs-23 proteinu nasledovala jeho biochemicka charakterizace.
V jednorozmérné elektroforéze byly porovnavany vzorky lidskych a kancich spermii
a lidské a kanc¢i semenné plasmy. Imunodetekce prokazala znaceni na lidskych a kanc¢ich
spermiich a v lidské semenné plasmé, nikoliv vSak v kanéi. Pfedpokladame, Ze tento rozdil
mize byt zplisoben pritomnosti poSkozenych bun€k v lidském ejakulatu. Kanc¢i spermie
jsou vysoké kvality (urené na inseminaci), narozdil od lidskych spermii, které jsou
i v pfipadé normozoospermie spojeny s urcitou patologii.

Na zakladé dvourozmérové SDS elektroforézy a imunodetekce s protilatkou Hs-23 byl
vybran vhodny (specificky znaCeny) protein z extraktu lidskych spermii k charakterizaci
metodou MALDI-TOF. Vysledkem analyzy bylo uréeni daného proteinu jako enolasy 1,
formy nespecifické pro spermie. Vysledek potvrzuji i imunofluorescenéni testy, véetné

znaceni na JAR buiikach.
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Pozorované znafeni na 2D-SDS PAGE s dal$imi extrakty (kan¢i spermie, JAR buriky)
odhalilo rozdilné hodnoty pl detekovaného proteinu, coz miize byt v disledkem riznych

modifikaci specifickych pro jednotlivé buriky a organismy.

Pouzitim protilatky Hs-23 proti proteinu lokalizovanému na biciku spermie jsme
za predpokladu jeho ucasti v procesu motility chtéli inhibovat jeho funkci. Z principu
metody vS§ak nebylo mozZné zjistit, jestli ma protilatka Hs-23 vliv na funkci detekovaného
antigenu, tedy enolasy 1. Reaktivace motility byla totiz provadéna ptidavkem ATP, které
v normalni glykolytické draze vznika soucinnosti pravé enolasy 1. Pfidavek ATP jsme tedy
chtéli nahradit pouzitim riznych meziprodukti glykolyzy, jejich ucinek pii reaktivaci

motility jsme vSak nepozorovali, a to ani bez inhibice enolasy protilatkou Hs-23.
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5. SOUHRN VYSLEDKU

Ve shodé¢ se zadanymi cily prace jsem ziskala tyto vysledky:

Podafilo se mi zavést a optimalizovat metodu demembranizace a reaktivace motility

na modelu kan¢ich spermii.

Metodou nepiimé imunofluorescence s protildtkami proti akrosinu (ACR.2) a dal§im
akrosomalnim proteinim (Hs-8, Hs-14) a také s novou protilatku (Hs-23) jsem porovnala
rozdily ve znaCeni na kancich intaktnich a demembranizovanych spermiich. Zjisténé
rozdily v detekci vSech vybranych proteinti podavaji cenné informace o jejich lokalizaci

v intaktni burice.

Velka ¢ast mé prace byla vénovana charakterizaci nové protilatky (Hs-23) a proteinu
specificky znaCeného touto protilatkou (pHs-23). Nepfimou imunofluorescenci jsem
prokéazala lokalizaci daného proteinu na bi¢iku kancich i1 lidskych spermii a zménu
v lokalizaci po demembranizaci spermii. Lokalizace v bi¢iku spermie naznacovala
mozZnost ucasti daného proteinu v motilit¢ spermii. Pomoci biochemickych metod a
nasledné analyzy hmotnostniho spektra (MALDI-TOF) byl pHs-23 charakterizovan jako
enolasa 1. Pro studium pohybu spermii prostiednictvim metody demembranizace a

reaktivace motility vSak neni vhodny.
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Priloha 1

MS analysis report

Miroslav Sulc Phone: +420-2-4106 2644
Mass Spectrometry Lab Fax: +420-2-4106 2749
Videriska 1083 E-mail: msulc@biomed.cas.cz

CZ-142 20 Prague 4
Czech Republic

Experimental:

Proteolytic digestion and sample preparation

CBB R-250 stained protein spot was cut from the 2DE gel (picture 1 from
051204, and ), chopped into small cubes (approx. 1mm?) and washed several times
with 10 mM dithiothreitol (DTT), 0.1 M 4-ethylmorpholine acetate (pH 8.1) in 50%
acetonitrile (MeCN). After complete destaining, the gel was washed with water,
shrunk by dehydration with MeCN and reswollen again in water. Next, the gel was
partly dried using a SpeedVac concentrator and then reconstituted with cleavage
buffer containing 0.01 % 2-mercaptoethanol, 10-0 pl 40
0.1 M d4-ethylmorpholine acetate, 10 % 7
MeCN, 1 mM CaCl, and sequencing grade ‘ ' (-
trypsin (Promega, 50 ng/ul). Digestion was
carried out overnight at 37°C. The resulting
peptides were extracted with 40% MeCN/1%
acetic acid and peptides were directly
subjected to mass spectrometric analysis.

For MS analysis were used six spots
from 2DE gel 070215.

Picture: 2DE gel 070215

Mass spectrometry analysis

Mass spectra were measured on a matrix-assisted laser desorption/ionisation
reflectron time-of-flight MALDI-TOF mass spectrometer BIFLEX (Bruker-Franzen,
Bremen, Germany) equipped with a nitrogen laser (337 nm) and gridless delayed
extraction ion source. lon acceleration voltage was 19 kV and the reflectron voltage
was set to 20 kV. Spectra were calibrated externally using the monoisotopic [M+H]"
ion of peptide standards angiotensin | (Sigma). A saturated solution of a-cyano-4-
hydroxy-cinnamic acid in 50% MeCN/0.3% acetic acid was used as a MALDI matrix.
A 1 pl of matrix solution was mixed with a 1 ul of the sample on the target and the
droplet was allowed to dry at ambient temperature. The MALDI-TOF spectra were
collected in reflectron mode.

MALDI-MS spectrum was interpreted with the ProFound database searching
program (http://prowl.rockefeller.edu/prowl-cgi/profound.exe) or MASCOT program
(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) with paying attention to
preparation of electrophoretic gel.



Results: Priloha 1

The positive ion mass spectrum was measured in the reflection mode for
analysed protein. The received values of m/z were used for protein identification after
removing of matrix peaks and trypsin autoproteolytic peptides.

The identified values of m/z were (bold masses are from identified proteins):
HS23T
35SRef
m/z m/z m/z m/z m/z m/z
748.4 802.7 | 1072.4 | 1316.4 | 1540.6 | 1960.9
766.6 806.7 | 1088.4 | 13355 | 1633.6 | 2033.1
772.4 810.6 | 10904 | 1406.4 | 1638.7 | 2176.2
773.5 899.5 | 1118.4 | 1425.5 | 1804.9 | 2510.1
776.4 9044 | 1143.4 | 14345 | 1908 | 2743.5
800.5 | 1007.4 | 1280.3 | 15256 | 1924 | 3011.7
801.7

The MS data of analysed spot resulted in positive protein identification. The
identified protein based on MS fingerprinting method is shown in table bellow.

Sequence
Protein MS data | Protein Name Protein MW MASCOT | ProFound | coverage | matched/searched
number | file [Organisms] Number (kDa) pl score Estd Z (%) peptides
enolase 1 [
HS23T 35SRef | Homo sapiens] | gij4503571 | 47.49 | 7.0 319 7 30/37
enolase 1 NP_001419.
HS23T 35SRef | [Homo sapiens] | 1 4749 | 7.0 2.36 7 30/37
Note about Z-score: Z-score percentile
ProFound calculates the probability that a candidate in a 1.282 90.0
database search is the protein being analyzed. However, it is not easy 1.645 05.0
to cast the calculated probability into the common language of 2.326 99.0
traditional statistics. Here, as an indicator of the quality of the search 3.090 999

result, a Z score is estimated when the search result is compared
against an estimated random match population. Z score is the distance to the population mean in unit
of standard deviation. It also corresponds to the percentile of the search in the random match
population. For instance, a Z score of 1.65 for a search means that the search is in the 95th percentile.
In other words, there are about 5% of random matches that could yield higher Z scores than this
search. Conceptually, this “95th percentile” is different from “95% confidence” that the search is a
correct identification.
The shown table is a list for Z score and its corresponding percentile in an estimated

random match population.
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