
IZOLACE A CHARAKTERIZACE PROTEINŮ 

OVIDUKTU PODÍLEJÍCÍCH SE NA TVORBĚ 

OVIDUKTÁLNÍHO REZERVOÁRU SPERMIÍ 

U SKOTU

Řešitel: Bc. Jana Kračmerová

Školitel: RNDr. Jiří Liberda, Ph.D.

UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

PRAHA 2010



2

Prohlašuji, že jsem tuto diplomovou práci vypracovala samostatně pod vedením 

školitele RNDr. Jiřího Liberdy, Ph.D. a všechny použité prameny jsem řádně citovala.

V Praze dne 30. 8. 2010                                                  Podpis:



3

Poděkování

Tímto bych chtěla poděkovat všem, kteří se jakkoliv podíleli na tvorbě mé diplomové 

práce, především mému školiteli RNDr. Jiřímu Liberdovi, Ph. D. za vedení mé práce, paní 

prof. RNDr. Marii Tiché, CSc. za pomoc s formálním zpracováním mé práce a ochotu 

poradit a Mgr. Tomáši Drábovi za vytvoření příjemné atmosféry a pomoc při práci. 

Dále bych chtěla poděkovat RNDr. Petru Přikrylovi, Ph. D. za vypracování metody 

MALDI – TOF MS/MS a MUDr. Tomáši Kašparovi za vypracování metod stanovujících 

antimikrobiální aktivitu proteinů. 

V neposlední řadě děkuji rodině.



4

Obsah

Abstrakt ................................................................................................................................7

Abstract.................................................................................................................................8

Seznam zkratek ....................................................................................................................9

1. Literární úvod ............................................................................................................10

1.1. Reprodukční systém savců...................................................................................10

1.2. Oviduktální rezervoár spermií a jeho funkce.......................................................12

1.2.1. Interakce spermie – ovidukt.........................................................................12

1.2.1.1. Komponenty povrchu býčí spermie účastnící se tvorby rezervoáru 

spermií .................................................................................................13

1.2.1.2. Komponenty hovězího oviduktu účastnící  se  tvorby rezervoáru 

spermií .................................................................................................14

1.2.2. Uvolňování spermií z rezervoáru.................................................................16

1.3. Cíl práce...............................................................................................................17

2. Materiál  a metody.....................................................................................................18

2.1. Materiál ................................................................................................................18

2.1.1. Biologický materiál......................................................................................18

2.1.2. Chemikálie ...................................................................................................18

2.2. Metody.................................................................................................................19

2.2.1. Preparát býčí semenné plasmy.....................................................................19

2.2.2. Separace fosforylcholin vázající frakce proteinů býčí semenné plasmy 

pomocí afinitní chromatografie na heparinu imobilizovaném na 

polyakrylamidovém gelu .............................................................................19

2.2.3. Oviduktální tekutina ....................................................................................20

2.2.4. Preparace epitheliálních buněk oviduktu.....................................................20

2.2.5. Izolace celkových membránových proteinů isthmické části oviduktu ........20

2.2.6. Izolace apikálních membránových proteinů isthmické části oviduktu........20

2.2.7. Afinitní chromatografie komponent oviduktu na imobilizovaných 

proteinech býčí semenné plasmy .................................................................21

2.2.7.1. Imobilizace proteinů býčí semenné plasmy na CNBr-Sepharosu .......21



5

2.2.7.2. Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické 

části oviduktu na neseparovaných proteinech býčí semenné plasmy 

imobilizovaných na Sepharose ............................................................21

2.2.7.3. Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické 

části oviduktu na fosforylcholin vázající frakci býčí semenné plasmy 

imobilizované na Sepharose ................................................................22

2.2.8. Biotinylace proteinů býčí semenné plasmy a lektinů ..................................22

2.2.9. Elektroforéza proteinů v přítomnosti dodecylsulfátu sodného ....................23

2.2.10. Přenos proteinů na nitrocelulosovou membránu .........................................24

2.2.11. Detekce proteinů na nitrocelulosové membráně pomocí biotinylovaných 

proteinů ........................................................................................................24

2.2.12. Hmotová spektroskopie ...............................................................................25

2.2.13. Stanovení antimikrobiální aktivity proteinů v gelu po provedení 

polyakrylamidové elektroforézy v přítomnosti SDS ...................................26

2.2.14. Stanovení antimikrobiální aktivity proteinů pomocí sledování ovlivnění 

růstové křivky ..............................................................................................26

3. Výsledky......................................................................................................................28

3.1. Izolace ligandů pro přípravu  afinitních chromatografických  nosičů .................28

3.1.1. Separace býčí semenné plasmy na polyakrylamidovém nosiči obsahujícím 

imobilizovaný heparin .................................................................................28

3.1.2. Příprava  sorbentů pro afinitní chromatografii ............................................30

3.2. Separace  membránových proteinů hovězího oviduktu.......................................30

3.2.1. Separace komponent oviduktu interagujících s proteiny býčí semenné 

plasmy..........................................................................................................30

3.2.1.1. Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické 

části oviduktu.......................................................................................30

3.2.1.2. Afinitní chromatografie apikálních membránových proteinů isthmické 

části oviduktu.......................................................................................34

3.3. Identifikace a částečná charakterizace oviduktálních proteinů............................35

3.3.1. Identifikace čtyř komponent frakce apikálních membránových proteinů 

hovězího oviduktu pomocí MALDI-TOF MS/MS analýzy ........................36

3.3.2. Komponenty hovězí oviduktální tekutiny....................................................39



6

3.3.3. Vazebné interakce komponent  frakce apikální membránových proteinů 

hovězího oviduktu a proteinů v oviduktální tekutině ..................................40

3.3.4. Antimikrobiální aktivita oviduktálních proteinů .........................................42

3.3.4.1. Antimikrobiální aktivita proteinů po separaci pomocí 

polyakrylamidové elektroforézy v přítomnosti SDS ...........................43

3.3.4.2. Antimikrobiální aktivita proteinů určená pomocí sledování růstové 

křivky ...................................................................................................44

4. Diskuze........................................................................................................................47

5. Shrnutí výsledků ........................................................................................................50

Seznam použité literatury .................................................................................................52



7

Abstrakt

Tvorba oviduktálního rezervoáru spermií hraje důležitou roli v procesu fertilizace 

savčího vajíčka. Izolace a charakterizace některých komponent hovězího oviduktu 

účastnících se interakce spermií s povrchovými složkami oviduktu byla předmětem této 

studie.  Byly připraveny dva afinitní nosiče obsahující imobilizované proteinové složky 

býčí semenné plasmy: jednak  neseparované proteiny býčí semenné plasmy a jednak frakci 

fosforylcholin vázajících proteinů  z býčí semenné plasmy. Tyto afinitní matrice pak  byly 

použity pro  studium interakcí imobilizovaných ligandů  se složkami  oviduktálních 

epithelů. 

Byly izolovány  dva preparáty oviduktálních membránových proteinů oblasti isthmu:

celkové membránové proteiny a apikální frakce membránových proteinů. Tyto 

membránové preparáty  byly separovány pomocí afinitní chromatografie s použitím 

připravených afinitních nosičů. Afinitní chromatografie ani v jednom případě neposkytla 

dostatečné množství membránových složek interagujících s afinitními nosiči pro další 

studie.

Dále byla pozornost věnována identifikaci čtyř proteinových zón  detekovaných po 

elektroforetické separaci v přítomnosti SDS  (relativní molekulová hmotnost 15 500 –

18 500) ve  frakci apikálních membránových proteinů  Tyto proteiny byly identifikován  

po elektroforetické separaci a tryptickém štěpení pomocí  hmotové spektroskopie jako 

hovězí histony a to H4, H2A typ 2-C, H2B typ 1-K a H3.3.  Proteinové zóny 

identifikované jako hovězí histony po separaci polyakrylamidovou elektroforézou a po 

přenosu na nitrocelulosovou membránu  interagovaly s biotinylovanými neseparovanými 

proteiny býčí semenné plasmy a fosforylcholin vázajícími proteiny  býčí semenné plasmy a 

vedle toho interagovaly s biotinylovaným lektinem ze semen Lotus tetragonolobus 

specifickým pro L-fukosylové zbytky. Byla prokázána antimikrobiální aktivita 

oviduktálních histonů. Působením oviduktálních histonů došlo k výrazné inhibici růstu 

prokaryotických patogenů (M. luteus, E. coli, Ch. trachomatis), ale růst eukaryotických 

buněk (C. albicans) byl inhibován minimálně. Proteiny vykazující obdobné vlastnosti jako 

oviduktální histony byly nalezeny také v hovězí oviduktální tekutině.

  

klíčová slova: antimikrobiální aktivita, Bos taurus, histony, oviduktální rezervoár, 

oviduktální tekutina, spermie
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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. 15 500 – 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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Seznam zkratek

ACN acetonitril

ANXA annexin

APS persíran amonný (z angl. ammonium persulfate)

CNBr bromkyan (z angl. cyanogen bromide)

Bis N, N´ - methylenbisakrylamid

BSA hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin)

CBB Coomassie Brilliant Blue

DMF dimethlyformamid

EAP glykoprotein asociovaný s ovulací (z angl. estrus-associated glycoprotein)

FN II fibronektinová doména II typu

Hepes kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonová

LDL nízkodenzitní lipoprotein (z angl. low density lipoprotein)

LTL Lotus tetragonolobus lectin

Lys Lysozym

MALDI matrix assisted laser desorption/ionization

Mr relativní molekulová hmotnost

MS hmotová spektroskopie (z angl. mass spectroscopy)

PVDF polyvinylidendiflorid

SDS dodecyl sulfát sodný (z angl. sodium dodecylsulfate)

TBS Tris buffered saline

TEMED N,N,N´,N´ - tetramethylethylendiamin

TFA kyselina trifluoroctová (z angl. trifluoracetic acid)

TOF time of flight

Tris tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UEA Ulex europaneus lectin
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1. Literární úvod

Reprodukce znamená schopnost organismů rozmnožovat se a patří mezi základní 

znaky živých soustav. Reprodukce je rozsáhlý proces zahrnující několik dílčích kroků, 

mezi než patří tvorba a zrání gamet, epididymální maturace spermie, ejakulace, tvorba 

oviduktálního rezervoáru spermií, ovulace, kapacitace spermií, vazba spermií na zonu 

pellucidu vajíčka, akrosomová reakce a splynutí gamet.

1.1. Reprodukční systém savců

U vyšších organismů, ke kterým patří i savci, se jedná především o rozmnožovaní 

pohlavní, kdy dva jedinci opačného nebo ve výjimečných případech stejného pohlaví tvoří 

v gonádách haploidní gamety, samčí (spermie) a samičí (vajička) pohlavní buňky, které po 

splynutí utvoří diploidní zygotu. 

Spermie jsou tvořeny v semenotvorných kanálcích varlat, která jsou většinou uložena 

mimo tělo samce v šourku. Varlata se dále skládají ze Sertoliho buněk, jejichž funkcí je 

ochrana, výživa a regulace vývoje spermií a tvorba pohlavních hormonů a Leydigových 

buněk, které jsou hlavním producentem samčím pohlavních hormonů. Spermie následně 

putují do nadvarlat (epididymis), ve kterých jsou spermie uchovávány před ejakulací. 

V nadvarlatech spermie dokončují svůj vývoj, získávají pohyblivost nutnou k oplození a 

dochází zde k tzv. epididymální maturaci spermie. Při ejakulaci dochází díky stahům 

svalstva v okolí chámovodu a močové trubice k nasávání spermií z nadvarlat, jejich mísení 

se sekrety přídatných pohlavních žláz (semenné váčky, ampula chámovodu, Cowperovy 

žlázy, prostata) a následnému vypuzení močovou trubicí, která ústí na hrotu pyje, ven 

z těla nejlépe do těla samice. 1, 2

Vajíčka jsou tvořena ve vaječnících, které zároveň slouží i k produkci samičích 

pohlavních hormonů. Vaječníky jsou složeny z dřeňové a korové části. Dřeň má výživnou 

a podpůrnou funkci. V korové části se nacházejí folikuly v různém stádiu zralosti. Během 

estrálního nebo menstruačního cyklu dochází na vaječníku k růstu folikulu, který obsahuje 

zrající vajíčko. Při ovulaci folikul pod kontrolou hormonů praskne a vajíčko se uvolní do 
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ampuly vejcovodu, kde dochází k oplození. Zygota poté putuje vejcovodem do dělohy, kde 

se zachytí a vyvíjí v plod. Samičí reprodukční soustava se dále skládá z pochvy, která 

umožňuje kopulaci a vnějších pohlavních orgánů (stydké pysky a klitoris). 1

Při reprodukci hraje důležitou roli vejcovod (ovidukt), složený ze tří částí: děložního 

rohu, isthmu oviduktu a ampuly oviduktu. Jedná se o dutou trubici spojující vaječník 

s dělohou. V oviduktu dochází nejen k oplození a počátkům vývoje plodu (ampula 

oviduktu), ale také zde vzniká oviduktální rezervoár spermií 3, 4.

Spermie po ejakulaci putují z pochvy skrz děložní čípek a dělohu do vejcovodu, kde 

v jeho isthmické části dochází k vazbě spermií na řasnatý epithel oviduktu, tvorbě 

oviduktálního rezervoáru. Zde spermie čekají na signály ovulovaného vajíčka. 

Obrázek 1.: Schematické znázornění reprodukční soustavy samice (převzato z Knaupp et al. 5 a 

upraveno). Na obrázku jsou znázorněny jednotlivé části reprodukčního traktu samice. K tvorbě oviduktálního 

rezervoáru dochází vazbou spermií na řasnatý epithel oviduktu v oblasti isthmu, která se nachází v počáteční 

části oviduktu, za rohem dělohy.
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1.2. Oviduktální rezervoár spermií a jeho funkce

Tvorbou oviduktálního rezervoáru spermií rozumíme vazbu spermií na řasnatý epithel 

oviduktu v oblasti isthmu (viz obr. 1, str. 11). Tento jev byl pozorován u mnoha druhů, 

mezi které patří i savci, např. křeček 6, kůň 7, myš8, ovce 9, skot 4, 10, prase 11-13 i člověk 14. 

Po navázání mohou spermie přežít v rezervoáru různě dlouhou dobu lišící se dle druhu. 

Většinou se jedná o hodiny až dny 15. K vazbě spermií na epithel oviduktu dochází na 

základě interakce povrchových proteinů plasmatické membrány spermie a se 

sacharidovými komponenty povrchu isthmu. 

Tvorba oviduktálního rezervoáru má několik významů. Hlavním je prodloužení 

životaschopnosti spermií a synchronizace jejich uvolňování s ovulací 15, 16. Bylo prokázáno, 

že při in vitro inkubaci spermií s oviduktálním epithelem dochází k prodloužení životnosti 

a pohyblivosti spermií 13, 15. Tím, že jsou spermie zadržovány až do ovulace, kdy se zvýší 

rychlost jejich uvolňování, se zároveň zvyšuje pravděpodobnost setkání ovulovaného 

oocytu a spermie4, 17. 

Další funkcí rezervoáru je snížení rizika polyspermie (průnik více spermií do vajíčka) 

tím, že dochází k postupnému uvolňování spermií z rezervoáru a v době ovulace tak 

dosáhne oocytu optimální množství spermií18, 19.

1.2.1. Interakce spermie – ovidukt

Na základě současných znalostí se předpokládá, že spermie se na epithel oviduktu váží 

díky protein – sacharidové interakci. Tato interakce byla poprvé studována u křečka 

inhibicí vazby spermií na oviduktální epithel různými polysacharidy a glykoproteiny 20

(fetuin, desializovaný fetuin, kyselina sialová, ovalbumin, fukoidan, poly – L- lysin) a jako 

nejlepší inhibitor  byl prokázán fetuin (sialovaný glykoprotein). K inhibici vazby spermie 

ovidukt došlo i v případě použití samotné kyseliny sialové, ovšem v menší míře. Autoři to 

připisují tvorbě klastrů kyseliny sialové na molekule fetuinu. Zároveň byla prokázána 

interakce fetuinu  s hlavičkou  křeččí spermie v oblasti akrosomu. Dále pak byly inhibiční 

studie  interakce spermie  se složkami isthmické části oviduktu použity k charakterizaci

této interakce  i u dalších druhů:  byla prokázána úloha D-mannosylových zbytků 

glykokonjugátů v případě  prasete 21, D-galaktosylových glykokonjugátů u koně 22
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a L-fukosu obsahujících glykokonjugátů u krávy 23. Výsledky těchto studií by mohly 

naznačovat určitý druh  druhově specifické interakci. 

U krávy stejně jako u jiných druhů se tvorby rezervoáru účastní sacharidové složky 

povrchu isthmu. Inhibičními studiemi za použití fukoidanu a L-fukosy a inkubací 

oviduktálního epithelu s fukosidasou 23 bylo ukázáno, L-fukosylové zbytky hrají primární 

roli při tvorbě spermiového rezervoáru. Následně bylo histochemickými studiemi s 

použitím lektinů Ulex europaneus (UEA) a Lotus tetragonolobus (LTL) potvrzeno, že se 

L-fukosylové struktury nacházejí na povrchu hovězího oviduktu 20, 23. Dalším krokem ve 

studiu isthmických komponent bylo stanovení typu vazby, kterou je L-fukosa připojena ke 

zbytku makromolekuly. K tomu byly použity opět inhibiční studie, nyní za použití 

oligosacharidů  obsahující různě vázané L-fukosylové zbytky, z nichž vyplývá, že 

nejlepším inhibitor vazby spermií na hovězí ovidukt je L-fukosa vázaná na N–

acetylglukosamin a to vazbou 1→4 24. Takto vázaná L-fukosa se nachází v tzv. Lewis A 

trisacharidu, u kterého byla prokázána inhibice vazby mezi spermiemi a isthmem, a to 

efektivnější než v případě  volné L-fukosy 24. Použitím fluoresceinem značeného Lewis A

trisacharidu bylo rovněž potvrzeno, že se váže na spermie 24. V naposledy zmiňované 

studii bylo dále ukázáno, že vazba mezi býčími spermiemi a Lewis A trisacharidem 

vyžaduje přítomnost Ca 2+ iontů. 

1.2.1.1. Komponenty povrchu býčí spermie účastnící se tvorby rezervoáru spermií 

Inhibiční studie ukázaly, že Lewis A trisacharid byl nejefektivnějším  inhibitorem 

interakce spermií s epithelem hovězího oviduktu. Afinitní chromatografie na 

imobilizovaném Lewis A trisacharidu (vázaném pomocí biotinylovaného 

polyakrylamidového derivátu  na agarosu  s imobilizovaným streptavidinem) byla použita   

k separaci proteinu z býčí semenné plasmy interagujícím s ligandem. Protein  který se na 

afinitní nosič vázal byl identifikován  jako PDC 109 25.

PDC 109 (BSP A1/A2) patří spolu s BSP A3 a BSP 30 kDa do skupiny proteinů, 

produkovaných semennými váčky, které jsou součásti býčí semenné plasmy. Jedná se o 

kyselé, heparin vázající proteiny 26-28 s relativní molekulovou hmotností (Mr) v rozmezí 

15-16 000, kromě BSP 30 kDa o Mr 28-30 000, a isoelektrickým bodem (pI) v rozmezí 

3,9-5,2 29, 30 (viz tab. 1, str. 14). Tyto proteiny patří mezi tzv. proteiny s fibronektinovou 

doménou a jsou tvořeny dvěma fibronektinovými doménami typu II (FN II) spojenými 

polypeptidovým řetězcem 31-33. FN II jsou schopné se vázat na cholinové fosfolipidy, čímž 
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dochází k vazbě těchto proteinů na povrch hlavičky spermie, hlavně v její akrosomové 

části 34-39 při ejakulaci. 

U všech těchto proteinů byla prokázána schopnost vázat se kromě spermie i na epithel 

oviduktu (PDC 109 25, 40, BSP A3 a BSP 30 kDa 41) a zároveň bylo prokázáno, že pokud 

nejsou přítomny na povrchu spermie, k vazbě na epithel dochází minimálně 40. 

Kromě tvorby oviduktálního rezervoáru se tyto proteiny podílejí na modulaci 

kapacitace spermie, nejprve jejím oddálením (inhibice fosfolipasy A2, stabilizace 

cholesterolu v cytoplasmatické membráně42, 43), ovšem v průběhu kapacitace napomáhají 

destabilizaci plasmatické membrány usnadněním cholesterolového efluxu 44-46, ale musí 

být přítomny další kapacitační faktory.

Tabulka 1.: Majoritní proteiny býčí semenné plasmy a jejich vlastnosti.

Protein Typ proteinu Mr pI
Vazba 

heparinu

Vazba 

fosforylcholinu

PDC 109 29, 31, 47 S fibronektinovou doménou 15 - 16 000 4,7 - 5,2 + +

BSP A3 31, 32, 47 S fibronektinovou doménou 15 - 16 000 4,7 - 5,2 + +

BSP 30 kDa 47, 48 S fibronektinovou doménou 30 000 3,9 - 4,6 + +

1.2.1.2. Komponenty hovězího oviduktu účastnící  se  tvorby rezervoáru spermií

Na základě identifikace proteinů vyskytujících se na povrchu spermie, které se podílejí 

na tvorbě rezervoáru spermií u skotu (PDC 109, BSP A3 a BSP 30 kDa25, 40, 41), byly tyto 

proteiny použity  pro izolaci oviduktálních (glyko)proteinů, které se na této vazbě také 

podílejí, pomocí afinitní chromatografie. Jako imobilizované ligandy byly použity 

izolované proteiny býčí semenné plasmy (PDC-109, BSA A3, BSP-30K)  a byly izolovány 

čtyři oviduktální proteiny, které byly následně metodou nanoLC – MS/MS identifikovány 

jako proteiny patřící do skupiny annexinů (ANXA) a to ANXA 1, 2, 4 a 5 49. Přítomnost 

annexinů byla dále prokázána metodou Western blot za použití značených anti – ANXA 

protilátek (monoklonální anti – ANXA 1, anti – ANXA 2, anti – ANXA 4 a polyklonální 

anti – ANXA 5) . Pomocí stejných protilátek byla také prokázána přítomnost těchto ANXA 

na povrchu isthmické části oviduktu a že tyto protilátky inhibují vazbu na spermií na 

epithel oviduktu. Rovněž bylo interakcí ANXA po přenesení na PVDF membránu s LTL 

lektinem prokázáno, že oviduktální ANXA obsahují na svém povrchu L-fukosu, což se 
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shoduje s dřívějšími studiemi 20, 23. Schéma vazby mezi proteiny spermie a isthmickým 

epithelem je znázorněno na obr. 2. 

Obrázek 2 : Schematické znázornění interakce mezi spermií a oviduktem skotu. ANXA 1, 2, 4, 5 –

annexin 1, 2, 4, 5. 

Annexiny

Annexiny jsou lipofilní, ve vodě rozpustné proteiny s různými funkcemi v organismu, 

objevující se u všech eukaryot. Jedná se o Ca2+ dependentní proteiny vázající fosfolipidové 

zbytky. Další charakteristickou vlastností je pro ně typická konzervovaná, přibližně 70 

aminokyselinová sekvence vyskytující se u všech annexinů tzv. annexin repeat51. Každý 

annexin repeat se skládá nejčastěji z 4 nebo 8 α – helixů.52-55

Annexiny jsou většinou intracelulární proteiny, v některých případech se ovšem 

mohou nalézat i mimo buňku, přestože jim chybí signální sekvence. Mechanismus jejich 

transportu je doposud neznámý 53, 54. 

Kromě oviduktálního rezervoáru skotu, kde byly pozorovány ANXA 1, 2, 4 a 5 49, byla 

jejich přítomnost zjištěna i u prasete (ANXA 2)56, králíka (ANXA 1)57 a krysy (ANXA 4 a 

5)58.  Dále byla také pozorována vysoká koncentrace (~140 g/ml) ANXA 1 v lidské 

semenné plasmě, kam je produkován prostatou52, i zde je ovšem jeho funkce prozatím 

neznámá.
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1.2.2. Uvolňování spermií z rezervoáru

Mechanismus uvolňování z rezervoáru stále není plně objasněn. K uvolňování spermií 

dochází postupně, přičemž ovulace rychlost uvolňování ne zcela známým způsobem 

zvyšuje 4, 8. Během estrálního cyklu dochází ke změnám složení oviduktální tekutiny, které 

mohou přímo ovlivnit kapacitační vlastnosti oviduktální tekutiny. Mezi tyto změny patří 

nárůst koncentrace pohlavních hormonů, glykokonjugátů a glykosaminoglykanů 

heparinového typu, které působí jako kapacitační agens 59, 60 a EAP glykoprotein 61 (estrus-

associated glycoprotein). Ze známých poznatků vyplývá, že kapacitace spermie je jednou z 

hlavních příčin uvolnění spermií z rezervoáru. Při kapacitaci se mění složení povrchových 

proteinů na hlavičce spermie a zároveň dochází vlivem dalších látek přítomných 

v oviduktální tekutině (BSA, LDL, Ca2+, HCO3
- ) ke změnám ve fluiditě plasmatické 

membrány. 

Spolu s kapacitací dochází ke změně charakteru pohybu spermie tzv.: hyperaktivaci 

motility spermie, která také může napomáhat mechanickému uvolňování z rezervoáru 62, 63. 

Bylo prokázáno, že z rezervoáru se uvolňují pouze kapacitované a hyperaktivované 

spermie.
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1.3. Cíl práce

Tvorba oviduktálního rezervoáru spermií je jev pozorovaný u mnoha druhů, ale 

mechanismus jeho tvorby není stále plně objasněn. V dnešní době patří skot spolu 

s prasetem ke druhům, u  nichž je tvorba rezervoáru nejpodrobněji prozkoumána. 

V případě hovězího modelu bylo prokázáno, že  tvorba rezervoáru spermií je Ca 2+ -

dependentní a účastní se jí  L-fukosu obsahující glykokonjugáty, které se vyskytují na 

epithelu isthmu a proteiny,  které se nacházejí na povrchu spermie. V poslední době byly 

z epithelu oviduktu izolovány a identifikovány proteiny, patřící do skupiny annexinů, které 

jsou možnými kandidáty na proteiny zodpovídající za tvorbu rezervoáru spermií.

Cíl předkládané práce bylo navázat na již známé poznatky ze studované oblasti 

reprodukce a s použitím nových metodických postupů získat nové informace, které by 

přispěly k detailnějšímu porozumění jedné z fází složitého procesu fertilizace. Jednotlivé 

kroky vedoucí k řešení vytčeného cíle práce jsou následující: 

 vypracování  postupů  pro přípravu afinitních sorbentů pro izolaci proteinových složek 

oviduktu účastnících se tvorby rezervoáru  spermii a porovnání jejich vlastností

 separace apikálních membránových proteinů isthmické části hovězího oviduktu se 

zaměřením na jejich možnou účast při tvorbě rezervoáru spermií

 charakterizace dalších komponent přítomných ve frakci apikálních membránových 

proteinů hovězího oviduktu a v hovězí oviduktální tekutině

 studium funkce dalších komponent přítomných ve frakci apikálních membránových 

proteinů hovězího oviduktu a v hovězí oviduktální tekutině
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2. Materiál  a metody

2.1. Materiál

2.1.1. Biologický materiál

Býčí ejakulát VÚVEL Brno

Reprodukční orgány krávy Jatky Plzeň, a. s.

2.1.2. Chemikálie

4 - chlor - 1 - naftol Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Akrylamid Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

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

Biotin Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Bromfenolová modř Lachema, Brno, ČR

Coomassie Brilliant Blue R - 250 (CBB) Imperial Chemical Industries, UK

Dimethylformamid (DMF) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Dodecylsulfát sodný (SDS) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Fosforylcholin Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Glycin Serva, Heidelberg, Německo

Hovězí sérový albumin (BSA) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Chlorid kobaltnatý Lachema, Brno, ČR

Inhibitory proteas (Cocktail for general use) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Kyselina ethylenglykoltetraoctová (EGTA) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Lysozym Připraven v naší laboratoři

Lotus tetragonolobus lektin (LTL) Vector Laboratories, Peterborough, UK

N,N,N´,N´ - tetramethylethylendiamin 

(TEMED)

Serva, Heidelberg, Německo

N,N'-Metylen-bis-Acrylamid (Bis) Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Peboritan sodný tetrahydrát Sigma Chemical Co., St. Louis, USA



19

Persíran amonný (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, Německo

Tween 20 Serva, Heidelberg, Německo

2.2. Metody

2.2.1. Preparát býčí semenné plasmy

Býčí ejakulát získaný z VÚVEL, Brno byl centrifugován při 600 x g, 20 min, 4 °C 

(Universal 32 Tabletop Centrifuge, Hettich Zentrifugen, Německo). Supernatant byl poté 

dialyzován při 4 °C proti destilované H2O do poklesu vodivosti κ < 10 S/cm a následně 

lyofilizován.

2.2.2. Separace fosforylcholin vázající frakce proteinů býčí semenné plasmy 

pomocí afinitní chromatografie na heparinu imobilizovaném na 

polyakrylamidovém gelu

Proteiny býčí semenné plasmy byly separovány na koloně polyakrylamidu 

s imobilizovaným heparinem 64. Roztok 200 mg proteinů lyofilizovaného preparátu býčí 

semenné plasmy v TBS, pH 7,4  (z angl. Tris buffered saline; 10 mg / ml) byl 

centrifugován 5000 x g, 5 min, 4 °C. Získaný supernatant byl aplikován na sloupec 

polyakrylamidu s imobilizovaným heparinem (3 x 9 cm) ekvilibrovaný TBS a sloupec byl 

eluován TBS  rychlostí 2 ml / min. V průběhu chromatografie byly sbírány frakce o 

objemu 4 ml (Fraction collector FCC6, Laboratorní přístroje Praha) a byla měřena jejich 

absorbance při 280 nm (A280) (Heios γThermo Fisher Scientific Inc., UK).  Frakce 

proteinů, která s imobilizovaným heparinem neinteragovala byla vymývána TBS do 

poklesu A280 pod 0,1 , poté byla kolona promývána 10 mM roztokem  fosforylcholinu  v  

TBS a následně byla kolona promyta 3 M NaCl. Spojené frakce byly dialyzovány při 4 °C 

proti destilované H2O do poklesu vodivosti κ < 10 S/cm a následně lyofilizovány.  



20

2.2.3. Oviduktální tekutina

Reprodukční trakty krávy získané z Jatky Plzeň a. s. byly transportovány na ledu a do 

šesti hodin od porážky zpracovány. Ovidukty byly očištěny. Oviduktální tekutina byla 

získána promýtím každého oviduktu 2 ml TBS s 20 l směsi inhibitorů proteas (Sigma 

„Proteas Inhibitor Cocktail for general use“). Roztok byl poté dialyzován při 4 °C proti 

destilované H2O do poklesu vodivosti κ < 10 S/cm a následně lyofilizován.

2.2.4. Preparace epitheliálních buněk oviduktu 

Ovidukty, ze kterých byla odstraněna oviduktální tekutina promytím 2 ml TBS s 20 

l směsi inhibitorů proteas (Sigma „Proteas Inhibitor Cocktail for general use“) (kap. 2.2.3, 

str. 20) byly podélně rozříznuty. Povrchový epithel v oblasti isthmu byl seškrabán pomocí 

tupé strany skalpelu, přenesen do 10 ml TBS s 100 l směsi inhibitorů proteas (Sigma 

„Proteas Inhibitor Cocktail for general use“) chlazeného ledem a centrifugován 600 x g, 20 

min, 4 °C. Sediment obsahující epitheliální buňky byl zamražen (t =-20°C) a nejpozději do 

1 měsíce zpracován.

2.2.5. Izolace celkových membránových proteinů isthmické části oviduktu

Po rozmražení byl sediment (V = 4,5 ml) získaný z hovězích oviduktů dle kap. 2.2.4

(str. 20) suspendován v 15,5 ml pufru Hepes, pH 7,4 obsahujícím 130 mM NaCl a 5 mM 

KCl. K roztoku bylo přidáno 20 l Tritonu X –100. Následovala sonifikace 3 x 1 min 

(Sonoplus, Bandelin electronic, Německo) a inkubace 45 min na ledu a centrifugace 300 x 

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

2.2.6. Izolace apikálních membránových proteinů isthmické části oviduktu

Apikální membránové proteiny byly izolovány dle Ignotz et al. 49. Po rozmražení byl 

sediment (V = 4,5 ml) získaný z hovězích oviduktů dle kap. 2.2.4 (str. 20) suspendován 

v 15,5 ml 60 mM mannitolu, 5 mM EGTA, pH 7.4 (dále izolační pufr). Následovala 

sonifikace 3 x 1 min, přidání 200 l 1 M MgCl2 a inkubace 30 min na ledu. Směs byla 

centrifugována 3 000 x g, 15 min, 4 °C. Supernatant byl poté centrifugován 27 000 x g, 30 

min, 4 °C (Optima L – 100K, Beckman Coulter Inc., USA). Sediment byl suspendována
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ve 20 ml izolačního pufru a celý postup byl opakován. Sediment (27 000 x, 30 min, 4 °C) 

byla suspendován v 10 ml Hepes, pH 7,4 obsahujícím 130 mM NaCl a 5 mM KCl a 

zamražen. 

2.2.7. Afinitní chromatografie komponent oviduktu na imobilizovaných 

proteinech býčí semenné plasmy

2.2.7.1. Imobilizace proteinů býčí semenné plasmy na CNBr-Sepharosu

K imobilizaci proteinů na CNBr-Sepharosu 4B byl použit postup doporučený 

výrobcem (Pharmacia, Fine Chemicals, Švédsko). Aktivovaná Sepharosa (5 g) byla  

suspendována ve 40 ml 1 mM HCl a ponechána 15 min stát při laboratorní teplotě.  90 mg 

ligandu bylo rozpuštěno ve 150 ml 0,1 M NaHCO3, pH 8.4 obsahujícím  0,5 M NaCl (dále 

navazovací pufr).  Aktivovaná Sepharosa byla promyta na fritě 200 ml 1 mM HCl a 30 ml 

navazovacího pufru a ihned smíchána s roztokem ligandu v navazovacím pufru a nechána 

2 hod na třepačce při laboratorní teplotě. Poté byla Sepharosa promyta 100 ml 

navazovacího pufru, smíchána s 200 ml 0,1 M pufru Tris/HCl; pH 8  a třepána 2 hod na 

třepačce při laboratorní teplotě. Po blokování byla aktivovaná Sepharosa promývána 

střídavě 3 x 0,1 M CH3COOH pH 4,0 obsahujícím  0,5 M NaCl a 0,1 M Tris/HCl pufrem, 

pH 8.0 obsahující  0,5 M NaCl.

Na aktivovanou Sepharosu byly uvedeným postupem imobilizovány následující 

ligandy: neseparované proteiny býčí semenné plasmy získané dle kap. 2.2.1 (str. 19) a 

fosforylcholin vázající frakce proteinů býčí semenné plasmy získaná dle kap. 2.2.2 (str. 19).

2.2.7.2. Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické části 

oviduktu na neseparovaných proteinech býčí semenné plasmy 

imobilizovaných na Sepharose

Proteiny oviduktu získané dle kap. 2.2.5 (str. 20) byly separovány na koloně Sepharosy 

s imobilizovanými neseparovanými proteiny býčí semenné plasmy. Supernatant (V = 8 ml, 

A280 = 2,904) byl nanesen na  připravený afinitní nosič (1,5 x 5,5 cm) ekvilibrovaný  25 

mM Hepes pufrem pH 7.4 obsahujícím 1 mM CaCl2, 130 mM NaCl a 5 mM KCl (dále 

roztok I.) a byl eluován týmž roztokem rychlostí 2,5 ml / min. V průběhu chromatografie 
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byly sbírány frakce o objemu 8 ml a byla měřena jejich absorbance při 280 nm. Po poklesu 

absorbance pod hodnotu  0,2 byla kolona promývána 5 mM EGTA a poté  3 M NaCl.  

Spojené frakce byly odsoleny na koloně Sephadexu G – 15 ( 6,5 x 22 cm) 

ekvilibrované destilovanou H2O. Sloupec byl vymýván destilovanou H2O rychlostí 3 ml/ 

min. Proteinové frakce byly lyofilizovány.

Analogickým způsobem byla provedena afinitní chromatografie apikálních 

membránových proteinů isthmické části oviduktu na  stejném afinitním nosiči. Na sloupec 

byl nanášen  sediment získaný z hovězích oviduktů dle kap 2.2.6 (str. 20) rozpuštěný 

v pufru Hepes, pH 7,4 obsahujícím 130 mM NaCl a 5 mM KCl. Nanášeno bylo 5 ml 

roztoku o absorbanci 0,153 při 280 nm.

2.2.7.3. Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické části 

oviduktu na fosforylcholin vázající frakci býčí semenné plasmy 

imobilizované na Sepharose

Separace oviduktálních proteinů na sloupci Sepharosy s imobilizovanou fosforylcholin 

vázající frakcí býčí semenné plasmy (1,5 x 5 cm) byla provedena analogicky s kap. 2.2.7.2

(str. 21).

Analogickým způsobem byla provedena afinitní chromatografie apikálních 

membránových proteinů oviduktu na stejném afinitním nosiči. Na sloupec byl nanášen  

sediment získaný z hovězích oviduktů dle kap. rozpuštěný v pufru Hepes, pH 7,4

obsahujícím 130 mM NaCl a 5 mM KCl. Nanášeno bylo 5 ml roztoku o absorbanci 0,153 

při 280 nm.

2.2.8. Biotinylace proteinů býčí semenné plasmy a lektinů

Biotinylované deriváty proteinů byly připraveny metodou dle Liberda et al. 65. 

Neseparované proteiny býčí semenné plasmy a fosforylcholin vázající frakce býčí semenné 

plasmy  byly rozpuštěny v 0,5 M NaHCO3, pH 7 (0,1 mg/ml)  a smíchány s roztokem  

biotinu v dimethylformamidu (2 mg/ 50 l DMF) tak, aby na každých 100 mg proteinu 

připadlo 2 mg biotinu a 30 min třepány  při laboratorní teplotě. Poté byl roztoky 

dialyzován při 4 °C proti destilované H2O do poklesu vodivosti κ < 10 S/cm a následně 

lyofilizovány.

Stejným způsobem byl připraven biotinylovaný derivát LTL lektinu. 
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2.2.9. Elektroforéza proteinů v přítomnosti dodecylsulfátu sodného

Roztoky:

 Pufr pro separační gel: 1,5 M Tris/HCl, pH 8,3

 Pufr pro zaostřovací gel: 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8

 Vzorkový pufr neredukující: 2 ml 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8;  3,4 ml glycerolu; 3 ml 10% 

(w/v)  SDS; 0,4 ml 0,1% (w/v) bromfenolové modři; 7ml H2O

 Elektrodový pufr: 0,024 M glycin; 0,043 M SDS; 0,375 M Tris/HCl, pH 8,3

 30% (w/v) vodný roztok akrylamidu: 29,2% (w/v) akrylamid; 0,8 % (w/v) N, N´-

metylen-bis-akrylamid (Bis). Akrylamid a Bis byly za horka rozpuštěny ve vodě a 

přefiltrovány přes filtrační papír.

 barvicí směs CBB: 0,5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% (v/v) metanol, 10% 

(v/v) kyselina octová

 odbarvovací směs: 25% (v/v) metanol, 10% (v/v) kyselina octová

Tabulka 2.: Složení gelů pro SDS elektroforézu

Separační gel 15% Zaostřovací gel 4%

30% (w/v) roztok akrylamidu 5 ml 325 l

Pufr 2,5 ml 625 l

H2O 2,5 ml 1,5 ml

10% (w/v)  SDS 100 l 25 l

0,1% (w/v)  bromfenolová modř - 40 l

20 % (w/v)  persíran amonný 40 l 35 l

TEMED 4,5 l 3,8 l

SDS elektroforéza 66 byla prováděna na aparatuře Mini-PROTEAN II Electrophoresis 

Cell (Bio-Rad, Herculles, CA, USA), jako zdroj napětí byl použit Electrophoresis Constant 

Power Supply ECPS 3000/150 (Pharmacia, Maryland, Kanada).  Pro separaci proteinů 

bylo použito 15% separačního a 4% zaostřovacího gelu. Vzorky a standard byly 

připraveny rozpuštěním a 5 min povařením v neredukujícím vzorkovém pufru, tak aby 

koncentrace proteinů byla 10 mg/ml pro proteinové směsi nebo 1 mg/ml pro přečištěné 

proteiny. Množství vzorků jednotlivých proteinů vhodná pro nanášení na gel byla 

stanovena experimentálně. Jako standard relativních molekulových hmotností byl použit 
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lysozym o Mr = 14 500 (pro monomer) a jeho oligomery 29 000 (dimer), 43500 (trimer) a 

58 000 (tetramer) 67. 

Elektroforéza byla prováděna při U = 60 V po 20 min a následně při U = 130 V po 

dobu 70 min. Po provedení elektroforézy byly gely opláchnuty v destilované vodě a 

barveny v barvicí směsi CBB. Pozadí gelu bylo odbarveno v odbarvovací směsi. 

2.2.10. Přenos proteinů na nitrocelulosovou membránu 

Přenos proteinů na nitrocelulosovou membránu byl prováděn dle Towbina et al. 68.  

Nitrocelulosová membrána byla předem umístěna po dobu 30 min v 0,025 M Tris/HCl, pH 

8,3 obsahujícím 0,192 M Glycin a 0,25 M metanol (dále přenosový pufr). Po provedení 

elektroforézy byl gel opláchnut v destilované H2O a přiložen na membránu a spolu byly 

vloženy do přenosového setu Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Herculles, 

CA, USA), který byl naplněn přenosovým pufrem a připojen ke zdroji napětí.  Přenos 

probíhal 12 hod při t = 4 °C a I = 50 mA. Kontrola přenosu proteinů na membránu byla 

provedena barvením membrány v 1% (w/v) roztoku Ponceau S v 1% (v/v) HCl;  barvivo 

bylo poté odstraněno promýváním v destilované H2O a membrána byla vysušena mezi 

filtračními papíry a zamražena, nebo použita pro okamžitou detekci pomocí 

biotinylovaných proteinů.

2.2.11. Detekce proteinů na nitrocelulosové membráně pomocí biotinylovaných 

proteinů

Roztoky:

 směs A: 1 % (w/v) perboritan sodný, 0,1 % (w/v) CoCl2, 0,02 M kyselina octová, 0,06 M 

Na2HPO4.12 H2O; pH= 5,5

 směs B: 20 % (w/v) 4 – chlor – 1 – naftol /DMF

Nejdříve byla membrána inkubována na třepačce 1 hod v 1% (w/v) BSA / TBS a 

následně byla 3 x 1 min promyta 0,1 % (v/v) roztokem TWEEN 20 / TBS. Poté byla 

membrána inkubována 30 min s roztokem biotinylovaného proteinu v TBS (0,1 mg/ml), a 

opět promyta 3 x 1 min  0,1 % (v/v) roztokem TWEEN 20  v TBS. Následně byla 
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membrána inkubována v roztoku avidin – peroxidasy v TBS (1 g /ml) a promyta 3 x 1 

min 0,1 % (v/v) roztokem  TWEEN 20  v TBS. Přítomnost komplexů avidin peroxidasy  

s biotinylovanými  proteiny byla detekována na nitrocelulosové membráně pomocí 

substrátů peroxidasy. Směsi  A a B byly smíchány v poměru  200 : 1 těsně před  použitím a 

membrána byla inkubována v tomto roztoku za třepání, než se začaly na membráně 

objevovat barevné skvrny. Reakce byla zastavena vyndáním membrány z média. 

2.2.12. Hmotová spektroskopie 

Proteolytické štěpení separovaných proteinových zón  a MALDI-TOF MS/MS analysa 

byly provedeny RNDr. Petrem Přikrylem, PhD, z Ústavu patologické fyziologie a CEH, 1. 

lékařské fakulty UK v Praze.

Krátké shrnutí postupu: frakce apikálních membránových proteinů hovězího oviduktu 

byla separována na polyakrylamidovém gelu v přítomnosti SDS a gel byl obarven pomocí 

0,5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250. Proužky proteinů, určené k  MALDI-TOF MS 

analýze, byly z obarveného gelu vyříznuty skalpelem, odbarveny v 50% ACN v 25 mM 

NH4HCO3 a vzorky byly vysušeny. Po redukci a alkylaci, vzorky byly štěpeny trypsinem 

podle postupu popsaného Emmerovou 69. 

Peptidy byly následně purifikovány z okyselené reakční směsi na špičkách s C18 fází a 

podrobeny MALDI-TOF/TOF MS analýze. Analýza peptidů po IMAC byla provedena na  

MALDI-TOF/TOF (matrix assisted laser desorption ionization – time-of-flight/time-of-

flight) hmotnostním spektrometru  Autoflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics, Brémy, 

Německo). Tento přístroj je vybaven dusíkovým laserem o vlnové délce 337 nm a 

FlexControl softwarem. Pro zpracování dat byl použit software FlexControl. Přístroj byl 

před měřením externě kalibrován peptidovým kalibračním standardem (Bruker Daltonics, 

Brémy, Německo) obsahujícími angiotensin I, angiotensin II, substanci P, bombesin, 

ACTH (1-17), ACTH (18-39) a somatostatin 28.

Na AnchorChip terčík (Bruker Daltonics, Brémy, Německo) bylo napipetováno 0,5 μl 

roztoku matrice (5 mg 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny rozpuštěné v 1 ml 0,1% TFA 

obsahující 1% kyselinu fosforečnou a 30% ACN) a ponecháno při pokojové teplotě odpařit 

do sucha. Poté bylo přidáno 0,5 μl vzorku nebo standardu a také bylo ponecháno odpařit do 

sucha při pokojové teplotě. Terčík byl následně vložen do hmotnostního spektrometru a 

peptidy byly podrobeny MS/MS analýze. 
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Programy FlexAnalysis a BioTools (Bruker Daltonics, Germany) spolu s databází 

Swiss-Prot (SIB, Geneva, Švýcarsko) byly použity k identifikaci peptidů z naměřených 

MALDI-TOF a MALDI-TOF/TOF spekter. Byly použity následující vyhledávací 

parametry: tolerance hmotnosti peptidu - 150 ppm a tandemová tolerance hmotnosti – 0,7 

Da, enzym –trypsin, „missed cleavage“ - 3.

2.2.13. Stanovení antimikrobiální aktivity proteinů v gelu po provedení

polyakrylamidové elektroforézy v přítomnosti SDS

Analýza antimikrobiální aktivity proteinů po provedení elektroforézy v přítomnosti 

SDS byla provedena MUDr. Tomášem Kašparem z Fakultní Thomayerovy nemocnice 

v Praze. 

Krátké shrnutí postupu: gel byl ekvilibrován 4 x 10 min v promývacím roztoku 

130 mM NaCl, následně byl saturován kultivačním mediem (masopeptonový bujon 

s přídavkem glukosy) 3 x 10 min (100 ml) a pak byl přiložen na  1,5 %  (w/v) agar s 0,05% 

(v/v) fenolftaleinem; pH  9, který byl před přiložením gelu naočkován převrstvením 2 ml 

kultury Micrococcus luteus (400 000 buněk /ml). Poté byl gel inkubován 36 hod při 36 °C, 

dokud nedošlo k acidifikaci agaru (změna barvy fenolftaleinu). Antimikrobiální aktivita 

byla detekována v místě, kde k acidifikaci nedošlo.

2.2.14. Stanovení antimikrobiální aktivity proteinů pomocí sledování ovlivnění 

růstové křivky

Analýza antimikrobiální aktivity proteinů po provedení elektroforézy v přítomnosti 

SDS byla provedena MUDr. Tomášem Kašparem z Fakultní Thomayerovy nemocnice 

v Praze.

Krátké shrnutí postupu: po provedení elektroforézy v přítomnosti SDS (kap. 2.2.9, 

str. 23) byl vyříznut proužek gelu s proteiny s předpokládanou antimikrobiální aktivitou a 

tento proužek byl promýván 6 x 5 min v 130 mM NaCl, mechanicky špachtlí rozmělněn a 

inkubován ve 130 mM NaCl 12 hod při 4 °C. Poté byl roztok přefiltrován přes papírový 

filtr a byla změřena jeho absorbance při 280 nm.

Ke kultivačnímu mediu (masopeptonový bujon s přídavkem glukosy) v mikrotitrační 

destičce s kulturami Escherichia coli a Candida albicans (10 buněk / l média) a ke 

kultivačnímu mediu pro růst eukaryotických buněk s fetálním sérem s kulturou HeLa 
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buněk infikovaných Chlamydia trachomatis (5 buněk / l média) byl přidán roztok 

proteinů extrahovaných z gelu tak, aby výsledná koncentrace proteinů určená dle 

absorbance při 280 nm byla 0, 1, 3, 10, 33 a 100 g/ml (tab. 3, str. 27). Destička byla 

inkubována na třepačce při 37 °C 48 hod v případě  E. coli a 76  hod v případě C.albicans

a Ch. trachomatis a každé 4 hodiny byla měřena absorbance při 405 nm. Jako kontrola pro 

Ch. trachomatis sloužily neinfikované HeLa buňky. 

Tabulka 3.: Složení kultivačních směsi pro stanovení antimikrobiální a fungicidní aktivity proteinů

Koncentrace 

proteinů [g/ml]

Kultivační 

medium [l]

Buněčná

kultura [l]

Roztok proteinů 

[l]
Destilovaná voda [l]

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. Výsledky

3.1. Izolace ligandů pro přípravu  afinitních chromatografických  nosičů 

Jako ligandy pro afinitní separaci komponent oviduktu potenciálně odpovědných za 

tvorbu rezervoáru spermií  byly zvoleny dvě  frakce proteinů býčí semenné plasmy  

získané různými postupy:

a) kompletní neseparované proteiny býčí semenné plasmy získané dialysou 

ejakulátu a lyofilizací;

b) fosforylcholin vázající frakce  proteinů býčí semenné plasmy separovaná pomocí 

afinitní chromatografie  na imobilizovaném heparinu a následnou elucí  roztokem 

fosforylcholinu 70, 71

3.1.1. Separace býčí semenné plasmy na polyakrylamidovém nosiči obsahujícím 

imobilizovaný heparin 

Fosforylcholin vázající frakce proteinů  býčí semenné plasmy byla separována pomocí  

afinitní chromatografie na polyakrylamidovém nosiči obsahujícím imobilizovaný heparin a 

následnou elucí  adsorbovaných proteinů  roztokem fosforylcholinu.  Druhá frakce 

proteinů interagujících s imobilizovaným heparinem byla pak získána  elucí  3M NaCl. 

Průběh chromatografie je znázorněn na obr. 3 (str. 29). Složení separovaných frakcí bylo 

analyzováno pomocí elektroforézy v přítomnosti SDS (obr. 4, str. 29). Fosforylcholin 

vázající frakce proteinů obsahovala hlavně dva proteiny o Mr ~ 15 000  a Mr ~ 29 000. 

Z porovnání s literárními údaji vyplývá, že se z největší pravděpodobností jedná o proteiny 

označované BSP-A1/A2 (PDC-109) 29, 71 a BSP 30 kDa 33, 71, 72. 
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Obrázek 3 .: Afinitní chromatografie proteinů býčí semenné plasmy na polyakrylamidovém nosiči 

obsahujícím imobilizovaný heparin.  Chromatografie byla provedena dle kap.2.2.2 (str. 19); proteiny 

adsorbované na afinitní nosič byly eluovány 10 mM roztokem fosforylcholinu  a 3 M NaCl; A – absorbance 

měřená při 280 nm.

Obrázek 4.: Polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS proteinových frakcí získaných afinitní 

chromatografií proteinů hovězí semenné plasmy na imobilizovaném heparinu. Elektroforéza byla 

provedena dle kap. 2.2.9 (str. 23) za neredukujících podmínek. Bylo nanášeno 20 g vzorků na jamku a 5 g 

standardu na jamku. Jako standard Mr byl použit monomer lysozymu a jeho oligomery; Lys – oligomery 

lysozymu; BSP – neseparované proteiny býčí semenné plasmy; H- - heparin nevázající frakce býčí semenné 

plasmy, F – fosforylcholin vázající frakce proteinů býčí semenné plasmy získaná eluci adsorbovaných 

proteinů roztokem fosforylcholinu, ;  H+
N – heparin vázající frakce býčí semenné plasmy  eluovaná 3 M NaCl
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3.1.2. Příprava  sorbentů pro afinitní chromatografii

Izolované proteinové frakce obsahující jednak neseparované proteiny býčí semenné 

plasmy a fosforylcholin vázající  frakce  proteinů semenné plasmy obsahující proteiny 

PDC-109 a BSP 30 kDa byly imobilizovány na CNBr aktivovanou Sepharosu. Připravené 

afinitní nosiče byly v dalších pokusech použity k separaci komponent hovězího oviduktu.

3.2. Separace  membránových proteinů hovězího oviduktu

Pro studium tvorby rezervoáru spermií v oviduktu a identifikaci a charakterizaci 

receptorů býčích  spermií na oviduktálním epithelu byly připraveny dva preparáty 

membránových proteinů hovězího oviduktu: 

a) frakce membránových proteinů epithelu oviduktu – získaná extrakcí 

epitheliálních buněk oviduktu Hepes pufrem pH 7.4 obsahujícím 0,1 % (v/v)

Tritonu X - 100; 

b) frakce apikálních membránových proteinů oviduktu 49 - připravena extrakcí 

epitheliálních buněk oviduktu  v přítomnosti mannitolu a EGTA. Stejným 

způsobem připravený preparát apikálních membránových proteinů oviduktu byl 

použit  ke studiu oviduktálních receptorů pro proteiny nacházející se na povrchu 

býčích spermií Ignotzem et al. 49

3.2.1. Separace komponent oviduktu interagujících s proteiny býčí semenné 

plasmy

3.2.1.1. Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické části 

oviduktu

Interakce  složek komponent frakce membránových proteinů epithelu oviduktu  

s proteiny  nacházejícími se na povrchu býčích spermií byla sledována pomoci afinitní  

chromatografie na dvou připravených nosičích obsahujících imobilizované jednak 
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fosforylcholin vázající proteiny semenné plasmy  a jednak neseparované proteiny býčí 

semenné plasmy.

Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické části oviduktu 

na Sepharose obsahující imobilizované neseparované proteiny býčí semenné plasmy byla 

použita k oddělení komponent oviduktu s afinitou k proteinům býčí semenné plasmy. 

Průběh afinitní chromatografie je znázorněn na obr.5 (str. 31). Byly získány tři frakce: 

proteinová frakce, která neinteragovala s imobilizovaným ligandem,  frakce eluovaná 

roztokem  EGTA a frakce vymytá  3 M  NaCl.  Složení jednotlivých frakcí bylo 

analyzováno pomocí polyakrylamidové elektroforézy v přítomnosti SDS (obr. 6, str. 32). 

Ve frakci která se na nosič neadsorbovala, byly detekovány proteiny  různé Mr, které se 

pohybovaly v rozmezí 14 500 – 70 000. Ve frakcích eluovaných roztokem 5 mM EGTA a 

3 M NaCl nebyly pří elektroforéze v prostředí SDS detekovány žádné proteiny. 
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Obrázek  5.: Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu 

na Sepharose obsahující imobilizované neseparované proteiny  býčí semenné plasmy. Chromatografie 

byla provedena dle 2.2.7.2 (str. 21); afinitní chromatografií byl separován  supernatant získaný z hovězích 

oviduktů dle kap. 2.2.5 (str. 20); adsorbované frakce byly eluovány 5 mM roztokem EGTA a 3 M NaCl; A –

absorbance měřena při 280 nm.
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Obrázek 6.: Polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS proteinových frakcí získaných afinitní   

chromatografií celkových membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu na Sepharose obsahující 

imobilizované neseparované  proteiny býčí semenné plasmy  Elektroforéza byla provedena dle kap. 2.2.9

(str. 23) za neredukujících podmínek. Bylo nanášeno 300 g vzorků na jamku a 5 g standardu lysozymu. 

Lys – oligomery lysozymu ; B- - frakce, která se na afinitní nosič neadsorbovala;  ; B+
E – frakce eluovaná 

5 mM EGTA; B+
N – frakce eluovaná 3 M NaCl.

Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmické části oviduktu 

na Sepharose obsahující imobilizovanou fosforylcholin vázající frakci  proteinů býčí 

semenné plasmy byla použita k separaci  komponent oviduktu s afinitou především k PDC 

109 a BSP 30 kDa, které jsou hlavními složkami imobilizovaného ligandu. Průběh 

chromatografie je znázorněn na obr. 7 (str. 33). Byly získány tři frakce:  frakce, která se na 

afinitní nosič neadsorbovala, frakce eluovaná 5 mM EGTA a 3 M NaCl. Polyakrylamidová 

elektroforéza přítomnosti SDS  frakcí získaných afinitní chromatografií je ukázána 

na obr. 8 (str. 33). Stejně jako v předchozím případě obsahovala proteiny pouze frakce, 

která se na nosič neadsorbovala. Ve frakcích eluovaných z afinitního nosiče 5 mM EGTA 

a 3 M NaCl nebyly při elektroforéze v prostředí SDS detekovány žádné proteiny. 
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Obrázek 7.: Afinitní chromatografie celkových membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu na 

Sepharose obsahující imobilizované fosforylcholin vázající proteiny býčí semenné plasmy.

Chromatografie byla provedena dle 2.2.7.3 (str.22); afinitní chromatografií byl separován supernatant 

získaný z hovězích oviduktů dle kap. 2.2.5 (str. 20); adsorbované frakce byly eluovány 5 mM roztokem 

EGTA a 3 M NaCl; A – absorbance měřena při 280 nm.

Obrázek 8.: Polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS proteinových frakcí získaných afinitní   

chromatografií celkových membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu na Sepharose obsahující 

imobilizované fosforylcholin vázající proteiny býčí semenné plasmy  Elektroforéza byla provedena dle 

kap. 2.2.9 (str. 23) za neredukujících podmínek. Bylo nanášeno 300 g vzorků na jamku a 5 g standardu 

lysozymu. Lys – oligomery lysozymu; F - - frakce, která se na afinitní nosič neadsorbovala,  ; F+
E – frakce 

eluovaná 5 mM EGTA; F+
N –frakce eluovaná 3 M NaCl
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3.2.1.2. Afinitní chromatografie apikálních membránových proteinů isthmické 

části oviduktu

Stejný přístup jako v předchozím případě byl zvolen pro studium možných interakcí 

komponent apikálních membránových proteinů isthmické části oviduktu. 

Afinitní chromatografie na Sepharose obsahující imobilizované neseparované  

proteiny býčí semenné plasmy byla  použita k separaci apikálních membránových proteinů 

hovězího oviduktu  Průběh chromatografie je znázorněn na obr. 9 (str. 34). Byly získány tři 

frakce – frakce, která se na afinitní nosič za daných podmínek neadsorbovala, frakce 

eluovaná 

5 mM EGTA a frakce eluovaná 3 M NaCl.  Proteinové složení jednotlivých frakcí bylo 

sledováno polyakrylamidovou elektroforézou v prostředí SDS. Ve frakcích eluovaných 

z afinitního nosiče nebyly detekovány žádné proteiny.
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Obrázek 9.: Afinitní chromatografie apikálních membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu 

na Sepharose obsahující imobilizované neseparované proteiny  býčí semenné plasmy. Chromatografie 

byla provedena dle 2.2.7.2 (str. 21); afinitní chromatografií byl separován  sediment získaný dle kap. 2.2.6

(str. 21); adsorbované proteiny by eluovány  5 mM EGTA a 3 M NaCl; A – absorbance měřena při 280 nm.   

Afinitní chromatografie na Sepharose obsahující imobilizovanou fosforylcholin 

vázající frakci proteinů býčí semenné plasmy byla použita k separaci apikálních 

membránových proteinů isthmu oviduktu. Průběh chromatografie je znázorněn na obr. 10 

(str. 35). Byly získány tři frakce – frakce, která na afinitní nosič nebyla adsorbována, , 
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frakce eluovaná 5 mM EGTA a frakce eluovaná 3 M NaCl. Proteinové složení 

jednotlivých frakcí bylo sledováno polyakrylamidovou elektroforézou v prostředí SDS. Ve 

frakcích eluovaných z afinitního nosiče nebyl detekovány žádné proteiny. 
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Obrázek 10.: Afinitní chromatografie apikálních membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu 

na Sepharose obsahující imobilizované fosforylcholin vázající proteiny  býčí semenné plasmy

Chromatografie byla provedena dle 2.2.7.3 (str.22); afinitní chromatografií byl separován  sediment získaný 

dle kap. 2.2.6 (str. 21); adsorbované proteiny by eluovány  5 mM EGTA a 3 M NaCl; A – absorbance měřena 

při 280 nm.

3.3. Identifikace a částečná charakterizace oviduktálních proteinů

V průběhu charakterizace komponent oviduktu podílejících se na tvorbě oviduktálního 

rezervoáru spermií byly ve frakci apikálních membránových proteinů isthmické části 

hovězího oviduktu  detekovány další proteiny přítomné v této frakci ve větším množství. 

Polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS  apikálních membránových proteinů 

hovězího oviduktu je ukázána na obr. 11 (str. 36). Pozornost byla věnována  čtyřem 

proteinovým zónám  o Mr ~ 15 500– 18 500.
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Obrázek 11.: Polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS apikálních membránových proteinů 

isthmu hovězího oviduktu. Proteiny byly izolovány dle kap. 2.2.6 (str. 20); elektroforéza byla prováděna dle 

kap. 2.2.9 (str. 23) za neredukujících podmínek. Nanášeno bylo 10 l vzorku P1 a 5 g standardu lysozymu.  

Lys – oligomery lysozymu; P 1–sediment frakce apikálních membránových proteinů po centrifugaci při 3000 

x g, 15 min při 4 °C.

3.3.1. Identifikace čtyř komponent frakce apikálních membránových proteinů 

hovězího oviduktu pomocí MALDI-TOF MS/MS analýzy

Pro identifikaci proteinových zón (polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS 

(obr. 11, str. 36) s nejnižší relativní molekulovou hmotností (15 500-18 500) detekovaných 

ve vzorku apikálních membránových proteinů hovězího oviduktu  byly tyto zóny z gelu 

vyříznuty a proteiny proteolyticky štěpeny pomocí trypsinu. Poté byly směsi peptidů 

odpovídající zónám s Mr 15 500, 17 500, 18 000, 18 500 (obr. 11, str. 36) podrobeny 

MALDI-TOF MS/MS analýze. Grafy spekter získaných MALDI-TOF MS/MS analýzou 

jsou znázorněny na obr. 12 (str. 37)(zóna 1), obr. 13 (str. 37) (zóna 2), obr. 13 (str. 38)

(zóna 3) a obr. 14 (str. 38) (zóna 4). Výsledky MALDI-TOF MS/MS analýzy jsou shrnuty 

v tab. 4 (str. 39). Programy FlexAnalysis a BioTools (Bruker Daltonics, Germany) spolu s 

databází Swiss-Prot (SIB, Geneva, Švýcarsko) byly použity k identifikaci peptidů. 

Proteolytické štěpení separovaných proteinových zón  a MALDI-TOF MS/MS analýza 

byly provedeny RNDr. Petrem Přikrylem, Ph.D. z Ústavu patologické fyziologie a CEH, 1. 

lékařské fakulty UK v Praze.

Z uvedených výsledků MS analýzy jednoznačně vyplývá, že 4 proteinové zóny 

s nejnižšími Mr detekované při polyakrylamidové elektroforéze v přítomnosti SDS 
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apikálních membránových proteinů hovězího oviduktu odpovídají čtyřem hovězím 

histonům: H4, H2A typ 2C, H2B typ 1K a H 3.3. (tab. 4, str. 39).

Obrázek 12.: MALDI-TOF MS analýza proteolytické směsi peptidů získané štěpením proteinové 

zóny 1 (obr. 11, str. 36) trypsinem

Obrázek 13.: MALDI-TOF MS analýza proteolytické směsi peptidů získané štěpením proteinové 

zóny 2 (obr. 11, str. 36) trypsinem
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Obrázek 14.: MALDI-TOF MS analýza proteolytické směsi peptidů získané štěpením proteinové 

zóny 3 (obr. 11, str. 36) trypsinem

Obrázek 15.: MALDI-TOF MS analýza proteolytické směsi peptidů získané štěpením proteinové 

zóny 4 (obr. 11, str. 36) trypsinem



39

Tabulka 4.: Složky identifikované MALDI-TOF MS/MS analýzou proteolytické směsi peptidů 

získaných štěpením proteinových zón (obr. 11, str. 36) trypsinem

Zóna

(Mr)

m/z Umístění

peptidu

Sekvence identifikovaných peptidů     Identifikované složky

1

(15 500)

989.5778 61-68 VFLENVIR Histon H4, Bos taurus

1325.7535 25-36 DNIQGITKPAIR

1481.8546 25-37 DNIQGITKPAIRR

2105.1025 61-78 VFLENVIRDAVTYTEHAK

2

(17 500)

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

taurus
1692.9027 83-96 HLQLAIRNDEELNK

1931.1687 101-119 VTIAQGGVLPNIQAVLLPK

3

(18 000)

901.5002 81-87 LAHYNKR Histon H2B typ 1-K, Bos 

taurus953.6029 101-109 LLLPGELAK

1137.5462 36-44 ESYSVYVYK

1777.94 110-126 HAVSEGTKAVTKYTSAK

4

(18 500)

42-50 YRPGTVALR Histon H3.3, Bos taurus

74-84 EIAQDFKTDLR

38-50 KPHRYRPGTVALR

3.3.2. Komponenty hovězí oviduktální tekutiny

Oviduktální tekutina hraje pravděpodobně důležitou roli při vazebných interakcích , 

které se odehrávají mezi povrchovými komponentami spermie a oviduktem, jak bylo na 

příklad prokázáno v případě prasečího modelu 73.

Polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS byla použita pro porovnání 

proteinového složení apikálních membránových proteinů hovězího oviduktu a proteinů 

obsažených v oviduktální tekutině. Výsledek elektroforézy je ukázán na obr.16 (str. 40).

Ze srovnání vyplývá, že analogické proteinové zóny  jako proteinové zóny ve frakci 

apikálních membránových proteinů oviduktu, které odpovídají identifikovaným hovězím  

histonům (H4, H2A typ 2C, H2B typ 1K a H 3.3), byly detekovány také v oviduktální 

tekutině.
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Obrázek 16.: Polyakrylamidová elektroforéza v přítomnosti SDS apikálních membránových proteinů 

isthmu hovězího oviduktu a proteinů hovězí oviduktální tekutiny. Membránové proteiny byly izolovány  

dle kap.2.2.6. (str. 20); proteiny oviduktální tekutiny byly izolovány dle kap. 2.2.3. (str. 20); elektroforéza 

byla prováděna dle kap. 2.2.9. (str. 23) za neredukujících podmínek. Nanášeno bylo 10 l vzorku P, 100  g 

vzorku OT a 5 g standardu lysozymu. Lys – oligomery lysozymu; P –sediment frakce apikálních 

membránových proteinů po centrifugaci při 3000 x g, 15 min při 4 °C. ; OT – proteiny oviduktální tekutiny

3.3.3. Vazebné interakce komponent  frakce apikální membránových proteinů 

hovězího oviduktu a proteinů v oviduktální tekutině

Jedním z prvních kroků k zjištění možné funkce histonů ve frakci apikálních 

membránových proteinů hovězího oviduktu a hovězí oviduktální tekutině je určení jejich 

vazebných interakcí s předpokládanými komponenty, které se  vyskytují na povrchu 

spermie, při tvorbě rezervoáru spermií. K tomuto účelu byla použita specifická detekce 

elektroforeticky separovaných proteinů po přenesení na nitrocelulosovou membránu  

pomocí biotinylovaných frakcí  proteinů býčí semenné plasmy. Nitrocelulosové membrány 

byly detekovány jednak pomocí  biotinylovaných neseparovaných proteinů býčí semenné 

plasmy a jednak  pomocí fosforylcholin vázající  frakce proteinů býčí semenné plasmy. 

Výsledky specifické detekce  komponent frakce apikálních membránových proteinů  

hovězího oviduktu jsou ukázány na obr. 17 (str. 41) a komponent oviduktální tekutiny na 

obr. 18 (str. 42). V případě obou  testovaných vzorků  (frakce apikálních membránových 

proteinů isthmu oviduktu a proteiny oviduktální tekutiny) byla detekována positivní 



41

interakce (v oblasti Mr 15 500 – 18 500) jak v případě biotinylovaných proteinů býčí 

semenné plasmy tak fosforylcholin vázající frakce býčí semenné plasmy. 

Vedle toho byl použit biotinylovaný  lektin ze semen Lotus tetragonolobus pro detekcí 

možné přítomnosti α-L-fukosylových zbytků vázaných na komponenty studované 

membránové frakce (viz obr. 17, str. 41) a oviduktální tekutiny (viz obr. 18 str. 42). 

Pozitivní detekce pomocí značeného lektinu byla pozorována v oblasti Mr odpovídajících 

histonům . 

Obrázek 17.: Vazebné interakce frakce apikálních membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu

po elektroforetické separaci a přenesení na nitrocelulosovou membránu s biotinylovanými 

neseparovanými proteiny býčí semenné plasmy (BSP) , biotinylovanými proteiny  fosforylcholin 

vázající frakce býčí semenné plasmy (F) a biotinylovaným lektinem LTL. Lys – oligomery lysozymu 

(zóny detekovány barvením nitrocelulosové membrány v 1 % (w/v) HCl obsahující 1 % (w/v) Ponceau S)
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Obrázek 18.: Vazebné interakce komponent hovězí oviduktální tekutiny po elektroforetické separaci a 

přenesení na nitrocelulosovou membránu s biotinylovanými neseparovanými proteiny býčí semenné 

plasmy (BSP) , biotinylovanými proteiny  fosforylcholin vázající frakce býčí semenné plasmy (F) a 

biotinylovaným lektinem LTL. Lys – oligomery lysozymu (zóny detekovány barvením nitrocelulosové 

membrány v 1 % (w/v) HCl obsahující 1 % (w/v) Ponceau S)

3.3.4. Antimikrobiální aktivita oviduktálních proteinů

Z reprodukčního systému slepice (vaječníky, tkáně oviduktu) byly isolovány  dva 

peptidy, které byly identifikovány jako histony   H1 a H2B. Isolované peptidy vykazovaly 

výraznou antimikrobiální aktivitu jak proti Gram-pozitivním tak proti Gram-negativním 

bakteriím 74 a autoři předpokládají, že hrají důležitou roli v ochraně reprodukčního 

systému u slepic. 

Přítomnost histonů s antimikrobiální aktivitou v hovězím reprodukčním systému 

nebyla dosud popsána. Z tohoto důvodu byla testována antimikrobiální aktivita 

proteinových komponent přítomných jak ve frakci apikálních membránových proteinů tak 

v oviduktální tekutině. Antimikrobiální aktivita byla testována s použitím M.luteus kultury 

přímo v gelu po polyakrylamidové elektroforéze v přítomnosti SDS a s použitím E. coli a 

Ch. trachomatis kultur po extrakci z polyakrylamidového gelu po elektroforetické separaci. 

Z gelu extrahované proteiny byly také testovány na fungicidní aktivitu s použitím 

C. albicans kultury.
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3.3.4.1. Antimikrobiální aktivita proteinů po separaci pomocí polyakrylamidové 

elektroforézy v přítomnosti SDS

Pro stanovení možné antimikrobiální aktivity oviduktálních proteinů byla provedena 

detekce této aktivity na kultuře M. luteus v gelu po provedení elektroforézy v přítomnosti 

SDS. Výsledky analýzy antimikrobiální aktivity jsou znázorněny na obr. 19 (str. 43) pro 

frakci apikálních membránových proteinů oviduktu a na obr. 20 (str. 44) pro proteiny 

oviduktální tekutiny. 

Analýza antimikrobiální aktivity proteinů byla proveden MUDr. Tomášem Kašparem 

z Fakultní Thomayerovy nemocnice. 

V případě obou testovaných vzorků tedy frakce apikálních membránových proteinů i 

proteinů obsažených v oviduktální tekutině došlo k inhibici růstu kultury M. luteus hlavně 

v oblasti pohybující se v rozmezí Mr 12 – 20 000.

Obrázek 19.: Analýza antimikrobiální aktivity ve frakci apikálních membránových proteinů oviduktu 

po separaci pomocí polyakrylamidové elektroforesy v přítomnosti SDS. Elektroforéza byla prováděna 

dle kap. 2.2.9. (str. 23) za  neredukujících podmínek. CBB– frakce apikálních membránových proteinů (10 

l) ,  gel obarven nespecificky (Coomassie Briliant Blue);  pro stanovení antimikrobiální aktivity naneseno 

300 l vzorku po celé zbývající šířce gelu
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Obrázek 20.: Analýza antimikrobiální aktivity proteinů oviduktální tekutiny po separaci pomocí 

polyakrylamidové elektroforesy v přítomnosti SDS. Elektroforéza byla prováděna dle kap. 2.2.9. (str. 23) 

za neredukujících podmínek. CBB– proteiny oviduktální tekutiny (10 g) ,  gel obarven nespecificky 

(Coomassie Briliant Blue);  pro stanovení antimikrobiální aktivity naneseno 300 g vzorku po celé zbývající 

šířce gelu

3.3.4.2. Antimikrobiální aktivita proteinů určená pomocí sledování růstové křivky

Kultury E. coli, C, albicans a Ch. trachomatis byly použity pro sledování možné 

antibakteriální a fungicidní aktivity komponent apikálních membránových proteinů 

oviduktu po jejich separaci pomocí polyakrylamidové elektroforesy v přítomnosti SDS a 

extrakci z gelu: z gelu byly extrahovány proteiny odpovídající pohyblivostí histonům (obr. 

11, str. 36). Grafy inhibice růstu patogenů jsem znázorněny na obr. 21 (str. 45) pro E. coli, 

obr. 22 (str. 45) pro Ch. trachomatis a obr. 23 (str. 46) pro C. albicans. 

Analýza antimikrobiální aktivity proteinů byla proveden MUDr. Tomášem Kašparem 

z Fakultní Thomayerovy nemocnice. 

U kultur E. coli a Ch. trachomatis došlo se vzrůstající koncentrací proteinů k poklesu 

růstu obou kultur. U kultury C. albicans byl růst se vzrůstající koncentrací proteinů rovněž 

inhibován, ale v menší míře než u prokaryotických patogenů. Z výsledků analýzy 

antimikrobiální aktivity frakce apikálních membránových proteinů vyplývá, že tyto 

proteiny potlačují růst běžných prokaryotických patogenů (E. coli, Ch. trachomatis), 

ovšem růst eukaryotických buněk (C. albicans) je potlačován omezeně. 
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Obrázek 21.: Růstové křivky E. coli v závislosti na různé koncentrací apikálních membránových 

proteinů isthmu hovězího oviduktu. Metoda byla provedena dle kap. 3.3.4.2 (str. 44). V legendě jsou 

uvedeny koncentrace analyzovaných proteinů v kultivačním médiu v g/ml kultivačního média. A –

absorbance měřená při 405 nm (turbidimetrické měření)

Obrázek 22.: Růstové křivky HeLa buněk infikovaných Ch. trachomatis v závislosti na různé 

koncentrací apikálních membránových proteinů isthmu hovězího oviduktu. Metoda byla provedena dle 

kap. 3.3.4.2 (str. 44). V legendě jsou uvedeny koncentrace analyzovaných proteinů v kultivačním médiu 

v g/ml kultivačního média. A – absorbance měřená při 405 nm (turbidimetrické měření)
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Obrázek 23.: Růstové křivky C. albicans v závislosti na různé koncentrací apikálních membránových 

proteinů isthmu hovězího oviduktu. Metoda byla provedena dle kap. 3.3.4.2 (str. 44). V legendě jsou 

uvedeny koncentrace analyzovaných proteinů v kultivačním médiu v g/ml kultivačního média.. A –

absorbance měřená při 405 nm (turbidimetrické měření)
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4. Diskuze

Reprodukce je rozsáhlý děj, kterého se účastní nejen pohlavní buňky, ale neméně 

významnou roli hrají i jednotlivé části rozmnožovacích ústrojí samce i samice. 

Předkládaná práce je zaměřena na studium  úlohy některých  složek oviduktu a oviduktální 

tekutiny skotu  v procesu fertilizace. 

Ovidukt je pro fertilizaci významným místem. Kromě samotného oplození v něm dochází 

k tvorbě oviduktálního rezervoáru spermií, přípravě gamet na oplození a také se v něm 

uskutečňují první fáze vývoje embrya. Zároveň je producentem oviduktální tekutiny, která 

má díky svému složení (proteiny, živiny, ionty) 75, 76 také značný vliv na úspěšné setkání 

gamet. 

Vazba spermií na epithel oviduktu v jeho isthmické části je  v poslední době  

intensivně studována u různých druhů  a  vyřešení tohoto problému přispěje k poznání  

procesu  reprodukce. Přesto, že již bylo publikováno mnoho studií na toto téma,  není  

proces samotné vazby spermií na epithel oviduktu a jejich uvolňování z něj plně objasněn. 

Mechanismus tvorby oviduktálního rezervoáru je v dnešní době nejlépe prozkoumám u 

skotu a prasete.

U skotu bylo zjištěno, že se na tvorbě oviduktálního rezervoáru podílejí jednak  

proteiny semenné plasmy, které obalují spermii při ejakulaci a to BSP A1/A2 (PDC – 109) 

25, BSP A3 41 a BSP 30 kDa 41, a jednak proteiny vyskytující se na apikální straně oviduktu, 

obsahující L-fukosylové glykokonjugáty 20, 23 a že vazba mezi nimi je Ca 2+ - dependentní 

24. Dalším krokem ve studiu tvorby oviduktálního rezervoáru je izolace a bližší 

charakterizace oviduktálních proteinů, které se na této interakcí podílejí. Tyto proteiny 49

byly, separovány afinitní chromatografií na nosičích s imobilizovanými jednotlivými 

proteiny býčí semenné plasmy a identifikovány  hmotovou spektrometrií jako ANXA 1, 2, 

4 a 5. 

V předkládané práci jsem se pokusila izolovat oviduktální proteiny metodou dle Ignotz 

et al. 49 a porovnat získaný preparát s preparátem izolovaným metodou  separace 

membránových proteinů s použitím detergentu (Triton X-100). Získané preparáty se liší 

v obsahu a zastoupení jednotlivých proteinů, které bylo ověřeno pomocí polyakrylamidové

elektroforézy v přítomnosti SDS. Biotinylované proteiny býčí semenné plasmy 
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interagovaly s proteinovými zónami po elektroforetické separaci a přenesení na 

nitrocelulosovou membránu; positivní interakce byla pozorována v oblasti Mr ~15 000 –

18 000. Otevřenou otázkou zůstává specifita této pozorované interakce.

U obou těchto preparátů jsme se následně pokusily separovat proteiny přímo se 

podílející na tvorbě oviduktálního rezervoáru spermií pomocí afinitní chromatografie  na 

nosičích obsahujících imobilizované  proteiny býčí semenné plasmy:  jako ligandy by 

použity jednak neseparované proteiny býčí semenné plasmy a jednak fosforylcholin 

vázající frakce proteinů,  fosforylcholin vázající frakce proteinů býčí semenné plasmy 

obsahuje následující proteiny: především PDC – 109 29, 71 a v menší míře BSP 30 kDa 33, 71, 

72. Proteiny interagující s navázanými ligandy byly vymývány roztokem EGTA a NaCl. 

Ani v jedné ze čtyř získaných frakcí proteinů interagujících s proteiny býčí semenné 

plasmy nebylo detekováno dostatečné množství proteinů pro jejich charakterizaci. Jedno 

z možných vysvětlení  je denaturace proteinů v průběhu separace nebo proteolytické 

štěpení, ke kterému mohlo dojít i přes použití inhibitorů proteas. 

Ve frakci apikálních membránových proteinů byly ve značném množství detekovány 

čtyři zóny proteinů o Mr 15 500 – 18 500 (obr. 11, str. 36). Přítomnost proteinů  

obdobných Mr byla detekována také v oviduktální tekutině (obr. 16, str. 40). U obou 

preparátů byla metodou přenosu proteinů na nitrocelulosovou membránu po provedení 

elektroforézy v přítomnosti SDS a následnou detekcí specifických interakcí 

s biotinylovanými proteiny analyzována schopnost vázat neseparované proteiny býčí 

semenné plasmy a proteiny fosforylcholin vázající frakce býčí semenné plasmy, jejichž 

podíl na tvorbě oviduktálního rezervoáru je již znám 25, 40, 41.

Dále bylo zjištěno, že proteinové zóny  přítomné v apikální frakci membránových 

proteinů a oviduktální tekutině interagují s biotinylovaným lektinem ze semen Lotus 

tetragonolobus (obr. 17, str. 41 a obr. 18, str. 42) specifickým pro L-fukosylové zbytky. 

Výskyt L-fukosylovaných glykokonjugátů na povrchu isthmické části oviduktu a jejich 

participace při tvorbě oviduktálního rezervoáru spermií byly popsány 20, 23. Vzhledem 

k těmto výsledkům, kdy elektroforeticky separované  oviduktální proteiny interagovaly jak 

s biotinylovanými proteiny býčí semenné plasmy, tak s lektinem rozpoznávajícím L-

fukosu, lze usuzovat, že i přes to, že se tyto proteiny nepodařilo separovat pomocí 

afinitních chromatografií, je možné, že se určitým způsobem podílejí na tvorbě 

oviduktálního rezervoáru či dalších pochodem důležitých při reprodukci. 
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Proteiny obsažené ve frakci apikálních membránových proteinů byly podrobeny 

štěpení trypsinem a následné MALDI-TOF MS/MS analýze, Z této analýzy vyplývá, že 

tyto čtyři proteinové zóny odpovídají hovězím histonům H4, H2A typ 2C, H2B typ 1K a H 

3.3. . Přestože ani jeden z těchto histonů nemá v genomu Bos Taurus signální sekvenci pro 

export, byly histony identifikovány a detekovány ve značných koncentracích i v jiných 

sekrečních tekutinách skotu: v mléce, slinách 77. Srovnáním s literaturou bylo zjištěno, že 

histony (H1 a H2B) hrají důležitou roli v sekretech vejcovodu slepice 74, kde svou 

antimikrobiální aktivitou pravděpodobně podporují nespecifickou imunitu orgánu. 

Antimikrobiální aktivita proteinů přítomných ve frakci apikálních membránových 

proteinů isthmu oviduktu a proteinů oviduktální tekutiny skotu byla sledována pomocí 

inhibice růstu mikrobiální kultury M. luteus na agaru pod přiloženým polyakrylamidovým 

gelem  po separaci proteinů elektroforézou v přítomnosti SDS. Antimikrobiální aktivita 

byla v obou případech detekována v oblasti Mr 12 000 -20 000 v níž se nalézají zóny 

histonů (obr. 19, str. 43 a obr. 20, str. 44).

Dále byla sledována antimikrobiální aktivita proti běžným patogenům reprodukčního 

traktu a to metodou ovlivnění růstové křivky pro bakteriální kultury E. coli a Ch. 

trachomatis a kvasinkovou kulturu C. albicans. Zatímco eukaryotické organismy (obr. 23, 

str. 46) na přítomnost proteinů odpovídajících histonům v kultivačním mediu v podstatě 

nereagovaly změnou růstové křivky, prokaryotické buňky reagovaly již na koncentrace 

3 g/ml proteinů v kultivačním médiu (E. Coli; obr. 21, str. 45) a Ch. trachomatis, jakožto 

intracelulární parazit eukaryotických buněk, navíc široce rozšířený v chovech 

hospodářských zvířat i u člověka, reagoval již v nejnižší testované koncentraci 1g/ml 

(obr. 22, str. 45). Nalezená antimikrobiální aktivita histonů může souviset s jejich rolí při 

ochraně povrchů a tekutin reprodukčních traktů krávy před působením patogenních 

mikroorganismů. 
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5. Shrnutí výsledků 

 Byly připraveny dva afinitní nosiče obsahující imobilizované proteinové složky 

býčí semenné plasmy: jednak  neseparované proteiny býčí semenné plasmy a jednak 

frakci fosforylcholin vázajících proteinů  býčí semenné plasmy. Tyto afinitní matrice 

byly poté použity pro  studium interakcí imobilizovaných ligandů  se složkami 

oviduktálních epithelů. 

 Byly izolovány  dva preparáty oviduktálních membránových proteinů oblasti 

isthmu: celkové membránové proteiny a apikální frakce membránových proteinů. Tyto 

membránové preparáty  byly separovány pomocí afinitní chromatografie s použitím 

připravených afinitních nosičů. Afinitní chromatografie ani v jednom případě 

neposkytla dostatečné množství membránových složek interagujících s afinitními 

nosiči pro další studie. 

 Ve frakci apikálních membránových proteinů byly detekovány po elektroforetické 

separaci čtyři proteinové zóny o Mr 15 500, 17 500, 18 000 a 18 500, které byly 

identifikovány pomocí  MALDI – TOF MS/MS analýzy jako čtyři hovězí histony: H4, 

H2A typ 1-C, H2B typ 2K, H3.3.

 Proteinové zóny identifikované jako hovězí histony po separaci 

polyakrylamidovou elektroforézou a po přenosu na nitrocelulosovou membránu  

interagovaly s biotinylovanými neseparovanými proteiny býčí semenné plasmy a 

fosforylcholin vázajícími proteiny  býčí semenné plasmy.   

 Tři z proteinových zón odpovídajících histonům interagovaly po elektroforetické 

separaci a přenesení na NC membránu s biotinylovaným lektinem ze semen Lotus 

tetragonolobus specifickým pro L-fukosylové zbytky. 
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 U oviduktálních histonů byla sledována jejich možná antibakteriální a fungicidní 

aktivita. Působením oviduktálních histonů došlo k výrazné inhibici růstu 

prokaryotických patogenů (M. luteus, E. coli, Ch trachomatis), ale růst eukaryotických 

buněk (HeLa buňky, C. albicans) byl inhibován minimálně. Výsledky ukazují, že 

oviduktální histony se mohou podílet na nespecifické imunitě reprodukčního traktu 

krávy.

 V oviduktální tekutině byly po elektroforetické separaci detekovány proteinové 

zóny s Mr odpovídající histonům identifikovaným ve frakci apikálních membránových 

proteinů. Proteiny přítomné v oviduktální tekutině interagovaly také s biotinylovanými 

proteiny býčí semenné plasmy a stejně tak s lektinem ze semen Lotus tetragonolobus. 

Obdobně jako histony z apikální membránové frakce oviduktu proteiny oviduktální 

tekutiny inhibují růst testovaných patogenů. Výsledky ukazují, že se oviduktální 

histony se mohou vyskytovat v oviduktální tekutině skotu.
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