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Seznam pouzitych zkratek

AA - akrylamid

ACN - acetonitril

ACTH - adrenokortikotropni hormon

APS - peroxodisiran amonny

Bis/AA - N, N’-methylen-bisakrylamid

CBB - Coomassie Brilliant Blue R-250

D-Glc - D-glukosa

FSH - hormon stimulujici folikuly

HA" - hydroxylapatit-vazajici frakce proteini kan¢i semenné
plazmy

HA’ - hydroxylapatit-nevazajici frakce proteini KSP

H - heparin-vazajici frakce

H - heparin-nevazajici frakce

Hep - heparin

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

KSP - kan¢i semenna plazma

LH - luteiniza¢ni hormon

Lys - lysozym

PB - fosfatovy pufr (z angl. Phosphate-Buffer )

RP-HPLC - vysokoudinna kap. chromatografie s reverzni fazi

SDS - dodecylsulfat sodny

TEMED - N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

Tris - tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TFA - trifluoroctova kyselina




1 UVOD

1.1 POHLAVNI ROZMNOZOVANI

RozmnoZovaci schopnost je zdkladnim kamenem Zivota, protoZze umoZiiuje
Zivym organismim zvySovat pocet jedinci svého druhu, vyuZzivat nové prileZitosti
v prostiedi kolem nich a vyvijet se. Je to tedy vlastnost, kterd umozZiuje zachovani
jednotlivych druhti a ¢asovou kontinuitu Zivota [1].

Pifi pohlavnim rozmnoZovani se vytvareji specializované pohlavni buriky
(haploidni gamety), samiéi vajicko a saméi spermie, které splyvaji v diploidni zygotu.
Vzajemného kontaktu a spojeni jsou schopny pouze zralé pohlavni buriky.

Zna¢ny vyznam vV fizeni vyvoje a funkénich zmén pohlavnich organti v pribéhu
Zivota jedince, v ovlivnéni pohlavniho cyklu, libida, biezosti a porodu maji organy

nervové soustavy a Zlazy s vnitini sekreci [2].

1.2 STAVBA UROGENITALNIHO TRAKTU
KANCU

Sam¢i pohlavni organy kancd zahrnuji varlata, nadvarlata, chdmovod, pfidatné
pohlavni Zlazy a kopulaéni organ — pyj. Mezi piidatné pohlavni zlazy kance patii
semenné vaky, parové ampule chamovodu, prostata a Cowperovy Zlazy [3].

Hlavni reprodukéni funkci samcti je tvorba spermii a jejich nasledna doprava do
samiéich pohlavnich organi. Mnozstvi produkovanych spermii je druhové odlisné a
méni se i v zavislosti na fotoperiodé nebo na stafi. Proces sam¢i reprodukce je fizen

hormony a autonomnim nervovym systémem [4].



1.2.1 Varlata (testes)

Varle je saméi pohlavni Zlaza obratlovcl. Ve varleti dochazi k vyvoji saméi
pohlavni buiiky, spermie, varlata jsou také dileZitad endokrinni Zl4za [5,7]. Na zadni
stén€ na n€ shora navazuje nadvarle. Na povrchu je varle pokryto vazivovym obalem,
vazivo zasahuje i do parenchymu varlete a rozdéluje ho na neuplné lalicky.
Nerozdélené &ast varlete (mediastinum) pfechazi v hlavu nadvarlete. Parenchym varlete
se sklada z mnohondsobné stofenych semenotvornych kandlki a fidkého vaziva
vypliiujiciho prostor mezi nimi. Sténu semenotvornych kanalkt tvofi zarodeény epitel,
ve kterém dochazi kvyvoji spermii ze spermatogonii. Zarode¢né burky -
— spermatogonie — jsou chrinéné a vyZivované podplirnymi Sertoliho butikami.
Semenotvorné kandlky se spojuji a pfechazeji do kandlkd nadvarlete [6,7].
Semenotvorné kanalky jsou obaleny v fidkém vazivu, kde se nachazeji intersticialni
Leydigovy buiiky. Ty produkuji testosteron — saméi pohlavni hormon. Kromé
testosteronu produkuji Leydigovy buiiky i antimiilleriansky hormon, ktery zptisobuje
atrofii a resorpci Miillerova vyvodu béhem embryonalniho vyvoje pohlavnich cest, a tak
zajist'uje spravny vyvoj samé&ich pohlavnich organt [7].

1.2.2 Nadvarle (epididymis)

Nadvarle je umisténo na vrcholu varlete, kde leZi na horni a zadni ploSe varlete.
Nadvarle je zdsobarnou spermii, které se zde uchovavaji po dobu pfiblizn¢ dvou tydni,
b&hem kterych spermie dozrévéji, ziskavaji schopnost pohybu a schopnost oplodnéni
vaji¢ka. V nadvarleti vzniké i hlenovity sekret, ktery mé vyznam pro latkovou vyménu
spermii. Spermie opousté&ji nadvarle chdmovodem [8,9].

1.2.3 Chamovod (ductus deferens)

Chéamovod, vychézejici z nadvarlete spolu s cévami, tvofi svazek, ktery
pokracuje do tfiselného kanalu a dutiny bfisni [9].



1.2.4 Sourek (scrotum)

Sourek je koZovity vak, vychlipenina bfisni stény, ve kterém jsou uloZena

varlata. Vé&tSinou je umistén mezi fitnim otvorem a penisem [10].

1.2.5 Pridatné pohlavni Zlizy (glandula genitales acessoriae)

Pfidatné pohlavni Zlazy jsou samostatné orginy, které produkuji sekrety
vylutované do moclové trubice. Tyto sekrety poskytuji spermiim vyZivné latky a
upravuji jim prostfedi béhem prichodu mo&ovou trubici. K témto pohlavnim Zlazam
patfi parové ampule chimovodu, semenny vak, pfedstojna Zl4za (prostata) a Cowperovy
Zlazy [5].

1.3 SAMCIi POHLAVNI BUNKY

Sam¢i pohlavni butiky se vyvijeji v semennych kanalcich varlete ze zdrode€ného
epitelu.

Hotova spermie (obr. 1) je tvofena hlavi¢kou, spojovaci &asti (krékem), stfedni
¢asti a bi¢ikem. Hlavitka se skldda z akrozomu, jadra, a v mens$i mife i cytoskeletalnich
struktur a cytoplazmy. Akrozom je velkd sekre¢ni granule, obklopujici jadro vn&jsi a
vnitini  akrozomovou membranou. Akrozom obsahuje enzymy $t&pici
glykosaminoglykany a proteolytické enzymy nezbytné pfi fertilizaci. Jadro spermie je
haploidni. Ve stfedni
plormodchs mombedna Casti spermie jsou

shromédZdény
mitochondrie [1].
Spermie po svém
vyvoji ve varleti

(testis) neni schopna
oplodnit vaji¢ko.
Tuto schopnost
ziskava pti prichodu
nadvarletem

Obr. 1: Stavba spermie [I] (epididymem).




Tento proces se nazyva epididymalni maturace — zrani spermie. B¢hem zrani spermie
v epididymu dochazi ke zméndm na plazmatické membrané.

Je znamo, Ze semenna plazma m4 na spermie prokazatelné dekapacitaéni ucinek.
Dekapacitované ejakulované spermie nejsou schopny oplodnit vajicko. K jejich
rekapacitaci dochazi v sami¢im pohlavnim traktu [3].

Kapacitace je soubor reverzibilnich zmén, které se odehravaji na spermii b&hem
jejiho transportu k mistu fertilizace, tedy v sami¢im pohlavnim traktu [11]. T&émito
zménami jsou odstranény nebo modifikovany komponenty plasté spermie, zejména
akrozomdlniho regionu, &¢imZ se odkryji nebo vytvofi receptory pro interakci
s vajitkem [12]. Ejakulované spermie, které neprosly kapacitanimi zmé&nami, nejsou
schopny oplodnit vajicko.

1.4 FERTILIZACE

Oplodnéni (fertilizace, obr. 2) je splynuti
dvou pohlavnich bun€k (gamet) v zygotu za ucelem
zformovani nového organismu. U Zivodichd tento
proces zahmuje fiizi spermie s vaji¢kem, coZ vede ke
vzniku zygoty a jejimu nislednému vyvoji v embryo
a plod. Podle Zivodi$ného druhu miZe oplodnéni
prob&hnout uvnitf téla samice (vnitini oplozeni) nebo

mimo né (vnéjsi oplozeni).

Obr. 2: Fertilizace [II]
Fertilizace zahrnuje vysoce specializované déje: interakci proteinii semenné

plazmy na povrch spermie b&éhem ejakulace, interakci povrchovych proteinti spermie
s epitelidlnimi buiikami oviduktu, kapacitaci spermie, rozpoznavani gamet, vazbu
spermie k vaji¢ku a penetraci zonou pellucidou vaji¢ka [13,14]. Po smichdni proteini
semenné plazmy se spermiemi b&hem ejakulace prochdzi plazmaticki membrana
spermie intenzivnim remodelovanim. Né&které proteiny semenné plazmy i v agregované
formé, se stavaji povrchovymi sloZkami spermie. V tomto procesu jsou obsaZeny dva
typy interakci: interakce proteinti s plazmatickou membranou spermie [15] a vzdjemné
interakce mezi proteiny [16].
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Obr. 3: Pribéh fertilizace [111]

1.5 AKROZOMOVA REAKCE

Akrozomové reakce (obr. 4) nastivd po kontaktu (interakci) spermie se zonou
pellucidou vaji¢ka (primarni vazba). Akrozomova reakce zahrnuje mnohonéasobnou fizi
vnéjsi akrozomové membriny a plazmatické membrany spermie. Dochdzi k vyliti
obsahu akrozomu a na povrch se dostava vnitfni akrozomova membrana, kde proteiny
na ni navazané nové interaguji s glykoproteiny zony pellucidy [14]. Glykoproteinova
vrstva pokryvajici vné&j$i akrozomovou membranu muZe slouZit k vesikulaci
plazmatické a vné&j$i akrozomové membriany b&hem akrozomové reakce, stejné tak
n¢které glykoproteiny a sacharidy obsaZené v akrozomdlni matrix. V dob& pobytu
spermie v sami¢im pohlavnim traktu se miiZe objevit neprava akrozomova reakce, ktera
je spojena s apopt6zou spermie. Zonou pellucidou zprostfedkovana akrozomova reakce
je druhové specifickd [17]. Jeden z glykoproteinti zony pellucidy hraje roli jako ligand
a jeho vazba s receptorem na povrchu spermie spousti fetézovou reakci fidici
akrozomovou reakci. Kli¢ovou roli v pfipravé fiize membran hraje kapacitani proces
[11,19]. Kapacitace je spojena se schopnosti prodélavat akrozomovou reakci jako
odpovéd’ na vazbu fyziologickych ligandi. Zénové receptory pfitomné v membrané
mohou mit proteinkindzovou aktivitu. Jejich aktivace spousti kaskadu reakci zahrnujici
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stimulaci G-proteini a fosfolipasy C, $tépeni fosfatidylinositoldifosfitu na
diacylglycerol a inositolfosfat, zvySeni hladiny intracelularnich vapenatych iontu a
aktivaci proteinkiniazy C a naslednou fosforylaci proteini [18]. Aktivovany G-protein
také stimuluje fosfolipAzu A2, umoZiujici $tépeni fosfatidylcholinu na
lysofosfatidylcholin a arachidonovou kyselinu, tedy vysoce fiizogenni latky.

Obr. 4: Akrozomovd reakce [IV]
ZvySeni koncentrace vapniku, vzrist intracelulirntho pH a produkce
fazogennich latek jsou zdkladnim pfedpokladem pro spusténi akrozomové reakce [18].

1.6 PROTEINY KANCi SEMENNE PLAZMY

Semennd plazma obsahuje nejriznéj$i slozky jak nizkomolekularniho tak
vysokomolekuldrniho charakteru. Z vysokomolekularnich latek pfedstavuji proteiny
pravdépodobné nejduleZitéj$i slozku. Jsou produkovany pfevainé semennymi vaky a
prostatou. Né&které z téchto proteini se vaZi na povrch spermie a Gdastni se velmi
vyznamné jednotlivych krok fertilizace [20].

Vétsina proteinti kan¢i semenné plazmy (80 % celkovych proteini) patfi mezi
spermadheziny. Jsou to nizkomolekuldrni proteiny s rel. mol. hmotnosti 12000 — 16000.
Spermadheziny a dalsi proteiny semenné plazmy se vaZi jednak mezi sebou a jednak na

spermii.
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Proteiny lokalizované na povrchu spermie se Wlastni interakci bud’
s komponentami oviduktu, zony pellucidy nebo s latkami pfitomnymi v pfirozeném
okoli obou gamet. Proteiny kan¢i semenné plazmy byly rozdéleny afinitni
chromatografii na imobilizovaném heparinu na dv& &4sti: heparin-véazajici (H') a
heparin-nevazajici (H) proteiny. NasledndA HPLC analyza a N-koncovad sekvenace
ukazaly, e ob& frakce jsou tvofeny nizkomolekularnimi slozkami: H' frakci tvofi
protein DQH, spermadheziny AQN a AWN, zatimco H" frakci tvofi spermadheziny
PSP-I a PSP-II [21].

Kan¢i spermadheziny (AQN 1-3, AWN 1 a2 a PSP I a II proteiny) patti k velké
rodiné vyvojové fizenych proteind. DQH povrchovy protein spermie se strukturou lidi
od spermadhezint a patfi do velké rodiny adhezivnich proteinti bun€k a mezibunétné
hmoty [22]. Bylo zji§té€no, Ze proteiny kan¢i semenné plazmy jsou za fyziologickych
podminek pfitomny pfevaZzné jako agregéaty o rizné molekulové hmotnosti, rozdilného
sloZeni a vazebnych vlastnosti [23]. Tyto agregované formy proteinii semenné plazmy
(DQH, AQN, AWN, PSP), spiSe neZ individudlni proteiny, se u¢astni vazby na povrch

spermie, kapacitace spermie a primérni vazby spermie k zon€ pellucid€ vaji¢ka [24,25].

1.7 STEROIDNIi HORMONY

1.7.1 Chemie a struktura hormonu

Steroidni slou€eniny tvofi po¢etnou skupinu pfirodnich latek. Zéklad molekuly
steroidnich hormont je strukturné odvozen od cyklopentanoperhydrofenantrenového
jadra [26]. Steroidni hormony vznikaji v pohlavnich Zldzdch a nadledvinich a tvofi
pouze steroidy s 21,19 a 18 uhlikovymi atomy.

Steroidni hormony jsou lipofilni, a proto voln& prostupuji plazmatickou
membranou do extraceludlniho prostoru. V krevni plazmé je vétSina steroidnich
hormoni transportovana ve form& vazané na albumin a specifické proteiny, mensi €ast
ve volné formé&, kterd jedina je aktivni a vaZe se na specifické receptory. Steroidni

hormony maji pomalej3i nédstup U¢inku a del$i polotas Zivota neZ polypeptidové
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hormony, pfedev§im proto, Ze jsou transportovany aZ do bun&¢ného jadra, kde plsobi

jako regulatory proteosyntézy [27].

1.7.2 Rozdé&leni steroidi podle pivodu

Rozd&leni podle po&tu uhliki ¢&astedné koresponduje s rozdélenim podle
Zlazového ptivodu a funkce.

Kortikoidy s 21 uhliky se tvofi v kiife nadledvin (adrenokortexu). Progestiny s
21 uhliky jsou prekurzory kortikoidd i sexudlnich hormonti; sdém progesteron
(4 pregnen-3,20-dion) je jednim ze samiéich sexuélnich hormonu.

Androgeny a estrogeny s19 a 18 uhliky se tvofi vsamcich a samifich
pohlavnich Zlazach, v mens$i mife ale také v kife nadledvin [26].

1.7.3 Mechanismus a¢inku steroidnich hormonu

Steroidy u¢inkuji vetS§inou dlouhodobé, prostfednictvim nitrobunéénych
receptorti, mechanismem regulace exprese gent pro uréité proteiny — enzymy, strukturni
bilkoviny, peptidové hormony. Timto mechanismem reguluji i syntézu svych vlastnich
receptorii. Steroidni hormony nadto mohou udinkovat i kratkodob&, na né&které jiné
urovni neZ je exprese geni (tzv. negenomové u¢inky) [28].

Hormon se vdZe na intraceluldrni receptor, ¢imZ dochazi ke konformaénim,
ptipadné daldim zmé&ndm v molekule receptorové bilkoviny, kterd zaujme formu,
schopnou interakce s jadernou DNA (tzv. aktivace nebo téZ transformace). U receptorti
rozeznavame tfi ¢asti — domény — plnici odli$né funkce. Prvni je oblast — doména
odpovédna za vazbu na DNA, druhd doména obsahujici vazebné misto pro hormon a
tieti (N-termindlni) zprostfedkuje vlastni spusténi (‘triggering’) transkripce pfisluiného
(ptisludnych) geni [27].

V jadfe butiky se pak ,aktivovany“ hormon-receptorovy komplex svou
»DNA vazajici doménou“ vaZe na urité tseky DNA, tzv. hormony regulované
elementy, které nejsou totoZné s inicianim mistem pro pfepis (transkripci) genu do
mRNA, dokonce mohou byt od né&j dosti vzdalené. K , pfeklenuti“ vzdalenosti mezi
hormony regulované elementy a iniciaénim mistem pro transkripci, jenZ se zptistupiiuje

pro jadernou RNA-polymerazu, slouZi celd molekula receptorové bilkoviny, zejména
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viak jeji N-terminalni &ast, za spoluuasti dalSich jadernych proteind,
tzv. transkrip&nich faktora [29].

1.7.4 Biosyntéza steroidnich hormoni

Prekursorem vSech steroidnich hormond je cholesterol (obr. 5). Hlavnim
zdrojem cholesterolu pro biosyntézu steroidnich hormonii je cirkulujici cholesterol,
véazany na tzv. LDL a HDL lipoproteiny a nitrobuné&ny cholesterol, uvnitf bun€k pak ve
form& esteri v cytoplazmatickych vakuolach [26). Butiky schopné zuZitkovat
cholesterol, tedy vSechny steroidogenni tkan&, obsahuji na svych membranach receptory
pro zminéné lipoproteiny, které zprostfedkovavaji endocytézu cholesterolu do bunék.

1.7.4.1 Androgeny (samd¢i sexudlni hormony)

Androgeny se tvofi v tzv. Leydigovych (vmezefenych, intersticidlnich)
buiikach varlat, tvoficich asi 5 % objemu Zlazy. VE&tsi &ast tvofi semenotvorné kanalky s
tzv. Sertoliho buitkami, produkujicimi peptid inhibin, jenZ podobné& jako statiny brzdi
tvorbu a vydej FSH; v semenotvornych kandlcich jsou uloZeny saméi zarodeiné
buiiky. Androgeny se tvofi i ve vajednicich a rovnéz v kife nadledvin. Hlavnimi
androgeny jsou testosteron (17p-hydroxy-4-androsten-3-on) a jeho nasyceny derivat,
dihydrotestosteron (17p-hydroxy-5a-androstan-3-on) [29].

2022 Dosmad m?mu Transport a metabolismus:
3p0H-Steroid Testosteron a dihydrotestosteron (obr. 5) jsou
Dehydrogenase
17-mm&"?m v krevni plazmé vazany na transportni protein
17-0HFrogestoone
1720Desmolase sexudlni hormony vézajici globulin a z ¢asti na
*H o o I o albumin. Testosteron se metabolizuje v jatrech
¢C':Sjj na 17-ketosteroidy, ty se vylutuji mo&i. Malé
o mnoZstvi testosteronu se konvertuje na
F Sa-Reductase Aromptase
[ ° on V"on | estrogen.
Cells
o H HO
[Dibwdrostostostorone  Estradiol
Obr. 5: Biosyntéza steroidu [V]
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1.7.5 Funkce steroidnich hormonu

Testosteron pilsobi proteoanabolicky (zvySeni syntézy a sniZeni rozpadu
proteini). Jeho efekt je jednak cileny a jednak celkovy, kdy méa proteoanabolicky u¢inek
zejména v kosternich svalech (zvy$uje objem svalové hmoty). Ve vétsin€ cilovych tkani
je viak vlastnim G¢innym androgenem dikydrotestosteron, ktery vznika z testosteronu
pfimo v tkanich pisobenim Sa-reduktazy [29].

1.7.6 Hormonalni regulace sam¢ich pohlavnich Zlaz

Rizeni sekrece saméich pohlavnich Zlaz — &innost pohlavnich Zlaz je fizena
v ramci hypotalamo-hypofyzélniho systému pomoci zpétnovazebnich mechanismu [26].
Gonadoliberin (Gn-RH) uvoltiovany v hypotalamu fidi sekreci gonadotropini
(LH a FSH) v adenohypofyze. ZvySeni koncentrace LH stimuluje zvyseni koncentrace
cAMP spojené se syntézou testosteronu v Leydigovych buiikach varlat. Testosteron ve
varlatech stimuluje Sertoliho builkky a nasledné zvySuje spermatogenezi. Zbytek
hormonu je uvoliiovan do krevniho ob&hu a pisobi zp&tnovazebn& sniZeni sekrece
Gn-RH. FSH pisobi zvy$eni koncentrace cAMP v Sertoliho buiikich varlat, které ma za
nasledek aromatizaci testosteronu na estradiol. Sertoliho builkky nejsou schopné
syntetizovat testosteron, ktery se do nich dostava difazi z Leydigovych buiiek. FSH je

nezbytny pro nistup spermatogeneze
_________________________ v pubert€ [30]. Sertoliho buiiky déle uvolituji

fe-— N i* | inhibin — peptid, ktery zpétnovazebné
snizuje sekreci FSH v adenohypofyze.
Zpétnovazebné mechanismy ptisobi i na

urovni samotnych varlat. Leydigovy buiiky
uvoltiuji peptid podobny — ACTH, ktery
ﬁ‘_‘%bgl[.\} stimuluje funkci Sertoliho bung¢k a dale
uvoltiuji B-endorfin, ktery ji naopak inhibuje.
seemecem*! Inhibin  sniZuje  syntézu  androgenid
v Leydigovych buiikach [26].

Obr. 6: Hormondlni regulace pohlavnich #ldz [VI]
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1.8 CiL PRACE

Interakce spermie a vaji¢ka se u savci sklada z fady vysoce specializovanych
dé&ju, které vedou k vzajemné aktivaci gamet. Tyto d&je jsou regulovany na urovni
receptort podobné jako funkce somatickych bunék, které jsou regulovany hormony,
nervovymi pfenaSedi, ristovymi faktory.

Cilem pfedklddané bakaléafské prace bylo:

- porovnat fertiliza¢ni ukazatele kancti z hlediska jejich odpovédi na hladinu
indukovaného testosteronu.

- sledovat vliv hladiny indukovaného testosteronu na stupeti glykosylace
proteinti v kan¢i semenné plazmé.

- korelovat hodnoty indukovaného testosteronu s mnoZstvim proteint kan¢i

semenné plazmy.
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2 Material a metody

2.1 Pouzity material

2.1.1 Chemikalie

Acetonitril (ACN)
Akrylamid

APS (peroxodisiran amonny)
Bis AA

Bromfenolova modf

CBB (Coomassie Brilliant Blue R-250)
Ethanol

Fenol

Formaldehyd

D-glukosa

Glycerol

Hydrogenuhli¢itan amonny
Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydroxylapatit

Chlorid sodny

Chlorid hofe¢naty

Kyselina chlorovodikova

Kyselina octova

Kyselina sirova

Merkaptoethanol

Methanol

SDS (dodecylsulfét sodny)

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)
TFA (trifluoroctové kyselina)

Tris (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)

- Merck, Darmstadt, Némecko
- Serva, Heidelberg, Némecko
- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
- Serva, Heidelberg, Némecko
- Lachema, Brno

- Serva, Heidelberg, Némecko
- Lachema, Brno, CR

- Lachema, Neratovice, CR

- Lachema, Brno

- Lachema, Brno

- Lachema, Brno

- Lachema, Brno

- Lachema, Brno

- Létiva, Praha

- Lachema, Brno

- Lachema, Brno

- Lachema, Neratovice, CR

- Lachema, Brno

- Lachema, Neratovice, CR

- Loba Chemie, Fishamend

- Lachema, Brno

- Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
- Serva, Heidelberg, Némecko
- Merck, Darmstadt, Némecko
- Serva, Heidelberg, Némecko
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2.1.2 Biologicky material

Kan¢i semennd plazma byla ziskana z insemina¢ni stanice ISK Grygov. Spermie
byly od semenné plazmy oddéleny centrifugaci 600 - 1000 * g po dobu 20 minut pfi
5 °C. Poté byly vzorky uchovavéany ve zmrazeném stavu.

2.2 Afinitni chromatografie na sloupci hydroxylapatitu

Sloupec polyakrylamidu s navazanym hydroxylapatitem (2,8 x 15 cm) byl
ekvilibrovan 200 ml fyziologického roztoku (pH = 7,02).

Na sloupec afinitniho nosi¢e pfi prutokové rychlosti 2 ml / 3 min byl nanesen
1 ml kan¢i semenné plazmy. Po naneseni vzorku byl sloupec promyvin 10mM PB
(pH = 7.2). Ptitomnost hydroxylapatit nevazajicich proteind byla sledovana absorbance
pfi A = 280 nm na spektrofotometru HeAios y. Po poklesu absorbance eluatu pod
hodnotu 0,08 byly navazané proteiny eluovany pomoci 100mM PB (pH = 7.1).
Zbyvajici navazané proteiny byly eluovany zvySenim iontové sily roztokem 50mM
MgCl,. Ziskané frakce byly zamrazeny a poté lyofilizovany.

2.3 RP HPLC

Déleni proteinovych frakci ziskanych z afinitni chromatografie (kap. 3.1) bylo
provedeno pomoci RP HPLC na pfistroji WATERS (Milford, USA) pfi pouZiti
analytické kolony VYDAC C-18 typu 218 TP 104 (4,6 x 250 mm) s velikosti
&astic 10 pm.

Na kolonu byl vZzdy nand$en 1 ml vzorku (1 mg lyofilizovaného vzorku
rozpustény v 1 ml 0,05% TFA v redest. H;0).

Pribéh linearniho gradientu acetonitrilu (ACN) byl nasledujici: 20 - 50% ACN
b&hem 60 minut, pak promyvaci gradient 50 - 70% ACN b&hem 5 minut, dalSich
5 minut izokraticky 70% ACN a 70 - 20% ACN po dobu 5 minut. Pritokova rychlost
byla nastavena na 1 ml/min.

Vysokou¢inné kapalinovd chromatografie na koloné s reverzni fazi (RP HPLC)
byla provedena Dr. Pavlou Maiiaskovou na UMG AV CR.

19



2.4 Stanoveni obsahu neutralnich sacharidi podle
Duboise

Metoda [31] je zaloZena na dehydrataci cukri koncentrovanou kyselinou sirovou
a nasledné kondenzaci vzniklého furfuralu ¢&i 5-hydroxymethylfurfuralu za vzniku
barevnych kondenza¢nich produkti, které 1ze spektrofotometricky stanovit.

Pro kalibraci byly pfipraveny vodné roztoky D-glukosy o koncentraci 0, 0,025,
0,0125, 0,00625, 0,003125, 0,00156, 0,000781, 0,00039 mg/ml. K 500 ul vech vzorkd
a standardi bylo pfiddno zdavkovaci ldhve 1 ml 5% roztoku fenolu a 5 ml
koncentrované kyseliny sirové. Smés byla protfepana a nechala se odstat pfi laboratorni
teploté¢ 30 min. Na spektrofotometru HeAios y byla méfena absorbance pii 490 nm ve
sklenénych kyvetach.

Vynesenim hodnot absorbance standardti proti mnoZstvi glukosy v jednotlivych
zkumavkach byl vytvofen kalibratni graf a jeho interpolaci byl stanoven obsah

neutralnich sacharidi ve vzorku.

2.5 SDS-elektroforéza proteini v polyakrylamidovém
gelu (diskontinualni elektroforéza dle Laemmliho)

SloZeni roztokii:

A. Roztok akrylamidu: 29,2 g AA + 0,8 g bis AA do 100 ml H,O

B. 1,5M Tris. HCl o pH 8,8: 18,5 g Tris + 100 ml H,O, pH upraveno pomoci HCI
C. 0,5M Tris. HCl o pH 6,8: 6 g Tris + 100 ml H,O, pH upraveno pomoci HCI
D. 10% SDS: 10 g SDS + 100 ml H,O

E. Vzorkovy puft: neredukujici redukujici
H,0 4,4 ml 3,7ml
0,5M Tris. HCl o pH 6.8 1,0 ml 1,0 ml
glycerol 0,8 ml 0,8 ml
10% SDS 1,6 ml 1,6 ml
0,1% bromfenolova modf 0,2 ml 0,5 ml
merkaptoethanol - 0,4 ml
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F. Elektrodovy pufr: 9 g Tris + 43,2 g glycinu + 3 g SDS + 600 ml H,O, pted pouZitim
fedéno 80 ml zésobniho roztoku 320 ml HO
G. 10% APS: 1 g APS + 10 ml H,O

ZaostFovaci gel 4%:1,52ml H;0 + 0,625ml roztoku C + 0,025 ml roztoku D + 0,325ml
roztoku A. Tésné& pfed aplikaci bylo pfidano 3,8ul TEMEDu a 5ul roztoku G.
Separaéni gel 12%: 2,5 ml roztoku B + 4,0 ml roztoku A + 3,5 ml H,O + 100 pl
roztoku D. Tésné& pted aplikaci bylo pfidano 4,5 ul TEMEDu a 35 pl roztoku G.
Barveni gelt: 0,5 g CBB + 450 ml methanolu + 100 ml kyseliny octové + 450 ml H,O
Odbarveni geli: 250 ml methanolu + 100 ml kyseliny octové + 650 ml H,O
Standard: smé&s oligomeri lysozymu (monomer — M, = 14 500)

Postup:

1.  Pro elektroforézu byl pouZit ptistroj firmy Bio-Rad. 12% separa¢ni gel byl
nalit mezi dv& vertikalni skla upevnéna do stojanu pro nalévani gelt, pfevrstven vodou
a ponechan polymerovat.

2. Po vysuSeni geli filtralnim papirem byla nalita vrstva 4% zaostfovaciho gelu,
do niZ byl zasunut hfeben pro tvorbu jamek.

3.  Vzorky o koncentraci 1 mg proteinti na 100 ul vzorkového neredukujiciho
pufru byly pfed nanesenim inkubovany 5 minut v horké vodni lazni.

4. Po wukonfeni polymerace byla sestavena aparatura pro provedeni
elektroforézy.Do katodového i anodového prostoru byl nalit elektrodovy pufr. Po
odstranéni hfebenii byly do jamek nanaSeny vzorky o objemu 10 ul pomoci
mikrostfika¢ky. Vana byla doplnéna elektrodovym pufrem.’

5. Elektrody byly pfipojeny ke zdroji napéti. Jako zdroj napéti byl pouZit ptistroj
ElectrophoresisConstant Power Supply 3000/150 firmy Pharmacia. Elektroforéza
probihala zpodatku pfi napéti 70 V, po pfekro€eni rozhrani geli bylo nastaveno napéti
130 V. Elektroforéza trvala 90 min. |

6. Po skonleni elektroforézy byly gely proplachnuty destilovanou vodou a
barveny pfes noc v roztoku pro barveni geld. Poté byly odbarveny v odbarvovacim

roztoku, oplachnuty destilovanou vodou a vysuseny v celofanu.
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2.6 Stanoveni celkového cholesterolu

Cholesterol reaguje s acetanhydridem a koncentrovanou kyselinou sirovou za
vzniku zelen¢ zbarvené molekuly cholestahexan-sulfonové kyseliny. Interferenci

bilkovin potlatuje 2,5-dimethylbenzensulfonova kyselina.

Cinidla:

1 Standardni roztok (10 ml)
Cholesterol 5,17 mmol/l, kyselina octova 17,5 mol/l

2 Acetanhydrid 6,5 mol/], kyselina octova 7 mol/l, (250 ml)
kys. 2,5-dimethylbenzensulfonova 0,05 mol/l

3 Kyselina sirova konc. (50 ml)

Postup:

Ve tfech zkumavkéch se smiché &inidlo 2 v poméru 30+1 se vzorkem, ¢inidlem
1 (standard) a s destilovanou vodou (kontrolni roztok). Promiché se a inkubuje se 5 min
ve vodni 14zni s proudici vodou o teploté 10 — 20 °C. Pak se do v3ech zkumavek na
1 objemovy dil vzorku pfidd 6 objemovych dili ¢inidla 3. Rychle se promicha a
temperuje se 10 min ve vodni fazi s proudici vodou o teploté¢ 10 — 20 °C. Zméfi se
absorbance vzorku (Al) a standardu (A2) pfi 585 nm proti kontrolnimu roztoku.
Mgéfeni je nutné provést do 45 minut po ochlazeni.

Vypodet celkového cholesterolu:
Celkovy cholesterol (mmol/l) = 5,17.(A;/A3),
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3 VYSLEDKY

3.1 Afinitni chromatografie KSP na hydroxylapatitu

Kan¢i semenna plazma byla rozdélena pomoci afinitni chromatografie na
sloupci hydroxylapatitu na tfi frakce. Prvni frakce, kterd se na afinitni nosi¢ nevazala a

byla eluovana 10mM PB (pH 7.2), byla oznatena jako hydroxylapatit-nevazajici (HA").
Poté byly proteiny eluovany pomoci 100mM PB (pH 7.1), tato druha frakce byla
oznatena jako hydroxylapatit-nevazajici (HA'). Zbylé proteiny byly vytésnény
zvySenim iontové sily pomoci roztoku SOmM MgCl, a tato tfeti frakce byla oznatena
jako hydroxylapatit-vazajici (HA+). Pribéh chromatografie byl sledovin méfenim

absorbance pfi 280 nm. Ziskané proteinové frakce byly odsoleny pomoci dialyzy proti
destilované.vodé a poté namraZeny a lyofilizovany. Elu¢ni profil je zndzornén na obr. 7.
SloZeni jednotlivych frakci bylo sledovano pomoci HPLC s reverzni fazi na koloné
VYDAC C-18 (kap. 2.4) a SDS-elektroforézou (kap. 2.6).

Prabéh Afinitni chromatografie - kanec typ XAAL1700
A pii 280 nm
14
12
1
08
06
04
02
(] . - . . : .
o 10 2 0 L 50 60 70
eluéni objem jmf)
[—o— odbir 14.2. 2006 —a— odbir 18.4. 2006 |
Obr. 7: Prabéh afinitni chromatografie na sloupci hydroxylapatitu
HA~ = hydroxylapatit-nevazajici frakce po vymyti 10mM PB (pH 7.2),

HA™ = hydroxylapatit-nevazajici frakce po vymyti 100mM PB (pH 7.1),
HA" = hydroxylapatit-vdzajici frakce po vymyti 50mM MgCl,.
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3.2 SDS-elektroforéza proteini kanci semenné plazmy

Proteiny HA®, HA™ a HA’ ziskané z kan¢i semenné plazmy chromatografii na
sloupci hydroxylapatitu byly analyzovany pomoci SDS-elektroforézy v 12%
polyakrylamidovém separa¢nim gelu v neredukujicim prostfedi. SDS-elektroforéza a
barveni na proteiny a glykoproteiny byly pouZity ke studiu pfitomnosti a glykosylace
proteinii nachazejicich se v kan¢i semenné plazmé. Vysledek elektroforézy je znazornén

na obr. 8.

HA™ HA Standard

58000 ——

Obr. 8: SDS-elektroforeogram proteinia kanéi semenné plazmy v neredukujicim
prostFedi po barveni v Coomassie Brilliant Blue na proteiny
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3.3 Charakterizace HA" , HA™ a HA frakeci kan¢i
semenné plazmy pomoci HPLC

HPLC s reverzni fazi byla pouzita pro charakterizaci HA* , HA™ a HA™ proteint
ziskanych z kan¢i semenné plazmy chromatografii na sloupci hydroxylapatitu.
Porovnani priibéhu chromatografického déleni hydroxylapatit-nevazajici frakce (HA™)
po vymyti 10mM PB (pH 7.2) s pribéhem chromatografického déleni H™ proteint
kan¢i semenné plazmy je znazornéno na obr. 9. Srovnani pribéhu chromatografického
déleni hydroxylapatit-nevazajici frakce (HA") po vymyti 100mM PB (pH 7.1)
s prubéhem chromatografického déleni H proteini kanci semenné plazmy
je znazornéno na obr. 10. Porovnani prib&hu chromatografického déleni hydroxylapatit-
-vazajici frakce (HA") s priibéhem chromatografického déleni H' proteinii kan¢i
semenné plazmy je zndzornéno na obr. 11.

Z porovnani reten¢nich ¢asi H' a H™ proteinti kan¢i semenné plazmy je ziejmé,

Ze proteinové sloZeni frakci je velmi podobné.

! lpspi PSP Ilb
W]; ;

600 | ; PSP lla

N N,

Time {min]
Obr. 9: RP HPLC - déleni HA™ frakce ziskané 7 afinitni chromatografie na sloupci
hydroxylapatitu po vymyti 10mM PB (pH 7.2)
H = heparin-nevazajici proteiny kanci semenné plazmy, HA™ = hydroxylapatit-
-nevazajici frakce; PSP I, PSP la, PSP Ila, PSP IIb = separované proteiny kanci
semenné plazmy vyskytujici se v jednotlivych frakcich
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Obr. 10: RP HPLC — déleni HA frakce ziskané z afinitni chromatografie na sloupci
hydroxylapatitu po vymyti 100mM PB (pH 7.1)

H = heparin-nevazajici proteiny kanci semenné plazmy, HA = hydroxylapatit-
-nevazajici frakce; PSP I, PSP la, PSP Ila, PSP IIb = separované proteiny kanci
semenné plazmy vyskytujici se v jednotlivych frakcich
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Obr. 11: RP HPLC - déleni HA" frakce ziskané 7 afinitni chromatografie na sloupci
hydroxylapatitu po vymyti 50mM MgCl,

= heparin-vazajici proteiny kanci semenné plazmy (vychozi vzorek),
HA" = hydroxylapatit-vizajici frakce; DQH, AQN, AWN, AWN II = separované
proteiny kanci semenné plazmy vyskytujici se v jednotlivych frakcich



3.4 Chromatografie proteinii kanci semenné plazmy na
hydroxylapatitu

Proteiny kan¢i semenné plazmy byly rozdéleny pomoci afinitni chromatografie
na sloupci hydroxylapatitu na 3 frakce. Prvni frakce, ktera byla eluovana 10mM PB, se
nevazala a byla oznacena jako hydroxylapatit-nevazajici (HA™). Druha frakce, eluovana
100mM PB se opét nenavazala na sloupec hydroxylapatitu a byla oznaena
hydroxylapatit-nevazajici (HA"). Proteiny adsorbované na sloupec hydroxylapatitu byly
eluovany roztokem 50mM MgCl, a byly oznageny hydroxylapatit-vazajici (HA™).

Na obr. 12 je znazornéno srovnani hmotnostnich vytéZzka proteind 11 vzorku
kan¢i semenné plazmy v ¢asovém intervalu. Obr. 13 pifedstavuje vytéZky proteint
hydroxylapatit-nevazajici frakce (HA") po vymyti 10mM PB a poté 100mM PB mezi
dvéma odbéry. Proteiny hydroxylapatit-vézajici frakce (HA") jsou zndzornény na
obr. 14. Z grafti 12, 13, 14 vyplyva, Ze se individualni vytézky proteinti ve dvou

odbérech zna¢né lisi.

Pomér hmotnostnich vytézku frakci KSP - odbér 14.2. a 18.4. 2006

N

'l> P 420 ,\u" 2 P ot o
Qo ®"
o°¢° QQ‘X” & o o0

vzorky kancé

2 e S R q;b"' Cig o o &P h‘*’
SN W Y Q* 4* &P L \**" w o
-i,??.'.??

[@HA-vymyti 10mM PB s HA— vymyti 100mM PB OHA+ vymyti 50mM MgCI2 |

Obr. 12 — Srovndni hmotnostnich vytéikii proteini kanéi semenné plazmy mezi
odbéry

Prvni sloupec (zleva) u typu kance vidy oznaluje odbér 14.2.2006, druhy odbér
18.4.2006

(HA’) oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci H proteinii kan¢i semenné plazmy,
(HA") oznacuje hydroxylapatit-vizajici frakci H' proteinii kanci semenné plazmy
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m . mgl HA frakce po vymyt 10mMPB (7.2) a 100mMPB (7.1)
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Obr. 13 - Srovndni hmot.vytéZka hydroxylapatit-nevdzajicich proteinii kanci semenné
plazmy mezi odbéry

(HA') oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci proteini kanci semenné plazmy po
vymyti 10 mM PB (pH 7.2) a 100 mM PB (pH 7.1)

HA* frakce po vy myti 50 mM MgClL
m . [ma]
7,000

6,000

5,000

vzorky kancd

|-odbér14.2. 2006 Oodbér 18.4. 2006|

Obr. 14 - Srovndni hmot.vytéZkii hydroxylapatit-vdazajicich proteinit kanéi semenné
plazmy mezi odbéry

(HA") oznacuje hydroxylapatit-vézajici frakci H' proteinii kanc¢i semenné plazmy po
vymyti 50mM MgCl,
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3.5 Stanoveni glykosylace proteinu KSP

Pro charakterizaci bylo provedeno stanoveni neutralnich sacharidi dle
Duboise [31].

Hlavnim ukolem bylo sledovat zmény glykosylace proteini kan¢i semenné
plazmy jednotlivych frakci ziskané afinitni chromatografii na hydroxylapatitu ve dvou
odbérech. Z obr. 15 a 16 je patrné, Ze proteiny KSP obsahuji pfiblizné do 0,03 %
sacharidi. Porovnanim grafi ¢.15, 16 miZeme fici, Ze stupeni glykosylace u

individualnich kanct je variabilni v zavislosti na Case.

MnoZstvi sacharidti na proteinech - odbér 14.2. 2006

mnozstvi [hm.%]
0.037

A \) 0 0 (N ) O 43
i & G B P P P @
& o & & F & ¢®

vzorky kanca

[ HA- - vymyti 10mM PBS @ HA- - vymyti 100mM PBS @ HA* - vymyti 50mM MgCi2 |

Obr. 15: MnoZstvi sacharidii na proteinech — odbér 14.2.2006

HA™ oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci proteinit kanéi semenné plazmy po
vymyti 10mM PB (pH 7.2), HA™ oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci proteini
kanci semenné plazmy po vymyti 100mM PB (pH 7.1), HA" oznacuje hydroxylapatit-
-vdzajici frakci H' proteinii kanci semenné plazmy po vymyti 50mM MgCl,

29




mnozZstvi [hm.%4]

Mnozstvi sacharidi na proteinech - odbér 18.4. 2006

0035 1
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Obr. 16: MnoZstvi sacharidu na proteinech — odbér 18.4.2006

HA™ oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci proteinii kanci semenné plazmy po
vymyti 10mM PB (pH 7.2), HA  oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci proteinii
kanci semenné plazmy po vymyti 100mM PB (pH 7.1), HA"® oznacuje hydroxylapatit-
-vdzajici frakci H' proteinii kanci semenné plazmy po vymyti 50mM MgCl;

3.6 Indukovany testosteron

Biosyntéza testosteronu vychazi z cholesterolu. Indukovany testosteron u kanct
byl vyvolén gonadoliberiny.

Naplni projektu bylo najit vzdjemny vztah hladiny indukovaného testosteronu ke
koncentraci cholesterolu ve spermiich. Hladiny indukovaného testosteronu ve dvou
odbérech jsou zobrazeny na obr. 17. Je patrné, Ze hladina indukovaného testosteronu u

jednoho kance mezi odbéry u vétSiny kanct zna¢né kolisa.
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Mnozstvi indukovaného testosteronu u vzorku kancu

mno3stvr (ng mi)
14 - . - B S

vzorky kancii

| odbr 14.2. 2006 @ odbér 18.4. 2006 |

Obr. 17: Hladiny indukovaného testosteronu

3.7 Stanoveni cholesterolu ve spermiich

Stanoveni cholesterolu bylo provedeno u nativnich (nefedénych) vzorkt spermii
vSech kanci.

Cilem bylo porovnat hladiny indukovaného testosteronu s mnoZstvim
cholesterolu ve spermiich. Na obr. 18 jsou zndzornény koncentrace cholesterolu
v prvnim a druhém odbéru. Vztah testosteronu a cholesterolu je vidét na obr. 21.
Z grafit 17 a 18 lze vydist, Zze u vétSiny kanci hladina cholesterolu je korelativni

k mnozstvi indukovaného testosteronu.
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Obr. 18: Koncentrace cholesterolu u nativnich vzorki kanci v 1. a 2. odbéru

3.8 Sledovani glykosylace a mnozstvi proteinu KSP
v zavislosti na mnozstvi indukovaného testosteronu

Podstatou pokusu bylo analyzovat zavislost stupné glykosylace, mnozstvi
proteinl kanc¢i semenné plazmy a koncentrace cholesterolu na mnozstvi indukovaného
testosteronu. Analyza byla provedena u obou odbéri.

Graf €.19 ukazuje, Ze stupeii glykosylace HA™ proteinii KSP neni ve vztahu
k mnoZzstvi indukovaného testosteronu. Zavislost mnozstvi proteini KSP na hladiné
indukovaného testosteronu je znazornéna na obr.¢.20. Experimentalné bylo zjisténo, Ze
s rostouci hladinou indukovaného testosteronu roste i mnozZstvi proteinti kan¢i semenné

plazmy.
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% glykosytace  Sledovani stupné glykosylace na hladinu indukovaneého testosteronu
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4 GLYKDSYLACE HA+(18.4.08) A GLYKOSYLACE: HA- (18.408)

Obr. 19: Sledovani stupné glykosylace na mnoZstvi indukovaného testosteronu

ve 2 odbérech

(HA’) oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci H proteini kanci semenné plazmy,
(HA") oznacuje hydroxylapatit-vazajici frakci H' proteinii kanci semenné plazmy

20,00 -
18,00
16,00 4
14,00
12,00
10,00 1
8,00 4
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2,00 1

maoigviproteind Sledovani mnozZstviproteint na hladinu indukovaného testosteronu

0,00

8 10 12 14
indukovany fesfosteron
A

= PROTEINY: HA- 214.2.08
—PROTEINY: HA- (18.4.0

= PROTEINY: HA+

—PROTEINY: HA+ %23‘.38

Obr. 20: Sledovani zdvislosti proteini kanci semenné plazmy na mnoZstvi

indukovaného testosteronu ve 2 odbérech

(HA') oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci H proteinii kanci semenné plazmy,
(HA") oznacuje hydroxylapatit-vazajici frakci H' proteinii kanci semenné plazmy
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3.9 Vztah sledovanych ukazateli k reprodukci

Hodnota reprodukéniho indexu je kvalitativnim ukazatelem plodnosti kanct.
Reprodukéni index (RI) byl vypoéten z namétenych udaji z ISK Grygov dle vzorce:

RI =V [ml] ejakulatu * koncentrace spermii * pohyblivost spermii * % Zivych spermii*
*(100 — (% patolog. spermii))
Reprodukéni index byl vypoc¢ten pro 1. odbér.

Cilem bylo sledovat zavislost mnoZstvi proteini kan¢i semenné plazmy, stupné
glykosylace, hladiny indukovaného testosteronu a koncentrace cholesterolu na hodnoté
reproduk¢niho indexu.

Z obr. 21 je vidét, Ze mnozZstvi proteinti KSP je korelativni k hodnoté
reprodukéniho indexu, zatimco stuperi glykosylace nevykazuje korelaci k RI.

Koncentrace cholesterolu neni ovlivnéna hodnotou RI.

V ztah fertiLukazateki k hodnoté Reprod.indexu
fertil ukazatelé -odbér 14.2.2006
20
18
16 4 ]
[ ] | ]
14
| ]
12 1
10 - -
a . —
g - - "
] _ _ - -
41 Y , 4 . o "
2 > " L i, 4
0
2 25 3 35 4 45 5 55 6
REPRODUKCNIINDEX [*10 ']
=Indukovany Testosteron u PROTEINY: HA- « PROTEINY: HA+
4+ GLYKOSYLACE: HA- GLYKOSYLACE: HA+

Obr. 21: Analyza zdvislosti RI na fertilizaéni ukazatelé — odbér 14.2.2006
(HA) oznacuje hydroxylapatit-nevazajici frakci H proteinii kanci semenné plazmy,
(HA") oznacuje hydroxylapatit-vazajici frakci H' proteinii kanci semenné plazmy
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4 DISKUSE

Pro reprodukci je velice dilezita kvalita gamet. Spermie jsou produkovany ve
velkém mnozstvi a selekce kvalitnich spermii probihd jak v samci — epididymu, tak
v samici. Dé&je, jichZ se spermie v samici ucastni, jsou zprostfedkovany povrchovymi
proteiny puivodem ze semenné plazmy — spermadheziny. Spermadheziny stejné jako
dalsi proteiny semenné plazmy jsou produkovany v pfidatnych pohlavnich Zlazach a
epididymu, které jsou pod pfimou hormonalni kontrolou androgenti samce. Tyto
proteiny byvaji navrhovany jako kandidatni molekuly markerti reprodukéni kvality
jedince.

Jako metoda prvni volby pro izolaci a frakcionaci spermadhezinti je pouZivana
afinitni chromatografie proteinti kan¢i semenné plazmy na heparinu. Tato metoda vSak
neni vhodna pro semimikroanalyzy vzorku kvili jeho zasoleni. Vyvinuli jsme tedy
novou metodu de€leni proteini kanéi semenné plazmy zaloZenou na afinitni
chromatografii na hydroxylapatitu. Ziskana frakce HA™ a HA™ (obr.¢.7 ) plné odpovida
heparin nevazajici frakci kané¢i semenné plazmy, jak ukézala analyza frakci na
RP HPLC (obr. 9,10), obdobné HA" frakce je proteinovym sloZzenim shodna s heparin
vézajici frakci proteint kan¢i semenné plazmy (obr. 11).

Nami vyvinutou metodu jsme pouzili k srovnani hladin koncentrace heparin
vézajicich proteint a jejich glykosylace u 11 kancd ve dvou odbérech s dvoumeési¢nim
odstupem. V ejakuldtu danych kanci byla provedena spermatoanalyza stejné jako
sledovéni hladiny testosteronu (obr.¢.17) po indukci GnRH.

Ziskané vysledky naznacuji pfekvapivou individualni variabilitu hladiny heparin
vézajicich i1 heparin nevazajicich proteinti mezi kanci (obr.¢.12), zvlasté uvazime-li ze
vSichni  testovani kanci patii mezi plemenné, srelativné homogennimi
spermatoanalytickymi vysledky. Koncentrace heparin véazajicich i heparin nevazajicich
proteind se ukazala byt nezavisla na koncentraci sérového testosteronu, ale vykazala
zavislost na koncentraci indukovaného testoteronu (obr.€.20). Produkce heparin
nevazajicich proteini je u kance stimulovana testosteronem vyrazné&ji neZ heparin
véazajicich proteini (obr.€.20) — v literatufe Casto navrhovanych jako kandidatni

molekuly reprodukéni kvality jedince. Zajimavé vtomto kontextu vyzni srovnani
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glykosylaci na proteinech v semenné plazmé. Zatimco glykosylace heparin vazajicich
proteinil je na hladin€ testosteronu i indukovaného testosteronu nezavisla (obr. 19), u
heparin nevazajicich proteinii glykosylace s mnozstvim indukovaného testosteronu
klesa (obr. 20). Srovnani dvou odbéra tychZ kanct s dvoumési¢nim odstupem naznacilo
sezénni zavislost hladiny indukovaného testosteronu (obr. 17), stejné jako bunécné
odpovédi na testosteron u sekundérnich pohlavich Zlaz zménami koncentrace heparin
vézajicich i heparin nevazajicich proteinti (obr.¢.13,14) v semenné plazmé, obdobné
jako i glykosylace téchto proteinti (obr. 15,16).

Individudlni rozdily kanci se také podepisuji na obtizné korelaci
spermatoanalytickych vysledkd charakterizujicich reprodukéni kvalitu jedince s nami
testovanymi ukazateli — indukovaného testosteronu, hydroxylapatit vazajicich i
hydroxylapatit nevéazajicich proteind kanci semenné plazmy a jejich glykosylace. Jako
indikatory dobrého reprodukéniho jedince mohou slouzit: vy$si hladina heparin
nevazajicich proteini, indukovaného testosteronu i heparin vazajicich proteint.
Reprodukéné¢ méné kvalitni jedinci jsou obecné charakterizovani vy$$imi stupni

glykosylace proteinii semenné plazmy.
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5 ZAVER
- K semimikrokvantitativnimu rozdéleni proteini kan¢i semenné plazmy na heparin
vazajici a heparin nevazajici proteiny byla vyvinuta novd metoda — afinitni
chromatografie na hydroxylapatitu.
- Touto metodou byly rozdéleny vzorky ejakulatu 11 kanct ve dvou odbérech po dvou
mésicich, vkazdé frakci byla stanovena koncentrace proteini a stupeii jejich
glykosylace, u ejakulatu byly sledovany spermatoanalytické charakteristiky, u kanca
stanoven testosteron v séru a GnRH indukovany testosteron.
- U ziskanych vysledki byla nalezena korelace mezi hladinou indukovaného
testosteronu a mnozstvim proteini v semenné plazme, zvySeni schopnosti sekretovat
testosteron do séra ma silnéjsi efekt na aktivaci syntézy heparin nevazajicich proteint
oproti heparin vazajici frakci.
- Dale byla nalezena korelace mezi glykosylaci heparin nevazajicich proteini kanci
semenné plazmy a hladinou indukovaného testosteronu, zvySena schopnost sekretovat
testosteron do séra zpisobuje niz$i glykosylaco proteinti semenné plazmy.
- Ziskané vysledky vykazovaly vyrazné individualni rozdily mezi jedinci prakticky ve
vSech nami testovanych ukazatelich.
- Hladiny v8ech testovanych ukazateld vykazuji ¢asovou variabilitu mezi dvéma odbéry,
zpusobenou pravdépodobné sezénni rytmicitou.
- Byly navrZeny indikatory dobrého reprodukéniho jedince: vys§i hladina heparin
nevazajicich proteinti, indukovaného testosteronu a heparin vézajicich proteind.
- Reprodukéné hor$i kusy byly v naSich experimentech charakterizovany predevSim

vys$8imi stupni glykosylace proteini semenné plazmy.
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