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Abstrakt

Tvorba oviduktalniho rezervoaru spermii hraje diileZitou roli v procesu fertilizace
savCiho vajicka. Izolace a charakterizace n¢kterych komponent hovéziho oviduktu
ucastnicich se interakce spermii s povrchovymi slozkami oviduktu byla pfedmétem této
studie. Byly pfipraveny dva afinitni nosice obsahujici imobilizované proteinové slozky
byc¢i semenné plasmy: jednak neseparované proteiny by¢i semenné plasmy a jednak frakci
fosforylcholin vazajicich proteini z by¢i semenné plasmy. Tyto afinitni matrice pak byly
pouzity pro studium interakci imobilizovanych ligandli se sloZkami oviduktalnich
epitheld.

Byly izolovany dva preparaty oviduktalnich membranovych proteinti oblasti isthmu:
celkové membranové proteiny a apikalni frakce membranovych proteinti. Tyto
membranové preparaty byly separovany pomoci afinitni chromatografie s pouzitim
pripravenych afinitnich nosi¢ti. Afinitni chromatografie ani v jednom ptipad¢ neposkytla
dostatecné mnozstvi membranovych slozek interagujicich s afinitnimi nosici pro dalsi
studie.

Déle byla pozornost vénovana identifikaci Ctyt proteinovych zén detekovanych po
elektroforetické separaci v ptitomnosti SDS (relativni molekulova hmotnost 15 500 —

18 500) ve frakci apikalnich membranovych proteinii Tyto proteiny byly identifikovan
po elektroforetické separaci a tryptickém Stépeni pomoci hmotové spektroskopie jako
hovézi histony a to H4, H2A typ 2-C, H2B typ 1-K a H3.3. Proteinové zony
identifikované jako hovézi histony po separaci polyakrylamidovou elektroforézou a po
pfenosu na nitrocelulosovou membranu interagovaly s biotinylovanymi neseparovanymi
proteiny by¢i semenné plasmy a fosforylcholin vazajicimi proteiny byc¢i semenné plasmy a
vedle toho interagovaly s biotinylovanym lektinem ze semen Lotus tetragonolobus
specifickym pro L-fukosylové zbytky. Byla prokdzana antimikrobialni aktivita
oviduktélnich histonii. Plisobenim oviduktalnich histont dos§lo k vyrazné inhibici ristu
prokaryotickych patogent (M. luteus, E. coli, Ch. trachomatis), ale rust eukaryotickych
bunék (C. albicans) byl inhibovan minimalné. Proteiny vykazujici obdobné vlastnosti jako

oviduktalni histony byly nalezeny také v hovézi oviduktalni tekuting.

klicova slova: antimikrobidlni aktivita, Bos taurus, histony, oviduktalni rezervoar,

oviduktalni tekutina, spermie



Abstract

The oviduct plays an important role in the complex process of fertilization and in the
early phase of embryo development. Isolation and characterization of some components of
bovine oviduct participating in the formation of oviductal sperm reservoir was a subject of
the present study. Two affinity sorbents containing immobilized components of bull
seminal plasma (non-separated proteins of bull seminal plasma and their
phosphorylcholine binding fraction) were prepared and used for the study of interaction of
immobilized ligands with components of oviductal epithelium.

Two types of preparation of oviductal membrane proteins of the isthmus region were
isolated: complete membrane proteins and the apical fraction of membrane proteins. These
preparations were separated using prepared affinity matrices. in both cases only an
insignificant amount of proteins was found in the adsorbed fractions.

Further attention has been paid to the identification of four protein zones detected after
electrophoretic separation in the presence of SDS (rel. mol. wt. 15500 — 18 500) in the
fraction of apical membrane proteins. These proteins were identified after the
electrophoretic separation and tryptic digestion using MS analysis as bovine histones H4,
H2A typ 2-C, H2B typ 1-K a H3.3. Proteins identified as bovine histones interacted after
polyacrylamide gel electrophoresis and transfer to nitrocellulose membrane with non-
separated proteins of bull seminal plasma and their phosphorylcholine-binding fraction.
Besides that, they also interacted with biotinylated lectin from Lotus tetragonolobus seeds
specific for L-fucosyl residues. Bovine histones also exhibited antimicrobial activity: they
significantly inhibited a growth of prokaryotic pathogens (M. luteus, E. coli, Ch.
trachomatis), but not of eukaryotic ones. Proteins analogous to oviductal membrane

histones were also detected in the bovine oviductal fluid. (In Czech)

keywords: antimicrobial activity, Bos taurus, histones, oviductal fluid, oviductal reservoir,
sperm
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1. Literarni uvod

Reprodukce znamend schopnost organismll rozmnozovat se a patii mezi zakladni
znaky zivych soustav. Reprodukce je rozsahly proces zahrnujici né€kolik dil¢ich krokt,
mezi neZ patii tvorba a zrani gamet, epididymalni maturace spermie, ejakulace, tvorba
oviduktalniho rezervoaru spermii, ovulace, kapacitace spermii, vazba spermii na zonu

pellucidu vajicka, akrosomova reakce a splynuti gamet.

1.1. Reprodukéni systém savet

U vyssich organismii, ke kterym patii i savci, se jedna predev$im o rozmnozovani
pohlavni, kdy dva jedinci opaéného nebo ve vyjimecnych piipadech stejného pohlavi tvori
v gonadach haploidni gamety, samc¢i (spermie) a samici (vajicka) pohlavni bunky, které po
splynuti utvoti diploidni zygotu.

Spermie jsou tvofeny v semenotvornych kanélcich varlat, kterd jsou vétSinou uloZena
mimo télo samce v Sourku. Varlata se dale skladaji ze Sertoliho bunék, jejichz funkci je
ochrana, vyziva a regulace vyvoje spermii a tvorba pohlavnich hormonti a Leydigovych
bunék, které jsou hlavnim producentem samcim pohlavnich hormonti. Spermie nasledné
putuji do nadvarlat (epididymis), ve kterych jsou spermie uchovavany pted ejakulaci.
V nadvarlatech spermie dokoncuji sviij vyvoj, ziskavaji pohyblivost nutnou k oplozeni a
dochazi zde ktzv. epididymélni maturaci spermie. Pti ejakulaci dochdzi diky stahiim
svalstva v okoli chdmovodu a mocové trubice k nasavani spermii z nadvarlat, jejich miseni
se sekrety pfidatnych pohlavnich Zlaz (semenné vacky, ampula chdmovodu, Cowperovy
zlazy, prostata) a naslednému vypuzeni mocovou trubici, kterd Usti na hrotu pyje, ven
z t&la nejlépe do t&la samice. >

Vajicka jsou tvofena ve vajecnicich, které zaroven slouzi i1 k produkci samicich
pohlavnich hormonil. Vaje¢niky jsou slozeny z dfefiové a korové ¢asti. Dient mé vyzivnou
a podptrnou funkci. V korové ¢asti se nachazeji folikuly v rizném stadiu zralosti. Béhem
estralniho nebo menstruac¢niho cyklu dochazi na vaje€niku k riistu folikulu, ktery obsahuje

zrajici vajicko. Pfi ovulaci folikul pod kontrolou hormonil praskne a vajicko se uvolni do
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ampuly vejcovodu, kde dochdzi k oplozeni. Zygota poté putuje vejcovodem do délohy, kde
se zachyti a vyviji v plod. Samici reproduk¢ni soustava se dale sklada z pochvy, kterad
umoziiuje kopulaci a vn&jich pohlavnich organd (stydké pysky a klitoris). '

Pti reprodukci hraje dilezitou roli vejcovod (ovidukt), slozeny ze tii ¢asti: délozniho
rohu, isthmu oviduktu a ampuly oviduktu. Jedna se o dutou trubici spojujici vajecnik
s délohou. V oviduktu dochédzi nejen k oplozeni a pocatkim vyvoje plodu (ampula
oviduktu), ale také zde vznika oviduktélni rezervoar spermii 34,

Spermie po ejakulaci putuji z pochvy skrz délozni Cipek a délohu do vejcovodu, kde

v jeho isthmické casti dochazi k vazbé spermii na fasnaty epithel oviduktu, tvorbé

oviduktalniho rezervoaru. Zde spermie ¢ekaji na signaly ovulovaného vajicka.

Deélcha

Délozni roh Isthmus vejcovodu

Vejcovod

Vajicko

Ampula vejecovodu

Pochva

Obrazek 1.: Schematické znazornéni reprodukéni soustavy samice (pfevzato z Knaupp et al. ° a
upraveno). Na obrazku jsou znazornény jednotlivé ¢asti reprodukéniho traktu samice. K tvorbé oviduktalniho
rezervoaru dochazi vazbou spermii na fasnaty epithel oviduktu v oblasti isthmu, ktera se nachazi v pocatecni

¢asti oviduktu, za rohem délohy.
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1.2. Oviduktalni rezervoar spermii a jeho funkce

Tvorbou oviduktalniho rezervoaru spermii rozumime vazbu spermii na fasnaty epithel
oviduktu v oblasti isthmu (viz obr. 1, str. 11). Tento jev byl pozorovan u mnoha druhi,
mezi které patii i savci, napf. kiecek 6, kun 7, myég, ovce 9, skot * 10, prase H-13 5 &lovek .
Po navazani mohou spermie ptezit v rezervoaru rizné¢ dlouhou dobu lisici se dle druhu.
Vétsinou se jedna o hodiny az dny . K vazb& spermii na epithel oviduktu dochézi na
zakladé interakce povrchovych proteinli plasmatické membrany spermie a se
sacharidovymi komponenty povrchu isthmu.

Tvorba oviduktadlniho rezervoaru mé nékolik vyznami. Hlavnim je prodlouzeni
Zivotaschopnosti spermii a synchronizace jejich uvoliiovani s ovulaci ' '°. Bylo prokazano,
Ze pti in vitro inkubaci spermii s oviduktalnim epithelem dochazi k prodlouZeni Zivotnosti

13,15

a pohyblivosti spermii . Tim, Ze jsou spermie zadrZzovany az do ovulace, kdy se zvysi

rychlost jejich uvolovani, se zaroven zvySuje pravdépodobnost setkdni ovulovaného
. 4,17

oocytu a spermie” .
Dalsi funkei rezervoaru je sniZeni rizika polyspermie (prinik vice spermii do vajicka)
tim, Ze dochédzi k postupnému uvoliovani spermii zrezervoaru a v dobé ovulace tak

/4 . /4 4 ~ 4 s /1 1
dosahne oocytu optimalni mnoZzstvi spermii 815

1.2.1. Interakce spermie — ovidukt

Na zaklad¢ soucasnych znalosti se ptfedpoklada, Ze spermie se na epithel oviduktu vazi
diky protein — sacharidové interakci. Tato interakce byla poprvé studovdna u kiecka
inhibici vazby spermii na oviduktalni epithel réiznymi polysacharidy a glykoproteiny *°
(fetuin, desializovany fetuin, kyselina sialova, ovalbumin, fukoidan, poly — L- lysin) a jako
nejlepsi inhibitor byl prokazan fetuin (sialovany glykoprotein). K inhibici vazby spermie
ovidukt doslo i v pfipad€ pouziti samotné kyseliny sialové, ovSem v mensi mife. Autofi to
pripisuji tvorbé klastrii kyseliny sialové na molekule fetuinu. Zaroven byla prokdzana
interakce fetuinu s hlavickou kte¢¢i spermie v oblasti akrosomu. Dale pak byly inhibi¢ni
studie interakce spermie se slozkami isthmické ¢asti oviduktu pouzity k charakterizaci
této interakce 1 u dalSich druhii: byla prokdzana tloha D-mannosylovych zbytki

glykokonjugéatii v piipadé prasete 2 D-galaktosylovych glykokonjugatii u koné 2
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a L-fukosu obsahujicich glykokonjugati u kravy 3, Vysledky téchto studii by mohly
naznacovat ur¢ity druh druhové specifické interakci.

U kravy stejné jako u jinych druht se tvorby rezervodru ucastni sacharidové slozky
povrchu isthmu. Inhibi¢nimi studiemi za pouziti fukoidanu a L-fukosy a inkubaci
oviduktalniho epithelu s fukosidasou 3 bylo ukézano, L-fukosylové zbytky hraji primarni
roli pfi tvorbé spermiového rezervoaru. Nasledné bylo histochemickymi studiemi s
pouzitim lektinli Ulex europaneus (UEA) a Lotus tetragonolobus (LTL) potvrzeno, Ze se

20.23 Dalgim krokem ve

L-fukosylové struktury nachéazeji na povrchu hovéziho oviduktu
studiu isthmickych komponent bylo stanoveni typu vazby, kterou je L-fukosa pfipojena ke
zbytku makromolekuly. K tomu byly pouzity opét inhibi¢ni studie, nyni za pouZziti
oligosacharidi  obsahujici rizné vazané L-fukosylové zbytky, znichz vyplyva, Ze
nejlepSim inhibitor vazby spermii na hovézi ovidukt je L-fukosa véazand na N—
acetylglukosamin a to vazbou a 1—4 % Takto vazana L-fukosa se nachazi v tzv. Lewis A
trisacharidu, u kterého byla prokdzana inhibice vazby mezi spermiemi a isthmem, a to
efektivngjsi nez v pripadé volné L-fukosy **. Pouzitim fluoresceinem znaeného Lewis A
trisacharidu bylo rovn&Z potvrzeno, 7e se vaZe na spermie . V naposledy zmifiované

studii bylo dale ukdzano, ze vazba mezi bycimi spermiemi a Lewis A trisacharidem

vyzaduje p¥itomnost Ca ** iontd.

1.2.1.1. Komponenty povrchu by¢i spermie i¢astnici se tvorby rezervoaru spermii

Inhibi¢ni studie ukazaly, ze Lewis A trisacharid byl nejefektivnéjSim inhibitorem
interakce spermii s epithelem hovéziho oviduktu. Afinitni chromatografie na
imobilizovaném  Lewis A  trisacharidu  (vdzaném  pomoci  biotinylovaného
polyakrylamidového derivatu na agarosu s imobilizovanym streptavidinem) byla pouzita
k separaci proteinu z by¢i semenné plasmy interagujicim s ligandem. Protein ktery se na
afinitni nosi¢ vazal byl identifikovan jako PDC 109 *°.

PDC 109 (BSP A1/A2) patii spolu s BSP A3 a BSP 30 kDa do skupiny proteint,
produkovanych semennymi vacky, které jsou soucésti by¢i semenné plasmy. Jednd se o
kyselé, heparin vézajici proteiny >

15-16 000, kromé BSP 30 kDa o M, 28-30 000, a isoelektrickym bodem (pl) v rozmezi

s relativni molekulovou hmotnosti (M,) v rozmezi
3,9-5,2 3% (viz tab. 1, str. 14). Tyto proteiny patii mezi tzv. proteiny s fibronektinovou

doménou a jsou tvofeny dvéma fibronektinovymi doménami typu II (FN II) spojenymi

polypeptidovym fetézcem *'>°. FN II jsou schopné se vazat na cholinové fosfolipidy, ¢imz
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dochazi k vazbé téchto proteinli na povrch hlavicky spermie, hlavné v jeji akrosomové
Sasti >+ pii ejakulaci.

U vSech téchto proteint byla prokazana schopnost vazat se kromé spermie i na epithel
oviduktu (PDC 109 %, BSP A3 a BSP 30 kDa *') a zaroven bylo prokazano, e pokud
nejsou pritomny na povrchu spermie, k vazb¢ na epithel dochazi minimalné 40,

Kromé¢ tvorby oviduktalniho rezervoaru se tyto proteiny podileji na modulaci

kapacitace spermie, nejprve jejim oddalenim (inhibice fosfolipasy A,, stabilizace

cholesterolu v cytoplasmatické membrang* *), oviem v pribéhu kapacitace napomahaji

destabilizaci plasmatické membrany usnadnénim cholesterolového efluxu 4446 " ale musi

byt pritomny dalsi kapacitacni faktory.

Tabulka 1.: Majoritni proteiny by¢i semenné plasmy a jejich vlastnosti.

Protein Typ proteinu M, pl Vazba Vazba

heparinu | fosforylcholinu

PDC 109 *-3-%7 S fibronektinovou doménou | 15-16 000 | 4,7 - 5,2 + +

BSP A3 7" S fibronektinovou doménou | 15 - 16 000 | 4,7 - 5,2 + +

BSP 30 kDa *"* S fibronektinovou doménou 30 000 3,9-4,6 + +

1.2.1.2. Komponenty hovéziho oviduktu ticastnici se tvorby rezervoaru spermii

Na zaklad¢ identifikace proteint vyskytujicich se na povrchu spermie, které se podileji
na tvorbé rezervoaru spermii u skotu (PDC 109, BSP A3 a BSP 30 kDa>***"), byly tyto
proteiny pouzity pro izolaci oviduktalnich (glyko)proteinti, které se na této vazb¢é také
podileji, pomoci afinitni chromatografie. Jako imobilizované ligandy byly pouzity
izolované proteiny byc¢i semenné plasmy (PDC-109, BSA A3, BSP-30K) a byly izolovany
Ctyti oviduktalni proteiny, které byly nasledné metodou nanoL.C — MS/MS identifikovany
jako proteiny patfici do skupiny annexinii (ANXA) a to ANXA 1,2,4 a5 ¥ P¥tomnost
annexind byla dale prokdzdna metodou Western blot za pouziti zna¢enych anti — ANXA
protilatek (monoklonélni anti — ANXA 1, anti — ANXA 2, anti — ANXA 4 a polyklonalni
anti — ANXA 5) . Pomoci stejnych protilatek byla také prokazana ptitomnost téchto ANXA
na povrchu isthmické c¢asti oviduktu a ze tyto protilatky inhibuji vazbu na spermii na
epithel oviduktu. Rovnéz bylo interakci ANXA po preneseni na PVDF membranu s LTL

lektinem prokazano, ze oviduktdlni ANXA obsahuji na svém povrchu L-fukosu, coz se
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. M Mewr e . - 20,2 r . . . . . ,
shoduje s diivéjSimi studiemi 0- 2 Schéma vazby mezi proteiny spermie a isthmickym

epithelem je zndzornéno na obr. 2.

ANXA 1, 2.4, 5 BSP 30 kDa

O _ \Fukosa PDC - 109

BSP A3

Obrazek 2 : Schematické znazornéni interakce mezi spermii a oviduktem skotu. ANXA 1,2,4,5 -

annexin 1, 2, 4, 5.

Annexiny

Annexiny jsou lipofilni, ve vod¢€ rozpustné proteiny s riznymi funkcemi v organismu,
objevujici se u viech eukaryot. Jedna se o Ca>" dependentni proteiny véazajici fosfolipidové
zbytky. Dalsi charakteristickou vlastnosti je pro né typickd konzervovana, ptiblizné¢ 70
aminokyselinovéa sekvence vyskytujici se u viech annexini tzv. annexin repeat’’. Kazdy
annexin repeat se sklada nejcastdji z 4 nebo 8 o — helixi.”>>

Annexiny jsou vétSinou intracelularni proteiny, v nékterych piipadech se ovSem
mohou nalézat 1 mimo buiiku, pfestoze jim chybi signalni sekvence. Mechanismus jejich
transportu je doposud neznamy >***,

Kromé oviduktalniho rezervoaru skotu, kde byly pozorovany ANXA 1,2,4 a5 %, byla
jejich piitomnost zjisténa i u prasete (ANXA 2)°°, kralika (ANXA 1)’” a krysy (ANXA 4 a
5)®. Dale byla také pozorovéna vysokéd koncentrace (~140 pg/ml) ANXA 1 v lidské
semenné plasmé, kam je produkovan prostatousz, 1 zde je ovSem jeho funkce prozatim

neznama.
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1.2.2. Uvoliiovani spermii z rezervoaru

Mechanismus uvolfiovani z rezervoaru stale neni pln¢ objasnén. K uvoliiovani spermii
dochazi postupné, ptficemz ovulace rychlost uvoliiovani ne zcela znamym zptisobem
zvysuje 48 Behem estralniho cyklu dochazi ke zménam slozeni oviduktélni tekutiny, které
mohou pfimo ovlivnit kapacita¢ni vlastnosti oviduktalni tekutiny. Mezi tyto zmény patii
nartist koncentrace pohlavnich hormonti, glykokonjugati a glykosaminoglykant

%60 3 EAP glykoprotein ®' (estrus-

heparinového typu, které piisobi jako kapacitacni agens
associated glycoprotein). Ze znamych poznatkl vyplyva, ze kapacitace spermie je jednou z
hlavnich pfi¢in uvolnéni spermii z rezervoaru. Pti kapacitaci se méni slozeni povrchovych
proteinli na hlavicce spermie a zdrovein dochazi vlivem dalSich latek pfitomnych
v oviduktalni tekutin¢ (BSA, LDL, Ca2+, HCOs™ ) ke zménadm ve fluidité plasmatické
membrany.

Spolu s kapacitaci dochazi ke zmén¢ charakteru pohybu spermie tzv.: hyperaktivaci
motility spermie, ktera také mize napomahat mechanickému uvoliiovani z rezervoaru .
Bylo prokazano, Ze zrezervodru se uvoliuji pouze kapacitované a hyperaktivované

spermie.
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1.3. Cil prace

Tvorba oviduktalniho rezervodru spermii je jev pozorovany u mnoha druht, ale
mechanismus jeho tvorby neni stdle plné¢ objasnén. V dneSni dobé patii skot spolu
s prasetem ke druhtm, u nichZz je tvorba rezervodru nejpodrobnéji prozkouména.
V ptipadé hovéziho modelu bylo prokdzdno, Ze tvorba rezervoaru spermii je Ca S
dependentni a ucastni se ji L-fukosu obsahujici glykokonjugaty, které se vyskytuji na
epithelu isthmu a proteiny, které se nachdzeji na povrchu spermie. V posledni dobé byly
z epithelu oviduktu izolovany a identifikovany proteiny, patfici do skupiny annexini, které

jsou moznymi kandidaty na proteiny zodpovidajici za tvorbu rezervoaru spermii.

Cil ptedkladané prace bylo navazat na jiz zndmé poznatky ze studované oblasti
reprodukce a s pouzitim novych metodickych postupt ziskat nové informace, které by
prispély k detailnéjSimu porozuméni jedné z fazi slozit€ho procesu fertilizace. Jednotlivé

kroky vedouci k feSeni vytceného cile prace jsou nasledujici:

e vypracovani postupl pro piipravu afinitnich sorbentti pro izolaci proteinovych slozek

oviduktu ucastnicich se tvorby rezervoaru spermii a porovnani jejich vlastnosti

e separace apikalnich membranovych protein isthmické ¢asti hovéziho oviduktu se

zamé&fenim na jejich moznou Ucast pii tvorb€ rezervoaru spermii

e charakterizace dalSich komponent pfitomnych ve frakci apikdlnich membrénovych

proteini hoveéziho oviduktu a v hovézi oviduktalni tekutiné

e studium funkce dalSich komponent pfitomnych ve frakci apikdlnich membranovych

proteintl hovéziho oviduktu a v hovézi oviduktélni tekutiné
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2. Material a metody

2.1. Material

2.1.1. Biologicky material
By¢i ejakulat
Reprodukéni organy kravy

2.1.2. Chemikalie

4 - chlor - 1 - naftol
Akrylamid

Avidin - peroxidasa

Biotin

Bromfenolova modf
Coomassie Brilliant Blue R - 250 (CBB)
Dimethylformamid (DMF)
Dodecylsulfat sodny (SDS)
Fosforylcholin

Glycin

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Chlorid kobaltnaty

Inhibitory proteas (Cocktail for general use)
Kyselina ethylenglykoltetraoctova (EGTA)

Lysozym

Lotus tetragonolobus lektin (LTL)
N,N,N’,N" - tetramethylethylendiamin
(TEMED)
N,N'-Metylen-bis-Acrylamid (Bis)
Peboritan sodny tetrahydrat

VUVEL Bro
Jatky Plzen, a. s.

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

Imperial Chemical Industries, UK
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Serva, Heidelberg, Némecko

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

Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Ptipraven v nasi laboratofi

Vector Laboratories, Peterborough, UK

Serva, Heidelberg, Némecko

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



Persiran amonny (APS) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Ponceau S Loba Feinchemie, Fischamend, Rakousko
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Triton X - 100 Serva, Heidelberg, Némecko

Tween 20 Serva, Heidelberg, Némecko

2.2, Metody

2.2.1. Preparat by¢i semenné plasmy

By¢i ejakulat ziskany z VUVEL, Brno byl centrifugovan pii 600 x g, 20 min, 4 °C
(Universal 32 Tabletop Centrifuge, Hettich Zentrifugen, Némecko). Supernatant byl poté
dialyzovan pii 4 °C proti destilované H,O do poklesu vodivosti k < 10 uS/cm a nasledné

lyofilizovan.

2.2.2. Separace fosforylcholin vazajici frakce proteinii by¢i semenné plasmy
pomoci afinitni chromatografie na heparinu imobilizovaném na

polyakrylamidovém gelu

Proteiny by¢i semenné plasmy byly separovany na koloné polyakrylamidu
s imobilizovanym heparinem °*. Roztok 200 mg proteinti lyofilizovaného preparatu byci
semenné¢ plasmy v TBS, pH 7,4 (z angl. Tris buffered saline; 10 mg / ml) byl
centrifugovan 5000 x g, 5 min, 4 °C. Ziskany supernatant byl aplikovan na sloupec
polyakrylamidu s imobilizovanym heparinem (3 x 9 cm) ekvilibrovany TBS a sloupec byl
eluovan TBS rychlosti 2 ml / min. V pribéhu chromatografie byly sbirany frakce o
objemu 4 ml (Fraction collector FCC6, Laboratorni ptistroje Praha) a byla méfena jejich
absorbance pti 280 nm (Asgg) (Helios v, Thermo Fisher Scientific Inc., UK). Frakce
proteind, ktera simobilizovanym heparinem neinteragovala byla vymyvana TBS do
poklesu Asgopod 0,1 , poté byla kolona promyvéna 10 mM roztokem fosforylcholinu v
TBS a nésledné byla kolona promyta 3 M NaCl. Spojené frakce byly dialyzovany pti 4 °C

proti destilované H>O do poklesu vodivosti k < 10 uS/cm a nasledné lyofilizovany.
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2.2.3. Oviduktalni tekutina

Reprodukéni trakty kravy ziskané z Jatky Plzen a. s. byly transportovany na ledu a do
Sesti hodin od porazky zpracovany. Ovidukty byly oc€istény. Oviduktalni tekutina byla
ziskéana promytim kazdého oviduktu 2 ml TBS s 20 pl smési inhibitorti proteas (Sigma
»~Proteas Inhibitor Cocktail for general use). Roztok byl poté dialyzovan pii 4 °C proti

destilované H,O do poklesu vodivosti k < 10 uS/cm a nasledné¢ lyofilizovan.

2.2.4. Preparace epithelialnich bunék oviduktu

Ovidukty, ze kterych byla odstranéna oviduktalni tekutina promytim 2 ml TBS s 20
ul smési inhibitort proteas (Sigma ,,Proteas Inhibitor Cocktail for general use*) (kap. 2.2.3,
str. 20) byly podéIné roziiznuty. Povrchovy epithel v oblasti isthmu byl seSkraban pomoci
tupé strany skalpelu, ptfenesen do 10 ml TBS s 100 pl smési inhibitori proteas (Sigma
,Proteas Inhibitor Cocktail for general use*) chlazeného ledem a centrifugovan 600 x g, 20
min, 4 °C. Sediment obsahujici epithelialni buiiky byl zamrazen (t =-20°C) a nejpozdé&ji do

1 mésice zpracovan.

2.2.5. Izolace celkovych membranovych proteini isthmické ¢asti oviduktu

Po rozmrazeni byl sediment (V = 4,5 ml) ziskany z hovézich oviduktt dle kap. 2.2.4
(str. 20) suspendovan v 15,5 ml pufru Hepes, pH 7,4 obsahujicim 130 mM NaCl a 5 mM
KCl. K roztoku bylo ptidano 20 pl Tritonu X —100. Nasledovala sonifikace 3 x 1 min
(Sonoplus, Bandelin electronic, Némecko) a inkubace 45 min na ledu a centrifugace 300 x

g, 45 min, 4 °C. Supernatant byl dialyzovan proti pufr Hepes, pH 7,4 12 hodin pfti 4 °C.

2.2.6. Izolace apikalnich membranovych proteini isthmické ¢asti oviduktu

Apikalni membranové proteiny byly izolovany dle Ignotz et al. **. Po rozmraZeni byl
sediment (V = 4,5 ml) ziskany z hovézich oviduktt dle kap. 2.2.4 (str. 20) suspendovan
v 15,5 ml 60 mM mannitolu, 5 mM EGTA, pH 7.4 (déale izola¢ni pufr). Nasledovala
sonifikace 3 x 1 min, pfidani 200 ul 1 M MgCl;, a inkubace 30 min na ledu. Smés byla
centrifugovédna 3 000 x g, 15 min, 4 °C. Supernatant byl poté centrifugovan 27 000 x g, 30
min, 4 °C (Optima L — 100K, Beckman Coulter Inc., USA). Sediment byl suspendovana
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ve 20 ml izolacniho pufru a cely postup byl opakovan. Sediment (27 000 x, 30 min, 4 °C)
byla suspendovan v 10 ml Hepes, pH 7,4 obsahujicim 130 mM NaCl a 5 mM KCI a

zamrazen.

2.2.7. Afinitni chromatografie komponent oviduktu na imobilizovanych

proteinech by¢i semenné plasmy

2.2.7.1. Imobilizace proteini by¢i semenné plasmy na CNBr-Sepharosu

K imobilizaci proteini na CNBr-Sepharosu 4B byl pouzit postup doporuceny
vyrobcem (Pharmacia, Fine Chemicals, Svédsko). Aktivovand Sepharosa (5 g) byla
suspendovana ve 40 ml 1 mM HCI a ponechana 15 min stét pti laboratorni teploté. 90 mg
ligandu bylo rozpusténo ve 150 ml 0,1 M NaHCO3, pH 8.4 obsahujicim 0,5 M NaCl (dale
navazovaci pufr). Aktivovana Sepharosa byla promyta na frit¢ 200 ml 1 mM HCl a 30 ml
navazovaciho pufru a ihned smichana s roztokem ligandu v navazovacim pufru a nechana
2 hod na tfepacce pi1 laboratorni teploté. Poté byla Sepharosa promyta 100 ml
navazovaciho pufru, smichana s 200 ml 0,1 M pufru Tris/HCI; pH 8 a tfepana 2 hod na
ttepacce pii laboratorni teploté. Po blokovani byla aktivovand Sepharosa promyvana
stiidaveé 3 x 0,1 M CH3COOH pH 4,0 obsahujicim 0,5 M NaCl a 0,1 M Tris/HCI pufrem,
pH 8.0 obsahujici 0,5 M NacCl.

Na aktivovanou Sepharosu byly uvedenym postupem imobilizovany nasledujici
ligandy: neseparované proteiny byc¢i semenné plasmy ziskané dle kap. 2.2.1 (str. 19) a

fosforylcholin vazajici frakce proteinii by¢i semenné plasmy ziskana dle kap. 2.2.2 (str. 19).

2.2.7.2.  Afinitni chromatografie celkovych membranovych proteint isthmické ¢asti
oviduktu na neseparovanych proteinech by¢éi semenné plasmy

imobilizovanych na Sepharose

Proteiny oviduktu ziskané dle kap. 2.2.5 (str. 20) byly separovany na kolon¢ Sepharosy
s imobilizovanymi neseparovanymi proteiny by¢i semenné plasmy. Supernatant (V = 8 ml,
Azgo = 2,904) byl nanesen na pfipraveny afinitni nosi¢ (1,5 x 5,5 cm) ekvilibrovany 25
mM Hepes pufrem pH 7.4 obsahujicim 1 mM CaCl,, 130 mM NaCl a 5 mM KCI (dale

roztok 1.) a byl eluovan tymz roztokem rychlosti 2,5 ml / min. V prabéhu chromatografie
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byly sbirany frakce o objemu 8 ml a byla méfena jejich absorbance pii 280 nm. Po poklesu
absorbance pod hodnotu 0,2 byla kolona promyvana 5 mM EGTA a pot¢ 3 M NaCl.

Spojené frakce byly odsoleny na koloné Sephadexu G — 15 ( 6,5 x 22 cm)
ekvilibrované destilovanou H,O. Sloupec byl vymyvan destilovanou H,O rychlosti 3 ml/
min. Proteinové frakce byly lyofilizovany.

Analogickym zpisobem byla provedena afinitni chromatografie apikélnich
membranovych proteinti isthmické ¢asti oviduktu na stejném afinitnim nosici. Na sloupec
byl nanaSen sediment ziskany z hovézich ovidukti dle kap 2.2.6 (str. 20) rozpustény
v pufru Hepes, pH 7,4 obsahujicim 130 mM NaCl a 5 mM KCI. NanaSeno bylo 5 ml

roztoku o absorbanci 0,153 pii 280 nm.

2.2.7.3.  Afinitni chromatografie celkovych membranovych proteini isthmické ¢asti
oviduktu na fosforylcholin vazajici frakei by¢i semenné plasmy

imobilizované na Sepharose

Separace oviduktalnich proteinti na sloupci Sepharosy s imobilizovanou fosforylcholin
vazajici frakci by¢i semenné plasmy (1,5 x 5 cm) byla provedena analogicky s kap. 2.2.7.2
(str. 21).

Analogickym zpisobem byla provedena afinitni chromatografie apikalnich
membranovych proteinii oviduktu na stejném afinitnim nosi¢i. Na sloupec byl nanaSen
sediment ziskany zhovézich ovidukti dle kap. rozpustény v pufru Hepes, pH 7,4
obsahujicim 130 mM NaCl a 5 mM KCI. Nanaseno bylo 5 ml roztoku o absorbanci 0,153
pii 280 nm.

2.2.8. Biotinylace proteinti by¢i semenné plasmy a lektini

Biotinylované derivaty proteinii byly pfipraveny metodou dle Liberda et al. 63,
Neseparované proteiny by¢i semenné plasmy a fosforylcholin véazajici frakce by¢i semenné
plasmy byly rozpuStény v 0,5 M NaHCO;, pH 7 (0,1 mg/ml) a smichany s roztokem
biotinu v dimethylformamidu (2 mg/ 50 ul DMF) tak, aby na kazdych 100 mg proteinu
pfipadlo 2 mg biotinu a 30 min tfepany pii laboratorni teploté. Poté byl roztoky
dialyzovan pii 4 °C proti destilované H,O do poklesu vodivosti k < 10 uS/cm a nasledné
lyofilizovény.

Stejnym zplisobem byl pfipraven biotinylovany derivat LTL lektinu.
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2.2.9. Elektroforéza proteini v pritomnosti dodecylsulfatu sodného

Roztoky:

e Pufr pro separacni gel: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,3

e Pufr pro zaostfovaci gel: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

e Vzorkovy pufr neredukujici: 2 ml 0,5 M Tris/HCIL, pH 6,8; 3,4 ml glycerolu; 3 ml 10%
(w/v) SDS; 0,4 ml 0,1% (w/v) bromfenolové modii; 7ml H,O

e Elektrodovy pufr: 0,024 M glycin; 0,043 M SDS; 0,375 M Tris/HCI, pH 8,3

® 30% (w/v) vodny roztok akrylamidu: 29,2% (w/v) akrylamid; 0,8 % (w/v) N, N’'-
metylen-bis-akrylamid (Bis). Akrylamid a Bis byly za horka rozpustény ve vodé a
ptefiltrovany pfes filtracni papir.

e barvici smés CBB: 0,5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% (v/v) metanol, 10%
(v/v) kyselina octova

e odbarvovaci smés: 25% (v/v) metanol, 10% (v/v) kyselina octova

Tabulka 2.: SloZeni gelii pro SDS elektroforézu

Separacni gel 15% Zaostiovaci gel 4%
30% (w/v) roztok akrylamidu 5ml 325 ul
Pufr 2,5 ml 625 nl
H,0 2,5 ml 1,5 ml
10% (w/v) SDS 100 pl 25 ul
0,1% (w/v) bromfenolova modt - 40 ul
20 % (w/v) persiran amonny 40 ul 35 pl
TEMED 4,5l 3,8 pul

SDS elektroforéza ® byla provadéna na aparatufe Mini-PROTEAN II Electrophoresis
Cell (Bio-Rad, Herculles, CA, USA), jako zdroj napéti byl pouzit Electrophoresis Constant
Power Supply ECPS 3000/150 (Pharmacia, Maryland, Kanada). Pro separaci proteinii
bylo pouzito 15% separaéniho a 4% =zaostfovaciho gelu. Vzorky a standard byly
pripraveny rozpusténim a 5 min povafenim v neredukujicim vzorkovém pufru, tak aby
koncentrace proteinli byla 10 mg/ml pro proteinové smési nebo 1 mg/ml pro precisténé
proteiny.  Mnozstvi vzorkll jednotlivych proteini vhodnd pro nanaSeni na gel byla

stanovena experimentalné. Jako standard relativnich molekulovych hmotnosti byl pouzit

23




lysozym o M, = 14 500 (pro monomer) a jeho oligomery 29 000 (dimer), 43500 (trimer) a
58 000 (tetramer) ©’.

Elektroforéza byla provadéna pii U = 60 V po 20 min a nasledné pii U = 130 V po
dobu 70 min. Po provedeni elektroforézy byly gely oplachnuty v destilované vod¢ a

barveny v barvici smési CBB. Pozadi gelu bylo odbarveno v odbarvovaci smési.

2.2.10.  Pfenos proteinii na nitrocelulosovou membranu

Pfenos proteind na nitrocelulosovou membranu byl provadén dle Towbina et al. .
Nitrocelulosova membrana byla pfedem umisténa po dobu 30 min v 0,025 M Tris/HCI, pH
8,3 obsahujicim 0,192 M Glycin a 0,25 M metanol (déale ptenosovy pufr). Po provedeni
elektroforézy byl gel oplachnut v destilované H,O a pfilozen na membranu a spolu byly
vlozeny do pfenosového setu Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Herculles,
CA, USA), ktery byl naplnén pfenosovym pufrem a pfipojen ke zdroji napéti. Pienos
probihal 12 hod pfi t =4 °C a I = 50 mA. Kontrola pfenosu proteinli na membranu byla
provedena barvenim membrany v 1% (w/v) roztoku Ponceau S v 1% (v/v) HCI; barvivo
bylo poté odstranéno promyvanim v destilované¢ H,O a membrana byla vysuSena mezi
filtratnimi papiry a zamraZzena, nebo pouzita pro okamzitou detekci pomoci

biotinylovanych proteint.

2.2.11. Detekce proteinii na nitrocelulosové membrané pomoci biotinylovanych

proteint

Roztoky:

e smés A: 1 % (w/v) perboritan sodny, 0,1 % (w/v) CoCl,, 0,02 M kyselina octova, 0,06 M
Na,HPO,.12 H,0; pH= 5,5

e smés B: 20 % (w/v) 4 — chlor — 1 — naftol /DMF

Nejdiive byla membrana inkubovéana na tifepacce 1 hod v 1% (w/~v) BSA / TBS a
nasledné byla 3 x 1 min promyta 0,1 % (v/v) roztokem TWEEN 20 / TBS. Poté byla
membrana inkubovana 30 min s roztokem biotinylovaného proteinu v TBS (0,1 mg/ml), a

opét promyta 3 x 1 min 0,1 % (v/v) roztokem TWEEN 20 v TBS. Nasledn¢ byla
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membrana inkubovana v roztoku avidin — peroxidasy v TBS (1 pg /ml) a promyta 3 x 1
min 0,1 % (v/v) roztokem TWEEN 20 v TBS. Pfitomnost komplexti avidin peroxidasy
s biotinylovanymi  proteiny byla detekovana na nitrocelulosové membrané¢ pomoci
substrat peroxidasy. Smési A a B byly smichany v poméru 200 : 1 tésné€ pfed pouzitim a
membrana byla inkubovana v tomto roztoku za tfepani, nez se zaCaly na membrané

objevovat barevné skvrny. Reakce byla zastavena vyndanim membrany z média.

2.2.12. Hmotova spektroskopie

Proteolytické §tépeni separovanych proteinovych zon a MALDI-TOF MS/MS analysa
byly provedeny RNDr. Petrem Ptikrylem, PhD, z Ustavu patologické fyziologie a CEH, 1.
1ékatské fakulty UK v Praze.

Kratké shrnuti postupu: frakce apikalnich membranovych proteinti hovéziho oviduktu
byla separovéana na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS a gel byl obarven pomoci
0,5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250. Prouzky proteintl, uréené k MALDI-TOF MS
analyze, byly z obarveného gelu vyfiznuty skalpelem, odbarveny v 50% ACN v 25 mM
NH4HCOs a vzorky byly vysuseny. Po redukci a alkylaci, vzorky byly $tépeny trypsinem
podle postupu popsaného Emmerovou ¢,

Peptidy byly nasledné purifikovany z okyselené reakéni smési na Spickach s C18 fazi a
podrobeny MALDI-TOF/TOF MS analyze. Analyza peptidii po IMAC byla provedena na
MALDI-TOF/TOF (matrix assisted laser desorption ionization — time-of-flight/time-of-
flight) hmotnostnim spektrometru Autoflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics, Brémy,
Némecko). Tento pfistroj je vybaven dusikovym laserem o vlnové délce 337 nm a
FlexControl softwarem. Pro zpracovani dat byl pouzit software FlexControl. Pfistroj byl
pfed méfenim externé kalibrovan peptidovym kalibracnim standardem (Bruker Daltonics,
Brémy, Némecko) obsahujicimi angiotensin I, angiotensin II, substanci P, bombesin,
ACTH (1-17), ACTH (18-39) a somatostatin 28.

Na AnchorChip ter¢ik (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) bylo napipetovano 0,5 pl
roztoku matrice (5 mg 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny rozpusténé v 1 ml 0,1% TFA
obsahujici 1% kyselinu fosforec¢nou a 30% ACN) a ponechano pii pokojové teploté odpatit
do sucha. Poté bylo pfidano 0,5 pl vzorku nebo standardu a také bylo ponechdno odpatit do
sucha pii pokojové teploté. Tercik byl nédsledné vlozen do hmotnostniho spektrometru a

peptidy byly podrobeny MS/MS analyze.
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Programy FlexAnalysis a BioTools (Bruker Daltonics, Germany) spolu s databazi
Swiss-Prot (SIB, Geneva, Svycarsko) byly pouzity k identifikaci peptidti z naméfenych
MALDI-TOF a MALDI-TOF/TOF spekter. Byly pouzity nasledujici vyhledavaci
parametry: tolerance hmotnosti peptidu - 150 ppm a tandemové tolerance hmotnosti — 0,7

Da, enzym —trypsin, ,,missed cleavage* - 3.

2.2.13.  Stanoveni antimikrobidlni aktivity proteini vgelu po provedeni

polyakrylamidové elektroforézy v pritomnosti SDS

Analyza antimikrobialni aktivity proteinli po provedeni elektroforézy v ptfitomnosti
SDS byla provedena MUDr. Tomasem Kasparem z Fakultni Thomayerovy nemocnice
v Praze.

Kratké shrnuti postupu: gel byl ekvilibrovan 4 x 10 min v promyvacim roztoku
130 mM NaCl, nasledn¢ byl saturovan kultivatnim mediem (masopeptonovy bujon
s ptidavkem glukosy) 3 x 10 min (100 ml) a pak byl pfilozen na 1,5 % (w/v) agar s 0,05%
(v/v) fenolftaleinem; pH 9, ktery byl pfed ptilozenim gelu naockovan prevrstvenim 2 ml
kultury Micrococcus luteus (400 000 bun¢k /ml). Poté byl gel inkubovan 36 hod pti 36 °C,
dokud nedoslo k acidifikaci agaru (zména barvy fenolftaleinu). Antimikrobidlni aktivita

byla detekovana v misté, kde k acidifikaci nedoslo.

2.2.14.  Stanoveni antimikrobiidlni aktivity proteini pomoci sledovani ovlivnéni

ristové krivky

Analyza antimikrobialni aktivity proteinli po provedeni elektroforézy v ptfitomnosti
SDS byla provedena MUDr. TomaSem KaSparem z Fakultni Thomayerovy nemocnice
v Praze.

Kratké shrnuti postupu: po provedeni elektroforézy v pritomnosti SDS (kap. 2.2.9,
str. 23) byl vyfiznut prouzek gelu s proteiny s predpoklddanou antimikrobidlni aktivitou a
tento prouzek byl promyvan 6 x 5 min v 130 mM NaCl, mechanicky Spachtli rozmélnén a
inkubovan ve 130 mM NaCl 12 hod pii 4 °C. Poté byl roztok piefiltrovan pies papirovy
filtr a byla zmétena jeho absorbance pii 280 nm.

Ke kultivatnimu mediu (masopeptonovy bujon s pfidavkem glukosy) v mikrotitracni
desti¢ce s kulturami Escherichia coli a Candida albicans (10 bun¢k / ul média) a ke

kultiva¢nimu mediu pro rist eukaryotickych bun€k s fetdlnim sérem s kulturou HeLa
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bunék infikovanych Chlamydia trachomatis (5 bun€k / pul média) byl pfidan roztok
proteini extrahovanych z gelu tak, aby vyslednda koncentrace proteini urena dle
absorbance pti 280 nm byla 0, 1, 3, 10, 33 a 100 pg/ml (tab. 3, str. 27). Desticka byla
inkubovéna na tiepacce pii 37 °C 48 hod v ptipadé¢ E. coli a 76 hod v ptipad¢ C.albicans
a Ch. trachomatis a kazdé 4 hodiny byla métena absorbance pii 405 nm. Jako kontrola pro

Ch. trachomatis slouZzily neinfikované HeLa bunky.

Tabulka 3.: SloZeni kultiva¢nich smési pro stanoveni antimikrobialni a fungicidni aktivity proteini

Koncentrace Kultivaéni Bunécna Roztok proteinii
proteinii [pg/ml] medium [pl] kultura [pl] [pl] Destilovand voda [ul]

0 170 10 0 20
1 170 10 0,2 19,8

3 170 10 0,7 19,3

10 170 10 2 18

33 170 10 7 13

100 170 10 20 0
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3. Vysledky

3.1. Izolace ligandu pro pfipravu afinitnich chromatografickych nosici

Jako ligandy pro afinitni separaci komponent oviduktu potencidln€ odpovédnych za
tvorbu rezervoaru spermii byly zvoleny dvé frakce proteini by¢i semenné plasmy

ziskané raznymi postupy:

a) kompletni neseparované proteiny by¢i semenné plasmy ziskané dialysou

ejakulatu a lyofilizact;

b) fosforylcholin vézajici frakce proteind by¢i semenné plasmy separovand pomoci
afinitni chromatografie na imobilizovaném heparinu a néaslednou eluci roztokem

fosforylcholinu "

3.1.1. Separace by¢i semenné plasmy na polyakrylamidovém nosi¢i obsahujicim

imobilizovany heparin

Fosforylcholin vazajici frakce proteinii by¢i semenné plasmy byla separovdna pomoci
afinitni chromatografie na polyakrylamidovém nosic¢i obsahujicim imobilizovany heparin a
naslednou eluci adsorbovanych proteini roztokem fosforylcholinu. Druha frakce
proteinli interagujicich s imobilizovanym heparinem byla pak ziskana eluci 3M NaCl.
Priitbéh chromatografie je znazornén na obr. 3 (str. 29). SloZeni separovanych frakci bylo
analyzovano pomoci elektroforézy v pfitomnosti SDS (obr. 4, str. 29). Fosforylcholin
vazajici frakce proteinli obsahovala hlavné dva proteiny o M, ~ 15 000 a M, ~ 29 000.
Z porovnani s literdrnimi udaji vyplyva, ze se z nejvétsi pravdépodobnosti jedna o proteiny

ozna¢ované BSP-A1/A2 (PDC-109) 7' a BSP 30 kDa ** 7" 2.
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Obrazek 3 .: Afinitni chromatografie proteinii by¢i semenné plasmy na polyakrylamidovém nosici
obsahujicim imobilizovany heparin. Chromatografie byla provedena dle kap.2.2.2 (str. 19); proteiny
adsorbované na afinitni nosi¢ byly eluovany 10 mM roztokem fosforylcholinu a 3 M NaCl; A — absorbance

méfena pii 280 nm.
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Obrazek 4.: Polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti SDS proteinovych frakci ziskanych afinitni
chromatografii proteini hovézi semenné plasmy na imobilizovaném heparinu. Elektroforéza byla
provedena dle kap. 2.2.9 (str. 23) za neredukujicich podminek. Bylo nanaseno 20 pg vzorki na jamku a 5 pg
standardu na jamku. Jako standard M, byl pouzit monomer lysozymu a jeho oligomery; Lys — oligomery
lysozymu; BSP — neseparované proteiny byc¢i semenné plasmy; H™ - heparin nevazajici frakce by¢i semenné
plasmy, F — fosforylcholin vazajici frakce proteini by¢i semenné plasmy ziskand eluci adsorbovanych

proteint roztokem fosforylcholinu, ; H'y — heparin vézajici frakce by¢i semenné plasmy eluovana 3 M NaCl
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3.1.2. Priprava sorbenti pro afinitni chromatografii

Izolované proteinové frakce obsahujici jednak neseparované proteiny byc¢i semenné
plasmy a fosforylcholin vézajici frakce proteinli semenné plasmy obsahujici proteiny
PDC-109 a BSP 30 kDa byly imobilizovany na CNBr aktivovanou Sepharosu. Pfipravené

afinitni nosice byly v dalSich pokusech pouzity k separaci komponent hovéziho oviduktu.

3.2. Separace membranovych proteini hovéziho oviduktu

Pro studium tvorby rezervoaru spermii v oviduktu a identifikaci a charakterizaci
receptori byc¢ich  spermii na oviduktdlnim epithelu byly pfipraveny dva preparaty

membranovych proteini hovéziho oviduktu:

a) frakce membranovych proteinti epithelu oviduktu — ziskana extrakci
epithelialnich bun¢k oviduktu Hepes pufrem pH 7.4 obsahujicim 0,1 % (v/v)
Tritonu X - 100;

b) frakce apikalnich membranovych proteinii oviduktu ** - pfipravena extrakci
epithelialnich bunék oviduktu v pfitomnosti mannitolu a EGTA. Stejnym
zpusobem piipraveny preparat apikdlnich membranovych proteinti oviduktu byl
pouzit ke studiu oviduktalnich receptort pro proteiny nachazejici se na povrchu

bygich spermii Ignotzem et al. *°

3.2.1. Separace komponent oviduktu interagujicich s proteiny by¢i semenné

plasmy

3.2.1.1.  Afinitni chromatografie celkovych membranovych proteini isthmické ¢asti

oviduktu

Interakce  slozek komponent frakce membranovych proteinii epithelu oviduktu
s proteiny nachazejicimi se na povrchu byc¢ich spermii byla sledovdna pomoci afinitni

chromatografie na dvou pfipravenych nosi¢ich obsahujicich imobilizované jednak
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fosforylcholin vazajici proteiny semenné plasmy a jednak neseparované proteiny byc¢i

semenné plasmy.

Afinitni chromatografie celkovych membranovych proteint isthmické ¢asti oviduktu
na Sepharose obsahujici imobilizované neseparované proteiny by¢i semenné plasmy byla
pouzita k odd¢leni komponent oviduktu s afinitou k proteinim by¢i semenné plasmy.
Pribéh afinitni chromatografie je zndzornén na obr.5 (str. 31). Byly ziskany tfi frakce:
proteinova frakce, kterd neinteragovala s imobilizovanym ligandem, frakce eluovana
roztokem EGTA a frakce vymyta 3 M NaCl. SloZeni jednotlivych frakci bylo
analyzovano pomoci polyakrylamidové elektroforézy v ptitomnosti SDS (obr. 6, str. 32).
Ve frakci kterd se na nosi¢ neadsorbovala, byly detekovany proteiny rizné M,, které se
pohybovaly v rozmezi 14 500 — 70 000. Ve frakcich eluovanych roztokem 5 mM EGTA a
3 M NaCl nebyly pii elektroforéze v prostfedi SDS detekovany zZadné proteiny.

3
5 mM EGTA 3 M NaCl
25 1
2 4
A 15
14
05 1
0 oo é ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : o o soette
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Obrazek S5.: Afinitni chromatografie celkovych membranovych proteini isthmu hovéziho oviduktu
na Sepharose obsahujici imobilizované neseparované proteiny byc¢i semenné plasmy. Chromatografie
byla provedena dle 2.2.7.2 (str. 21); afinitni chromatografii byl separovan supernatant ziskany z hovézich
ovidukti dle kap. 2.2.5 (str. 20); adsorbované frakce byly eluovany 5 mM roztokem EGTA a 3 M NaCl; A —

absorbance métena pii 280 nm.
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Obrazek 6.: Polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti SDS proteinovych frakci ziskanych afinitni
chromatografii celkovych membranovych proteint isthmu hovéziho oviduktu na Sepharose obsahujici
imobilizované neseparované proteiny by¢i semenné plasmy Elektroforéza byla provedena dle kap. 2.2.9
(str. 23) za neredukujicich podminek. Bylo nandSeno 300 pg vzorkd na jamku a 5 pg standardu lysozymu.
Lys — oligomery lysozymu ; B™ - frakce, ktera se na afinitni nosi¢ neadsorbovala; ; B'g — frakce eluovani

5 mM EGTA; B — frakce eluovana 3 M NaCl.

Afinitni chromatografie celkovych membranovych proteint isthmické ¢asti oviduktu
na Sepharose obsahujici imobilizovanou fosforylcholin vazajici frakci proteindt byci
semenné plasmy byla pouzita k separaci komponent oviduktu s afinitou predevsim k PDC
109 a BSP 30 kDa, které jsou hlavnimi slozkami imobilizované¢ho ligandu. Prib¢h
chromatografie je zndzornén na obr. 7 (str. 33). Byly ziskany tii frakce: frakce, ktera se na
afinitni nosi¢ neadsorbovala, frakce eluovand 5 mM EGTA a 3 M NaCl. Polyakrylamidova
elektroforéza ptfitomnosti SDS frakei ziskanych afinitni chromatografii je ukazana
na obr. 8 (str. 33). Stejné¢ jako v pfedchozim piipad¢ obsahovala proteiny pouze frakce,
ktera se na nosi¢ neadsorbovala. Ve frakcich eluovanych z afinitniho nosice 5 mM EGTA

a 3 M NaCl nebyly pfi elektroforéze v prostfedi SDS detekovany zadné proteiny.
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Obriazek 7.: Afinitni chromatografie celkovych membranovych proteini isthmu hovéziho oviduktu na
Sepharose obsahujici imobilizované fosforylcholin vazajici proteiny byc¢i semenné plasmy.
Chromatografie byla provedena dle 2.2.7.3 (str.22); afinitni chromatografii byl separovan supernatant
ziskany z hovézich oviduktd dle kap. 2.2.5 (str. 20); adsorbované frakce byly eluovany 5 mM roztokem

EGTA a3 M NaCl; A — absorbance méfena pii 280 nm.
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Obrizek 8.: Polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti SDS proteinovych frakei ziskanych afinitni
chromatografii celkovych membranovych proteint isthmu hovéziho oviduktu na Sepharose obsahujici
imobilizované fosforylcholin vazajici proteiny by¢i semenné plasmy Elektroforéza byla provedena dle
kap. 2.2.9 (str. 23) za neredukujicich podminek. Bylo nanaseno 300 ug vzorkt na jamku a 5 pg standardu
lysozymu. Lys — oligomery lysozymu; F ™ - frakce, ktera se na afinitni nosi¢ neadsorbovala, ; F'g — frakce

eluovana 5 mM EGTA; F'y —frakce eluovana 3 M NaCl
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3.2.1.2. Afinitni chromatografie apikalnich membranovych proteini isthmické

¢asti oviduktu

Stejny ptistup jako v predchozim ptipadé byl zvolen pro studium moznych interakci
komponent apikalnich membranovych proteint isthmické ¢asti oviduktu.

Afinitni chromatografie na Sepharose obsahujici imobilizované neseparované
proteiny by¢i semenné plasmy byla pouzita k separaci apikalnich membranovych proteinti
hovéziho oviduktu Prabéh chromatografie je znazornén na obr. 9 (str. 34). Byly ziskéany tfi
frakce — frakce, kterd se na afinitni nosi¢ za danych podminek neadsorbovala, frakce
eluovana
5 mM EGTA a frakce eluovana 3 M NaCl. Proteinové sloZeni jednotlivych frakci bylo
sledovano polyakrylamidovou elektroforézou v prostfedi SDS. Ve frakcich eluovanych

z afinitniho nosice nebyly detekovany zadné proteiny.

0,12
5mM EGTA 3 M NaCl
0,1
0,08 -

A 0,06 -

0,04

0,02

0 ‘ T T T T T
0 20 40 60 80 100
V [ml]

Obrazek 9.: Afinitni chromatografie apikalnich membranovych proteinid isthmu hovéziho oviduktu
na Sepharose obsahujici imobilizované neseparované proteiny by¢i semenné plasmy. Chromatografie
byla provedena dle 2.2.7.2 (str. 21); afinitni chromatografii byl separovan sediment ziskany dle kap. 2.2.6
(str. 21); adsorbované proteiny by eluovany 5 mM EGTA a 3 M NaCl; A — absorbance méfena pifi 280 nm.

Afinitni chromatografie na Sepharose obsahujici imobilizovanou fosforylcholin
vazajici frakci proteini by¢i semenné plasmy byla pouZzita k separaci apikalnich
membranovych proteinil isthmu oviduktu. Priibéh chromatografie je znazornén na obr. 10

(str. 35). Byly ziskany tfi frakce — frakce, kterd na afinitni nosi¢ nebyla adsorbovana, ,
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frakce eluovana 5 mM EGTA a frakce eluovand 3 M NaCl. Proteinové slozeni
jednotlivych frakci bylo sledovano polyakrylamidovou elektroforézou v prostiedi SDS. Ve

frakcich eluovanych z afinitniho nosice nebyl detekovany zadné proteiny.
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Obriazek 10.: Afinitni chromatografie apikalnich membranovych proteinta isthmu hovéziho oviduktu
na Sepharose obsahujici imobilizované fosforylcholin vazajici proteiny by¢i semenné plasmy
Chromatografie byla provedena dle 2.2.7.3 (str.22); afinitni chromatografii byl separovan sediment ziskany
dle kap. 2.2.6 (str. 21); adsorbované proteiny by eluovany 5 mM EGTA a 3 M NaCl; A — absorbance méfena
pfi 280 nm.

3.3. Identifikace a ¢aste¢na charakterizace oviduktalnich proteint

V pribéhu charakterizace komponent oviduktu podilejicich se na tvorbé oviduktalniho
rezervoaru spermii byly ve frakci apikalnich membréanovych proteinti isthmické casti
hovéziho oviduktu detekovany dalsi proteiny pfitomné v této frakci ve vétSim mnozstvi.
Polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti SDS apikalnich membranovych proteinti
hovéziho oviduktu je ukdzana na obr. 11 (str. 36). Pozornost byla vénovana ctyfem

proteinovym zé6nam o M, ~ 15 500— 18 500.
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Obriazek 11.: Polyakrylamidova elektroforéza v piitomnosti SDS apikalnich membranovych proteint
isthmu hovéziho oviduktu. Proteiny byly izolovany dle kap. 2.2.6 (str. 20); elektroforéza byla provadéna dle
kap. 2.2.9 (str. 23) za neredukujicich podminek. Nanaseno bylo 10 pl vzorku P, a 5 ug standardu lysozymu.
Lys — oligomery lysozymu; P ;—sediment frakce apikalnich membranovych proteint po centrifugaci pti 3000

x g, 15 min pti 4 °C.

3.3.1. Identifikace ¢ty komponent frakce apikalnich membranovych proteini

hovéziho oviduktu pomoci MALDI-TOF MS/MS analyzy

Pro identifikaci proteinovych zon (polyakrylamidové elektroforéza v pfitomnosti SDS
ve vzorku apikalnich membranovych proteinti hovéziho oviduktu byly tyto zény z gelu
vyfiznuty a proteiny proteolyticky $tépeny pomoci trypsinu. Poté byly smési peptidi
odpovidajici zonam s M, 15 500, 17 500, 18 000, 18 500 (obr. 11, str. 36) podrobeny
MALDI-TOF MS/MS analyze. Grafy spekter ziskanych MALDI-TOF MS/MS analyzou
jsou znazornény na obr. 12 (str. 37)(zéna 1), obr. 13 (str. 37) (zona 2), obr. 13 (str. 38)
(zbéna 3) a obr. 14 (str. 38) (z6na 4). Vysledky MALDI-TOF MS/MS analyzy jsou shrnuty
v tab. 4 (str. 39). Programy FlexAnalysis a BioTools (Bruker Daltonics, Germany) spolu s
databazi Swiss-Prot (SIB, Geneva, Svycarsko) byly pouzity k identifikaci peptidtL.

Proteolytické Stépeni separovanych proteinovych zon a MALDI-TOF MS/MS analyza
byly provedeny RNDr. Petrem Piikrylem, Ph.D. z Ustavu patologické fyziologie a CEH, 1.
1ékatské fakulty UK v Praze.

Z uvedenych vysledkih MS analyzy jednoznacn€¢ vyplyva, ze 4 proteinové zdény

R4
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apikalnich membranovych proteini hovéziho oviduktu odpovidaji ctyfem hovézim

histoniim: H4, H2A typ 2C, H2B typ 1K a H 3.3. (tab. 4, str. 39).
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Obrizek 12.: MALDI-TOF MS analyza proteolytické smési peptidu ziskané Stépenim proteinové

zomy 1 (obr. 11, str. 36) trypsinem
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Obrazek 13.: MALDI-TOF MS analyza proteolytické smési peptidi ziskané $t€épenim proteinové

zony 2 (obr. 11, str. 36) trypsinem
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Obrazek 14.: MALDI-TOF MS analyza proteolytické smési peptidi ziskané $t€épenim proteinové

zony 3 (obr. 11, str. 36) trypsinem
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Obrazek 15.: MALDI-TOF MS analyza proteolytické smési peptidi ziskané $tépenim proteinové

zony 4 (obr. 11, str. 36) trypsinem
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Tabulka 4.: SlozKky identifikované MALDI-TOF MS/MS analyzou proteolytické smési peptidi

ziskanych $tépenim proteinovych zoén (obr. 11, str. 36) trypsinem

Zoéna m/z Umisténi Sekvence identifikovanych peptidi | Identifikované slozky
M,) peptidu
1 989.5778 61-68 VFLENVIR Histon H4, Bos taurus

(15500) | 1325.7535 25-36 DNIQGITKPAIR
1481.8546 25-37 DNIQGITKPAIRR
2105.1025 61-78 VFLENVIRDAVTYTEHAK

2 944.5312 22-30 AGLQFPVGR Histon H2A typ 2-C, Bos

(17300) 6920027 | 8396 | HLOLAIRNDEELNK taurus

1931.1687 101-119 VTIAQGGVLPNIQAVLLPK

3 901.5002 81-87 LAHYNKR Histon H2B typ 1-K, Bos
(18 000) 953.6029 101-109 LLLPGELAK taurus
1137.5462 36-44 ESYSVYVYK

1777.94 110-126 HAVSEGTKAVTKYTSAK

4 42-50 YRPGTVALR Histon H3.3, Bos taurus
(18 500) 74-84 EIAQDFKTDLR
38-50 KPHRYRPGTVALR

3.3.2. Komponenty hovézi oviduktalni tekutiny

Oviduktalni tekutina hraje pravdépodobné dulezitou roli pfi vazebnych interakcich ,
které se odehravaji mezi povrchovymi komponentami spermie a oviduktem, jak bylo na
piiklad prokazano v piipadé prase¢iho modelu .

Polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti SDS byla pouzita pro porovnani
proteinového sloZzeni apikalnich membranovych proteinti hovéziho oviduktu a proteinti
obsazenych v oviduktalni tekutiné€. Vysledek elektroforézy je ukazan na obr.16 (str. 40).

Ze srovnani vyplyva, ze analogické proteinové zony jako proteinové zény ve frakci
apikalnich membranovych proteini oviduktu, které odpovidaji identifikovanym hovézim
histonim (H4, H2A typ 2C, H2B typ 1K a H 3.3), byly detekovéany také v oviduktalni

tekuting.
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Obrizek 16.: Polyakrylamidova elektroforéza v piitomnosti SDS apikalnich membranovych proteini
isthmu hovéziho oviduktu a proteini hovézi oviduktalni tekutiny. Membranové proteiny byly izolovany
dle kap.2.2.6. (str. 20); proteiny oviduktalni tekutiny byly izolovany dle kap. 2.2.3. (str. 20); elektroforéza
byla provadéna dle kap. 2.2.9. (str. 23) za neredukujicich podminek. Nanaseno bylo 10 ul vzorku P, 100 ug
vzorku OT a 5 ug standardu lysozymu. Lys — oligomery lysozymu; P —sediment frakce apikalnich

membranovych proteinti po centrifugaci pii 3000 x g, 15 min pfi 4 °C. ; OT — proteiny oviduktalni tekutiny

3.3.3. Vazebné interakce komponent frakce apikilni membranovych proteini

hovéziho oviduktu a proteinu v oviduktalni tekutiné

Jednim zprvnich krokli k zjisténi mozné funkce histonti ve frakci apikdlnich
membranovych proteinit hovéziho oviduktu a hovézi oviduktalni tekutiné je urceni jejich
vazebnych interakci s pfedpoklddanymi komponenty, které se vyskytuji na povrchu
spermie, pii tvorbé rezervoaru spermii. K tomuto ucelu byla pouzita specifickd detekce
elektroforeticky separovanych proteinii po pieneseni na nitrocelulosovou membranu
pomoci biotinylovanych frakei proteinti by¢i semenné plasmy. Nitrocelulosové membrany
byly detekovany jednak pomoci biotinylovanych neseparovanych proteinii by¢i semenné
plasmy a jednak pomoci fosforylcholin vézajici frakce proteinit by¢i semenné plasmy.
Vysledky specifické detekce komponent frakce apikdlnich membranovych proteinti
hovéziho oviduktu jsou ukézany na obr. 17 (str. 41) a komponent oviduktalni tekutiny na

obr. 18 (str. 42). V ptipad¢ obou testovanych vzorka (frakce apikalnich membranovych

protein isthmu oviduktu a proteiny oviduktalni tekutiny) byla detekovéna positivni
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interakce (v oblasti M, 15500 — 18 500) jak v ptipad¢ biotinylovanych proteinii byci
semenné plasmy tak fosforylcholin vazajici frakce byci semenné plasmy.

Vedle toho byl pouzit biotinylovany lektin ze semen Lotus tetragonolobus pro detekci
mozné pfitomnosti a-L-fukosylovych zbytkli vdzanych na komponenty studované
membranové frakce (viz obr. 17, str. 41) a oviduktalni tekutiny (viz obr. 18 str. 42).

Pozitivni detekce pomoci znaceného lektinu byla pozorovana v oblasti M, odpovidajicich

histontim .
Lys Biot—BSP Biot-F Biot- LTL
T
29 000 »
18 500 (Histon H3.3)
« 18000 (Histon H2B typ 1-K)

™\15 500 (Histon H4)

Obrazek 17.: Vazebné interakce frakce apikalnich membranovych proteint isthmu hovéziho oviduktu
po elektroforetické separaci a pFeneseni na nitrocelulosovou membranu s biotinylovanymi
neseparovanymi proteiny by¢i semenné plasmy (BSP) , biotinylovanymi proteiny fosforylcholin
vazajici frakce by¢i semenné plasmy (F) a biotinylovanym lektinem LTL. Lys — oligomery lysozymu

(zény detekovany barvenim nitrocelulosové membrany v 1 % (w/v) HCI obsahujici 1 % (w/v) Ponceau S)
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Lys Biot-BSP Biot-F  Biot - LTL
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Obrizek 18.: Vazebné interakce komponent hovézi oviduktalni tekutiny po elektroforetické separaci a
pi‘eneseni na nitrocelulosovou membranu s biotinylovanymi neseparovanymi proteiny by¢i semenné
plasmy (BSP) , biotinylovanymi proteiny fosforylcholin vazajici frakce by¢i semenné plasmy (F) a
biotinylovanym lektinem LTL. Lys — oligomery lysozymu (zony detekovany barvenim nitrocelulosové

membrany v 1 % (w/v) HCI obsahujici 1 % (w/v) Ponceau S)

3.34. Antimikrobialni aktivita oviduktalnich proteint

Z reprodukéniho systému slepice (vajeCniky, tkdné¢ oviduktu) byly isolovany dva
peptidy, které byly identifikovany jako histony HI1 a H2B. Isolované peptidy vykazovaly
vyraznou antimikrobidlni aktivitu jak proti Gram-pozitivnim tak proti Gram-negativnim
bakteriim ™ a autofi predpokladaji, ze hraji dilezitou roli v ochrané reprodukéniho
systému u slepic.

Pfitomnost histoni s antimikrobidlni aktivitou v hovézim reprodukénim systému
nebyla dosud popsana. Ztohoto divodu byla testovana antimikrobidlni aktivita
proteinovych komponent ptitomnych jak ve frakci apikalnich membranovych proteind tak
v oviduktalni tekutiné. Antimikrobidlni aktivita byla testovana s pouzitim M.luteus kultury
piimo v gelu po polyakrylamidové elektroforéze v pritomnosti SDS a s pouzitim E. coli a
Ch. trachomatis kultur po extrakci z polyakrylamidového gelu po elektroforetické separaci.
Z gelu extrahované proteiny byly také testovany na fungicidni aktivitu s pouzitim

C. albicans kultury.
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3.3.4.1. Antimikrobialni aktivita proteinii po separaci pomoci polyakrylamidové

elektroforézy v pritomnosti SDS

Pro stanoveni mozné antimikrobialni aktivity oviduktalnich proteinti byla provedena
detekce této aktivity na kultufe M. luteus v gelu po provedeni elektroforézy v ptitomnosti
SDS. Vysledky analyzy antimikrobidlni aktivity jsou znazornény na obr. 19 (str. 43) pro
frakci apikdlnich membranovych proteinit oviduktu a na obr. 20 (str. 44) pro proteiny
oviduktalni tekutiny.

Analyza antimikrobialni aktivity proteinti byla proveden MUDr. Tomasem KasSparem
z Fakultni Thomayerovy nemocnice.

V ptipad€ obou testovanych vzorkl tedy frakce apikalnich membranovych proteint i
proteinti obsazenych v oviduktalni tekutin¢ doslo k inhibici rstu kultury M. luteus hlavné

v oblasti pohybujici se v rozmezi M, 12 — 20 000.

CBB antibakterialni aktivita

18 500 \
18 000 ~_

T Sblistiaii it
17 000 —" M. luteus
15500~

Obriazek 19.: Analyza antimikrobidlni aktivity ve frakci apikalnich membranovych proteini oviduktu
po separaci pomoci polyakrylamidové elektroforesy v pritomnosti SDS. Elektroforéza byla provadéna
dle kap. 2.2.9. (str. 23) za neredukujicich podminek. CBB— frakce apikalnich membranovych proteint (10
pl) , gel obarven nespecificky (Coomassie Briliant Blue); pro stanoveni antimikrobidlni aktivity naneseno

300 wl vzorku po celé zbyvajici Sifce gelu
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CBB antibakterialni alketivita

18 000 ~,

17 000 —"
15 500

oblast inhibice mistu
M. luteus

Obrazek 20.: Analyza antimikrobiidlni aktivity proteini oviduktilni tekutiny po separaci pomoci
polyakrylamidové elektroforesy v pritomnosti SDS. Elektroforéza byla provadéna dle kap. 2.2.9. (str. 23)
za neredukujicich podminek. CBB- proteiny oviduktalni tekutiny (10 pg) , gel obarven nespecificky
(Coomassie Briliant Blue); pro stanoveni antimikrobialni aktivity naneseno 300 ug vzorku po celé zbyvajici

Sifce gelu
3.3.4.2. Antimikrobialni aktivita proteinii uréena pomoci sledovani ristové krivky

Kultury E. coli, C, albicans a Ch. trachomatis byly pouzity pro sledovani mozné
antibakterialni a fungicidni aktivity komponent apikalnich membranovych proteint
oviduktu po jejich separaci pomoci polyakrylamidové elektroforesy v pritomnosti SDS a
extrakci z gelu: z gelu byly extrahovany proteiny odpovidajici pohyblivosti histoniim (obr.
11, str. 36). Grafy inhibice riistu patogenll jsem znézornény na obr. 21 (str. 45) pro E. coli,
obr. 22 (str. 45) pro Ch. trachomatis a obr. 23 (str. 46) pro C. albicans.

Analyza antimikrobialni aktivity proteinti byla proveden MUDr. Tomasem Kasparem
z Fakultni Thomayerovy nemocnice.

U kultur E. coli a Ch. trachomatis doslo se vzriistajici koncentraci proteint k poklesu
rustu obou kultur. U kultury C. albicans byl rist se vzristajici koncentraci proteinti rovnéz
inhibovan, ale v men$i mife nez u prokaryotickych patogenti. Z vysledkii analyzy
antimikrobidlni aktivity frakce apikdlnich membrénovych proteini vyplyva, ze tyto
proteiny potlacuji riist béznych prokaryotickych patogent (E. coli, Ch. trachomatis),

ovSem rust eukaryotickych bun¢k (C. albicans) je potlaCovan omezeng.
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Obriazek 21.: Ristové kiivky E. coli v zavislosti na rtzné koncentraci apikalnich membranovych
proteini isthmu hovéziho oviduktu. Metoda byla provedena dle kap. 3.3.4.2 (str. 44). V legend¢ jsou
uvedeny koncentrace analyzovanych proteind v kultivaénim médiu v pg/ml kultivaéniho média. A —

absorbance métena pii 405 nm (turbidimetrické métent)
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0,300 -
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0,250 1 —=— 1 ug/ml
0,200 - 3 ug/ml
A 10 ug/ml
0,150 1 —%— 33 ug/ml
0.100 4 —— 100 ug/ml
—+— kontrola
0,050 -
0,000 —— ———— ‘ — ‘ — — ‘ —
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76
¢as [hod]

Obrazek 22.: Ristové kiivky HeLa bunék infikovanych Ch. trachomatis v zavislosti na riazné
koncentraci apikdlnich membranovych proteinii isthmu hovéziho oviduktu. Metoda byla provedena dle
kap. 3.3.4.2 (str. 44). V legendé jsou uvedeny koncentrace analyzovanych proteinti v kultivacnim médiu

v ug/ml kultivaéniho média. A — absorbance métena pii 405 nm (turbidimetrické méteni)

45



—e— 0 ug/ml
—8— | ug/ml
3 ug/ml
10 ug/ml
—¥— 33 ug/ml
—e— 100 ug/ml

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76
¢as [hod]

Obrazek 23.: Riistové kiivky C. albicans v zavislosti na rizné koncentraci apikalnich membranovych

proteini isthmu hovéziho oviduktu. Metoda byla provedena dle kap. 3.3.4.2 (str. 44). V legend¢ jsou
uvedeny koncentrace analyzovanych proteini v kultivaénim médiu v ug/ml kultivacniho média.. A —

absorbance méfena pii 405 nm (turbidimetrické méteni)
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4. Diskuze

Reprodukce je rozsahly d¢j, kterého se ucastni nejen pohlavni buiiky, ale neméné
vyznamnou roli hraji i jednotlivé ¢asti rozmnozovacich ustroji samce 1 samice.
Ptredkladana prace je zamétena na studium ulohy nékterych slozek oviduktu a oviduktalni
tekutiny skotu v procesu fertilizace.

Ovidukt je pro fertilizaci vyznamnym mistem. Krom¢ samotného oplozeni v ném dochézi
k tvorbé oviduktalniho rezervoaru spermii, pfipravé gamet na oplozeni a také se v ném
uskuteciiuji prvni faze vyvoje embrya. Zarovei je producentem oviduktalni tekutiny, ktera

mé diky svému sloZeni (proteiny, Ziviny, ionty) "> "

také znacny vliv na Uspésné setkani
gamet.

Vazba spermii na epithel oviduktu v jeho isthmické c¢asti je v posledni dobé
intensivné studovana u rtznych druhli a vyfeSeni tohoto problému pfispéje k poznani
procesu reprodukce. Piesto, Ze jiz bylo publikovano mnoho studii na toto téma, neni
proces samotné vazby spermii na epithel oviduktu a jejich uvoliiovani z n¢j plné objasnén.
Mechanismus tvorby oviduktalniho rezervoaru je v dne$ni dobé¢ nejlépe prozkoumdm u
skotu a prasete.

U skotu bylo zjisténo, Ze se na tvorbé oviduktalniho rezervoaru podileji jednak
proteiny semenn¢ plasmy, které obaluji spermii pii ejakulaci a to BSP A1/A2 (PDC - 109)
» BSP A3 * a BSP 30 kDa *', a jednak proteiny vyskytujici se na apikalni strang oviduktu,

20,23

obsahujici L-fukosylové glykokonjugaty a e vazba mezi nimi je Ca >* - dependentni

24 vr . . f1 7 p . . cvwr
. DalSim krokem ve studiu tvorby oviduktalniho rezervoaru je izolace a blizsi

charakterizace oviduktalnich proteini, které se na této interakci podileji. Tyto proteiny *’
byly, separovany afinitni chromatografii na nosi¢ich s imobilizovanymi jednotlivymi
proteiny by¢i semenné plasmy a identifikovany hmotovou spektrometrii jako ANXA 1, 2,
4as.

V ptedkladané praci jsem se pokusila izolovat oviduktalni proteiny metodou dle Ignotz
et al. ® a porovnat ziskany preparat spreparatem izolovanym metodou separace
membranovych proteinii s pouzitim detergentu (Triton X-100). Ziskané preparaty se lisi
v obsahu a zastoupeni jednotlivych proteini, které bylo ovéfeno pomoci polyakrylamidové

elektroforézy v pfitomnosti SDS. Biotinylované¢ proteiny by¢i semenné plasmy
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interagovaly s proteinovymi zonami po elektroforetické separaci a pfeneseni na
nitrocelulosovou membranu; positivni interakce byla pozorovana v oblasti M, ~15 000 —
18 000. Otevienou otadzkou ziistava specifita této pozorované interakce.

U obou téchto preparatli jsme se nasledné pokusily separovat proteiny piimo se
podilejici na tvorbé oviduktalniho rezervoaru spermii pomoci afinitni chromatografie na
nosi¢ich obsahujicich imobilizované proteiny by¢i semenné plasmy: jako ligandy by
pouzity jednak neseparované proteiny byc¢i semenné plasmy a jednak fosforylcholin
vazajici frakce proteind, fosforylcholin vézajici frakce proteinli by¢i semenné plasmy
obsahuje nasledujici proteiny: pfedevsim PDC — 109 2971 3 v men3{ mife BSP 30 kDa ** ™"
7 Proteiny interagujici s navazanymi ligandy byly vymyvany roztokem EGTA a NaCl.
Ani vjedné ze Ctyi ziskanych frakei proteinli interagujicich s proteiny by¢i semenné
plasmy nebylo detekovano dostate¢né mnozstvi proteinti pro jejich charakterizaci. Jedno
zmoznych vysvétleni je denaturace proteinli v prubéhu separace nebo proteolytické

Stépeni, ke kterému mohlo dojit i pies pouziti inhibitorii proteas.

Ve frakci apikalnich membranovych proteint byly ve znacném mnozstvi detekovany
Ctyfi zony proteini o M, 15500 — 18 500 (obr. 11, str. 36). Pfitomnost protein
obdobnych M, byla detekovana také v oviduktalni tekutiné (obr. 16, str. 40). U obou
preparati byla metodou pienosu proteinii na nitrocelulosovou membranu po provedeni
elektroforézy v pfitomnosti SDS a naslednou detekci specifickych interakci
s biotinylovanymi proteiny analyzovana schopnost vadzat neseparované proteiny byci
semenné plasmy a proteiny fosforylcholin vazajici frakce by¢i semenné plasmy, jejichz
podil na tvorb& oviduktalniho rezervoaru je jiz znam > *-*'.

Dale bylo zjisténo, Ze proteinové zény pritomné v apikalni frakci membranovych
proteinli a oviduktalni tekutiné interaguji s biotinylovanym lektinem ze semen Lotus
tetragonolobus (obr. 17, str. 41 a obr. 18, str. 42) specifickym pro L-fukosylové zbytky.
Vyskyt L-fukosylovanych glykokonjugatti na povrchu isthmické ¢asti oviduktu a jejich
participace pii tvorb& oviduktalniho rezervoaru spermii byly popsany 2> *. Vzhledem
k témto vysledkiim, kdy elektroforeticky separované oviduktalni proteiny interagovaly jak
s biotinylovanymi proteiny by¢i semenné plasmy, tak s lektinem rozpozndvajicim L-
fukosu, lze usuzovat, ze 1 pfes to, Ze se tyto proteiny nepodafilo separovat pomoci
afinitnich chromatografii, je mozné, ze se urCitym zplsobem podileji na tvorbé

oviduktalniho rezervoaru ¢i dalSich pochodem dilezitych pfi reprodukci.
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Proteiny obsazené ve frakci apikdlnich membranovych proteini byly podrobeny
Stépeni trypsinem a nasledné MALDI-TOF MS/MS analyze, Z této analyzy vyplyva, ze
tyto Ctyii proteinové zony odpovidaji hovézim histonim H4, H2A typ 2C, H2B typ 1IK a H
3.3. . PfestoZe ani jeden z téchto histoni nema v genomu Bos Taurus signdlni sekvenci pro
export, byly histony identifikovany a detekovany ve zna¢nych koncentracich i v jinych
sekre¢nich tekutinach skotu: v mléce, slinach ”’. Srovnanim s literaturou bylo zjisténo, ze
histony (H1 a H2B) hraji dileZitou roli v sekretech vejcovodu slepice '*, kde svou
antimikrobidlni aktivitou pravdépodobné podporuji nespecifickou imunitu organu.

Antimikrobidlni aktivita proteini pfitomnych ve frakci apikélnich membranovych
proteini isthmu oviduktu a proteinii oviduktalni tekutiny skotu byla sledovdna pomoci
inhibice ristu mikrobidlni kultury M. luteus na agaru pod ptiloZzenym polyakrylamidovym
gelem po separaci proteinti elektroforézou v pfitomnosti SDS. Antimikrobidlni aktivita
byla v obou ptipadech detekovana v oblasti M, 12 000 -20 000 v niz se nalézaji zény
histont (obr. 19, str. 43 a obr. 20, str. 44).

Dale byla sledovana antimikrobialni aktivita proti béZznym patogeniim reprodukéniho
traktu a to metodou ovlivnéni riistové kiivky pro bakteridlni kultury E. coli a Ch.
trachomatis a kvasinkovou kulturu C. albicans. Zatimco eukaryotické organismy (obr. 23,
str. 46) na pritomnost proteinti odpovidajicich histonim v kultivacnim mediu v podstaté
nereagovaly zménou rustové kiivky, prokaryotické buiiky reagovaly jiz na koncentrace
3 pg/ml proteint v kultivacnim médiu (E. Coli; obr. 21, str. 45) a Ch. trachomatis, jakozto
intracelularni parazit eukaryotickych bunék, navic Siroce rozsifeny v chovech
(obr. 22, str. 45). Nalezena antimikrobialni aktivita histonii mize souviset s jejich roli pfi
ochran¢ povrchli a tekutin reprodukénich trakti kravy pied plisobenim patogennich

mikroorganismdi.
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5. Shrnuti vysledku

. Byly piipraveny dva afinitni nosi¢e obsahujici imobilizované proteinové slozky
by¢i semenné plasmy: jednak neseparované proteiny byc¢i semenné plasmy a jednak
frakei fosforylcholin vazajicich proteinli byc¢i semenné plasmy. Tyto afinitni matrice
byly poté pouzity pro studium interakci imobilizovanych ligandi se slozkami

oviduktalnich epithelt.

o Byly izolovany dva preparaty oviduktidlnich membranovych proteini oblasti
isthmu: celkové membranové proteiny a apikalni frakce membranovych proteinii. Tyto
membranové preparaty byly separovany pomoci afinitni chromatografie s pouZzitim
pfipravenych afinitnich nosi¢l. Afinitni chromatografie ani v jednom piipadé
neposkytla dostatené mnozstvi membranovych slozek interagujicich s afinitnimi

nosici pro dalsi studie.

. Ve frakci apikalnich membranovych proteint byly detekovany po elektroforetické
separaci Ctyfi proteinové zény o M, 15500, 17 500, 18 000 a 18 500, které byly
identifikovany pomoci MALDI — TOF MS/MS analyzy jako ¢tyfi hovézi histony: H4,
H2A typ 1-C, H2B typ 2K, H3.3.

. Proteinové zony identifikované jako hovézi histony po  separaci
polyakrylamidovou elektroforézou a po pifenosu na nitrocelulosovou membranu
interagovaly s biotinylovanymi neseparovanymi proteiny by¢i semenné plasmy a

fosforylcholin vazajicimi proteiny by¢i semenné plasmy.
. Tti z proteinovych zén odpovidajicich histonlim interagovaly po elektroforetické

separaci a preneseni na NC membranu s biotinylovanym lektinem ze semen Lotus

tetragonolobus specifickym pro L-fukosylové zbytky.
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U oviduktélnich histond byla sledovana jejich mozné antibakterialni a fungicidni
aktivita. Plsobenim oviduktdlnich histont doSlo k vyrazné inhibici riastu
prokaryotickych patogent (M. luteus, E. coli, Ch trachomatis), ale rust eukaryotickych
bunék (HeLa buiky, C. albicans) byl inhibovan minimalné. Vysledky ukazuji, Ze
oviduktalni histony se mohou podilet na nespecifické imunité reprodukéniho traktu

kravy.

V oviduktalni tekutiné byly po elektroforetické separaci detekovany proteinové
zony s M, odpovidajici histontim identifikovanym ve frakci apikalnich membranovych
proteinti. Proteiny pfitomné v oviduktalni tekutiné interagovaly také s biotinylovanymi
proteiny by¢i semenné plasmy a stejné tak s lektinem ze semen Lotus tetragonolobus.
Obdobn¢ jako histony z apikalni membranové frakce oviduktu proteiny oviduktalni
tekutiny inhibuji rast testovanych patogent. Vysledky ukazuji, ze se oviduktalni

histony se mohou vyskytovat v oviduktalni tekutin¢ skotu.
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