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Studium povrchovych proteint spermii se zona pellucida
vazajici aktivitou

Souhrn

Primarni a sekundarni vazba spermie na zona pellucida (ZP) oocytu jsou nezbytnymi
kroky k uspésnému oplozeni, a proto je studium a identifikace receptort, které se interakce
gamet ucastni, predmétem neustalého zkoumani. Na kancich spermiich bylo doposud popsano
a charakterizovano nékolik receptorovych proteinovych molekul s vazebnou aktivitou k ZP.
Predkladané diplomova prace vychazi ze studie, ve které byl pfipraven panel monoklonalnich
protilatek proti povrchovym proteini kanci spermie se schopnosti interakce s glykoproteiny
praseci ZP.

Zabyvali jsme se lokalizaci a detekci proteini znacenych monoklondlnimi
protilatkami 1E3 a 2E1 scilem uréit jejich mozny ptivod V souvislosti s jejich pifipadnou
funkci ve spermiich. K detekci proteind rozpoznavanych protilatkami 1E3 a 2E1 ve spermiich
v riznych fazich jejich funkéniho vyvoje, v tkanich a tekutindch reprodukéniho traktu bylo
vyuzito imunodetekce a neptimé fluorescenéni mikroskopie za ucelem jejich lokalizace.

Protein znafeny pomoci 1E3 byl detekovan v extraktuz ejakulovanych a
kapacitovanych spermii, ze spermii s indukovanou akrosomalni reakci a v extraktu tkani
varlete a nadvarlete jako protein o molekulové hmotnosti 45 kDa. Dale byla jeho detekce
uspésna i v epididymalni tekutin¢ (57 kDa) a semenné plasmée (59 kDa). Bylo zjisténo, ze
tento protein je lokalizovan v akrosomalni oblasti hlavicky. V pfipadé ejakulovanych a
kapacitovanych spermii byl navic zaznamenan silngj$i signal protilatky v apikdlni oblasti.
Vysledky také ukazaly fluorescencéni signél v akrosomalni oblasti po akrosomalni reakei.

Detekce proteinu znaceného protilditkou 2E1 byla provedena v extraktu proteinti
z ejakulovanych spermii, kde byl ptitomen v nékolika formach (54, 220, >300 a >500 kDa).
Lokalizovan byl v akrosomové oblasti u ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Po
akrosomalni reakci nebyl protein detekovan.

Kli¢ova slova: povrchové proteiny, protilatka, Western blot, imunofluorescence



Study of sperm surface proteins with zona pellucida
binding activity

Summary

Primary and secondary binding of sperm to oocyte zona pellucida (ZP) are the
fundamental steps to succesful fertilization and therefore the studying and identification of
receptors, which are involved in the gamete interaction, is the subject of continuous research.
So far several receptor molecules with ZP-binding activity have been described and
characterised on boar sperm. The submitted diploma thesis is based on a study where a panel
of monoclonal antibodies against proteins from the sperm surface capable of interaction with
boar ZP glycoproteins was prepared.

We searched out the localization and detection of proteins recognised by monoclonal
1E3 and 2E1 antibodies to determining their origin with their possible function in sperm.
Immunodetection was used for the detection of those proteins in sperm in different phases of
their functional development, in tissue and fluids of reproductive tract and an indirect
immunofluorescent technique was used for their localization.

Protein recognised by 1E3 antibody was detected in the protein extract from
ejaculated, capacitated sperm, sperm after induced acrosomal reaction and from tissue extract
as protein with approximate molecular weight of 45 kDa. Its detection was succesful also in
epididymal fluid (57 kDa) and seminal plasma (59 kDa). It was found out that this protein is
localised in the acrosome region of the sperm head. In the case of ejaculated and capacited
sperm the signal was also present in the apical region. Our results also showed fluorescent
signal in the acrosome region after acrosomal reaction.

Protein recognised by 2E1 antibody was detected in the protein extract from ejaculated
sperm and was present in a few forms (54, 220, >300 a >500 kDa). It was localised in the
acrosomal region of ejaculated and capacitated sperm. It was not detected after acrosomal
reaction.

Keywords: surface proteins, antibody, Western blot, immunofluorescence
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1 Uvod

Mnoho molekuldrnich mechanismi, které jsou nezbytné pro proces oplozeni, zlstava
neobjasnénych. Jedna se predevsim o ty mechanismy, které jsou zapojené do interakce mezi
spermii a oocytem (Mao & Yang 2013). Predtim, nez je spermie pfipravend na rozpoznani a
vazbu na oocyt, musi byt plné maturovana a projit zménami ve sloZeni své plazmatické
membrany. Teprve pak je spermie schopnd se navazat na ZP, projit akrosomovou reakci a
zfuzovat se sami¢i gametou. Ve vazbé na ZP hraji svoji nezastupitelnou roli receptorové
molekuly na spermii, které se komplementarné vazi na glykoproteiny ZP (Redgrove et al.
2012).

Na kancich spermiich bylo doposud popséno a charakterizovano nékolik takovych
receptorovych molekul. Jedna se naptiklad o zonadnesin, lactadherin, proacrosin/acrosin a
spermadheziny (Tumova et al. 2021). Jejich studium ale zdaleka neni u konce a v souc¢asnosti
probiha objevovani novych potencialnich receptort. Zigo et al. (2015) vyuzili k identifikaci
receptori panel monoklonalnich protilatek. Mezi nimi byly i dvé protilatky 1E3 a 2E1,
vazajici se k dosud neidentifikovanym proteiniim S moznou ZP vazajici aktivitou.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Prace se opirala o hypotézu, ze se proteiny znacené protilatkami 1E3 a 2E1 nachazi na
povrchu hlavicky spermie, coz by naznacovalo, ze se ucastni vazby spermie na ZP.

Tato diplomova prace si kladla tii cile:
1. Detekce proteinu znaceného protilatkou 1E3 v extraktech spermii, tkani,

semenné plasmy a epididymalni tekutiny
2. Lokalizace proteinu znac¢eného protilatkou 1E3 pomoci nepiimé fluorescencni

mikroskopie
3. Detekce proteinu znaceného protildtkou 2E1 v extraktu spermii a jeho lokalizace

pomoci nepiimé fluorescencni mikroskopie



3 Literarni reSerse

3.1 Morfologie spermie

Spermie jsou kone¢n¢ diferencované buiky vznikajici béhem spermatogeneze. Jedna se
0 obzvlasté komplexni proces, ke kterému dochazi v semenotvornych kanalcich varlete (Reid
et al. 2010). Spermatidy podstoupi morfologickou transformaci z buné€k kulatého tvaru na
prodlouzenou burku opatifenou bi¢ikem (Reid et al. 2010). Dojde K utvofeni akrosomu,
kondenzaci jadra a odvrZeni ¢asti cytoplazmy. Spermie maji tedy malé mnozstvi cytoplazmy a
jsou ochuzeny o vétSinu organel typickych pro somatické bunky (Toshimori & Eddy 2015).

Hlavnimi ¢astmi spermie jsou hlavicka a bic¢ik spojené pomoci krcku (viz obrazek 1).
Ve velikosti a tvaru hlavicky a v délce bi¢iku nachazime druhové rozdily. V hlavicce se
nachdzi jadro anteriorné ohrani¢ené akrosomem a malé mnozstvi cytoplazmy, ve které jsou
organizovany cytoskeletalni struktury. Jadro obsahuje vysoce kondenzovany chromatin.
Akrosom je vacek vznikly pfeménou Golgiho aparatu a obsahuje specifické enzymy a
molekuly nezbytné pro penetraci vajicka. Bi¢ik se rozd€luje na stfedni, hlavni a koncovou
Cast. Je tvofen centralnim komplexem mikrotubuli tvoficich axonemu, a ty jsou poté
ohraniceny vnéj$imi hustymi vlakny. Soucasti stiedni ¢asti je navic i hustd Sroubovice
mitochondrii, ktera slouzi jako zdroj energie a generuje motilitu nutnou K tomu, aby se
spermie dostala k oocytu (Toshimori & Eddy 2015).
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Obrazek 1: Struktura spermie (Toshimori & Eddy 2015)



3.2 Post-testikularni maturace spermii

Architektura povrchu se béhem Zivota spermii méni, nebot’ prochazeji béhem prichodu
sam¢fimi a samicimi pohlavnimi cestami fadou strukturdlnich a biochemickych zmén
(Petrunkina et al. 2003). Tato dramaticka metamorfoza je zasadné dulezita, protoze spermie
uvolnéné ztestis jsou nevyzralé a trankripéné i translané umlené. Maturaci ziskavaji
fertiliza¢ni schopnost a pohyblivost (Toshimori & Eddy, 2015).

K prvnim zméndm dochédzi béhem prichodu skrz epididymis. Epididymis je parovy
organ, ktery se anatomicky rozliSuje do tii ¢asti: caput (hlava), kterd navazuje na varle, corpus
(t€lo) a cauda (ocas) ustici do vas deferens (Reid et al. 2010). Tyto zmény se nazyvaji
epididymalni maturace spermii a jsou charakterizovany remodelaci povrchu spermie. Dochazi
ke zménam v obsahu exogennich lipidi a proteini a dalSich integralnich komponent
plazmatické membrany (Cooper 1992; Petrunkina et al. 2003), a to jako odpovéd’ na zménu
slozeni tekutiny epididymu (Gatti et al. 1999).

Pfi ejakulaci se spermie dostavaji do kontaktu se semennou plazmou, ktera je tvofena
sekrety pridatnych pohlavnich zlaz (prostata, semenné vacky, bulbouretralni zlazy), sekretem
chdmovodu a epididymu. Krom¢ ovlivnéni fyziologie spermie, poskytuje také vhodné
prostiedi K pteziti a k prichodu sam¢im i sami¢im reprodukénim traktem (Druart et al. 2013).
Semenna plazma obsahuje vyznamnou proteinovou slozku. Druart et al. (2013) zjistili celkem
302 proteinti u vybranych sav¢ich druhu (skot, kuf, ovce, prase, koza, velbloud a alpaka),
ZnichZ pouze 3 proteiny se vyskytovaly u vSech jmenovanych druhti. To poukazuje na
skute€nost, Ze v reprodukci existuje mezi zvifaty velkd variabilita. Dulezité je zminit, Ze o
nékteré proteiny semenné plazmy se povrch spermie béhem ejakulace obohati (Topfer-
Peterson et al. 1990; Petrunkina et al. 2003). Funkci téchto povrchovych proteini je chranit
membranu od rychlé destabilizace, kterd iniciuje fadu funkénich zmén vedoucich ke
kapacitaci (Petrunkina et al. 2003). Mnoho znich také remodeluje proteinové domény
membrany spermie, a tim ovliviiuje funk¢nost spermii (Pérez-Patino et al. 2019).

3.2.1 Kapacitace spermii

Kapacitace je charakterizovdna jako proces kaskady biochemickych a biofyzikalnich
zmén (Nixon et al. 2009), béhem néhoz ziskava spermie oplozovaci schopnost (Chang 1984;
Khalil et al. 2006; Tanphaichitr et al. 2015). Tyto zmény zahrnuji odstranéni proteint
semenné plazmy a dekapacitaCnich faktoril, reorganizaci plazmatické membrany a aktivaci
vnitrobunéénych kaskad (Florman & Fissore, 2015).

Jednou z prvnich udalosti, ktera nastava béhem kapacitace, je uvolnéni proteinového
obalu pochazejiciho z epididymalni tekutiny a semenné plazmy z povrchu spermie, nebot
dokaze inhibovat vazbu na zonu pellucidu (ZP) (Shur & Hall 1982). Dale je navozeno zvyseni
fluidity membrany pomoci zvySujici se koncentrace vnitrobunécného HCOs3,, efluxu
cholesterolu a aktivace druhych posli, vcetné adenylatcyklasy a zvySeni koncentrace
vnitrobunééného Ca?* (Gadella et al. 2008). Toto zvyseni fluidity membrany piipravuje
kapacitovanou spermii na udalosti flze membran, které jsou nezbytné pro oplozeni
(Tanphaichitr et al. 2015).



Vtok hydrogenuhli¢itanu je umoznén Na*/HCOs™ iontovou pumpou (Demarco et al.
2003) a jeho hladina je nizka v nadvarleti a vysoka v semenné plazmé a ve vejcovodu. Je to
tak proto, aby doslo k potlaceni kapacitace jiz v nadvarleti (Naz & Rajesh 2004). Aktivace
adenylatcyklasy a produkce cAMP vede k od¢erpani cholesterolu z plazmatické membrany
skrz akceptor cholesterolu, kterym je napiiklad albumin (Leemans et al. 2019). Po tomto
procesu nasleduji funk¢éni zmény membrany, kdy se lipidové mikrodomény zacCinaji
shromazd’ovat na apikalnim hiebenu hlavi¢ky spermie (van Gestel et al. 2005). Navic signalni
kaskada zahrnujici aktivaci adenylatcyklasy a nasledna produkce cAMP vede ke stimulaci
proteinkinasy A (PKA), ktera je zodpovédna za fosforylaci tyrosinovych zbytkd proteini
(Visconti et al. 1999b, Osheroff et al. 1999). Pravé tato cAMP-dependentni proteinova
tyrosinova fosforylace je spojovana s hyperaktivaci motility (Leemans et al. 2019).

Bicik spermie, u které doslo k hyperaktivaci motility, sebou mrska v hlubokych
ohybech a jeji pohyb je tak méné¢ symetricky (Leemans et al. 2019). Diky tomu se muze
spermie odtrhnout od epitelialnich bunék vejcovodu, opustit oviduktalni rezervoar (Suarez
1998), pohybovat se skrz viskozni lumen vejcovodu (Suarez & Dai 1992) a proniknout skrz
matrix kumularnich bunék a ZP zralého oocytu (Stauss et al. 1995).

Béhem kapacitace dochézi k premistovani a selektivni agregaci proteini plazmatické
membrany, které jsou dilezité pro rozpoznani spermie a ZP (Reid et al. 2010). Né&které z nich
se také ucastni primarni vazby a pripravuji tak spermii K akrosomové reakci (Wassarman
2009; Tanphaichitr et al. 2015). To by vysvétlovalo, pro¢ se nekapacitovana savéi spermie
neni schopna navazat na ZP (Wassarman 2009).

3.3 Oplozeni

Vzajemna interakce gamet vedouci k oplozeni je né€kolikastupnovy proces (Tumova et
al. 2021). Prvnim krokem je proniknuti skrz kumularni bunky obklopujici ovulované vaji¢ko
(Florman & Fissore 2015). Dale musi dojit k navazani spermie na ZP sav¢ich oocyti skrze
specifické receptory (Larson & Miller 1997). Tato vazba za¢ina primarni vazbou spermie
(Tanphaichitr et al. 2007) a pokracuje sekundarni vazbou a ztratou akrosomu b&hem jejiho
pruchodu ZP (Baibakov et al. 2007; Zigo et al. 2015). Jakmile se spermie dostane do
perivitelinniho prostoru, zafind flaze S vajickem skrz membranu na posteriornim
ekvatorialnim segmentu (Baibakov et al. 2007). Nasleduje aktivace vapnikové signalni drahy,
ktera nastartuje exocytézu kortikalnich granuli (Sun 2003). Po vyliti jejich obsahu dojde k
neprostupnosti ZP, a tim k bloku polyspermie (Florman & Fissore 2015).

Mizeme pozorovat rozdily mezi ZP a spermiemi v poctu molekul Ucastnicich se
primarni vazby, kdy na jedné stran¢ se na této vazb¢ podili pouze n€kolik sulfoglykoproteint
ZP, na stran¢ druhé velké mnozstvi povrchovych molekul spermie ma afinitu k ZP
(Tanphaichitr et al. 2007).

3.3.1 Primarni vazba

Dutikazy naznacCuji, ze se pfi této vazbé receptoru a ligandu nejedna o jednoduchy
princip zamku a klice, ale naopak, Ze se této interakce U¢astni nékolik receptorovych molekul
(Reid et al. 2010). Molekuly spermie, které se ucastni primarni vazby, musi byt lokalizovany



v akrosomalni oblasti na povrchu hlavicky (Tanphaichitr et al. 2007; van Gestel et al. 2007;
Zigo et al. 2015). Mnoho z nich je syntetizovano ve spermatogennich burkach, jako napf.
galaktosyltransferasa (GALT), manosidasa, basigin, P26h a sulfogalaktosylglycerolipid
(SGG), a jiné pochazeji ze semenné plazmy. Poté se zabudovavaji do apikalni oblasti
anteriorni ¢asti akrosomu na hlaviéce spermie (Tanphaichitr et al. 2007). Nékteré povrchové
molekuly, které se ucastni primarni vazby na ZP, jsou druhové nebo rodovée specifické, aby se
zajistilo, ze se spermie nenavaze k vaji¢ku z jiného druhu (Tanphaichitr et al. 2007).

3.3.2 Sekundarni vazba a akrosomalni reakce

K tomu, aby mohla probéhnout sekundarni vazba, je nutné, aby spermie prosla
akrosomalni reakci, kterd je nastartovana kapacitatnimi podminkami a zrychluje se po
kontaktu gamet (Kim & Gerton 2003). To naznacuje, Ze 1 kdyz ZP tuto reakci ovliviiuje, neni
jejim jedinym stimulem (Tumova et al. 2021). Jedna se o nevratny proces zasadné ovlivnény
influxem Ca?*, pii kterém dochdzi k fuzi mezi plazmatickou membranou a vnéjsi akrosomalni
membranou spermie (Tsai et al. 2010). Vysledkem je vznik vacka obsahujicich latky z obou
téchto membran. Silny ucinek hydrolytickych akrosomélnich enzymt v misté vazby spolu
s mrskavym pohybem hyperaktivované spermie umozni proniknuti skrz glykoproteinovy obal
oocytu (Leemans et al. 2019).

Diky akrosomové reakci se zpfistupni vnitini akrosomdlni membrana, kterd nese
proteinové receptory pro sekundarni vazbu spermie se ZP. Proteiny sekundarni vazby se ale
také mohou vyskytovat na vné&j§i akrosomalni membrané nebo jako soucast akrosomové
matrix. Tyto molekuly jsou také syntetizovany ve spermatogennich buiikach a krom¢ PH-20
jsou piimo cileny do akrosomu (Tanphaichitr et al. 2007). Roli v sekundarni vazb&é by mohli
hrat proteiny proacrosin, zonadhesin a ACRBP (van Gestel et al. 2007).

KdyzZ v reakci na pfipojeni spermie na povrch ZP nastane akrosomovéa reakce, adheze
musi byt zachovéna, 1 kdyZ jsou membrany a obsah akrosomu, diive pokryvajici vétSinu
hlavicky spermie, odlouceny z buiiky. Bez této adhezivni vlastnosti akrosomélni matrix by se
mohla spermie, prochédzejici akrosomovou reakci, odtrhnout od povrchu ZP a nemohlo by tak
dojit k oplozeni. Jakmile zacina hlavicka spermie penetrovat do ZP, adheze zbytku
akrosomalni ¢epicky neni nadale pro uspésnou fertilizaci potieba (Bi et al. 2003).
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Obrazek 2: Navrhnuty model zapojeni akrosomalnich proteinti do interakce mezi spermii a
vajickem (Kongmanas et al. 2015)

3.4 Zona pellucida

ZP je specializovany porovity extracelularni matrix plnici celou fadu funkci (Redgrove
et al. 2012; Albertini 2015). Hlavni roli je vytvareni ochranného plasté okolo vajicka ve
folikulu a nasledné po jeho uvolnéni béhem ovulace (Albertini 2015). Pfedstavuje hlavni
bariéru mezi spermii a plazmatickou membranou vajicka (Bianchi & Wright 2020). Piestoze
jsou v ni uzaviena vSechna sav¢i vajicka, jeji tloustka a obsah proteint se li$i napfi¢ riznymi
druhy (Redgrove et al. 2012). U savcu je slozena ze tii az Ctyf glykoproteint, nejcastéji
oznacovanych jako ZP1-ZP4. Tyto glykoproteiny jsou produkty tfi genti ZPA, ZPB a ZPC
(Harris et al. 1994). Prasec¢i ZP je tvofena tiemi glykoproteiny ZP2-ZP4 o molekulovych
hmotnostech 90 kDa (ZP2) a 55 kDa (ZP3 a ZP4) (Hedrick & Wardrip 1987). ZP1 je u
prasete pseudogen, a proto neni exprimovan (Goudet et al. 2008).

Trojrozmérnd struktura ZP pravdépodobné hraje dilezitou roli v utvafeni mista vazby.
(Baibakov et al. 2007). Vazba spermie na ZP je vysoce selektivni a peclivé regulovany
proces, ktery slouzi jako mezidruhova bariéra fertilizace diky zabranéni adheze
nehomolognich spermii k vajicku (Hardy & Gerbers 1994). Dalsim z faktort, ktery zajistuje
druhové-specifickou vazbu spermie, je rozdilna glykosylace ZP (Topfer-Petersen 1999). Kdyz



Jsou proteiny piesouvany skrz bunku, dochazi k jejich posttransla¢ni modifikaci, pfedevsim
glykosylaci serinovych/threoninovych (O-glykosylace) a asparaginovych (N-glykosylace)
zbytkt (Nagdas et al. 1994; Yonezawa 2014). Vysledny vedlejsi sacharidovy fetézec tvoii
ptiblizn¢ polovinu hmotnosti kazdého glykoproteinu (Nagdas et al. 1994).

3.5 Proteom

Znalost proteomu maturované spermie je zakladem pro pochopeni funkci spermie a
mechanismu oplozeni (Nowicka-Bauer & Kurpisz 2013). Tato bunika ma Sirokou Skalu
rozliénych proteind, které jsou ve shod¢€ s jeji vysoce specializovanou biologickou funkei
(Holland & Ohlendieck, 2014). Tyto proteiny mohou byt specificky lokalizovany v akrosomu,
na hlavié¢ce nebo na bic¢iku spermie, jiné ve vice oblastech najednou (Baker 2013). Pro bicik je
typicky nadbytek metabolickych enzymi, naopak V hlavicce jsou bohaté zastoupeny
proteasomové podjednotky, které pravdépodobné rozeznavaji ubiquitinované glykoproteiny
ZP (Baker 2013). Proteomické profilovani tedy vylepsSilo naSe znalosti rznych domén
spermii (Holland & Ohlendieck 2014). Zajimavosti je, Ze praseci spermie, které jsou Soucasti
ptesn¢ definovanych frakci ejakulatu, se lisi v jejich funkcénosti, coz by mohlo souviset
s riznym slozenim proteinti spermie (Pérez-Patino et al. 2019).

Urc¢it celkové mnozstvi proteint, které spermatickd buiika obsahuje, neni jednoduchy
ukol, protoZze konecné ¢islo se mize liSit podle toho, jaka metoda byla pouzita. Naptiklad
pomoci separace proteini kapalinovou chromatografii spfazenou s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (iTRAQ-based LC-MS/MS) byl u prase¢i spermie zjistén celkovy pocet 1723
proteint (1602 z nich bylo Gspésné kvantifikovano) (Peréz-Patino et al. 2019). Feugang et al.
(2018) identifikovali pomoci hmotnostni spektrometrie S vyuzitim ,,shotgun‘ technologie az
2728 proteini prasecich spermii.

Neni piekvapivé, ze jedny z nejvice hojnych skupin identifikovanych proteint jsou
molekuly tvoftici cytoskeleton spermie, véetné bi¢iku (Nowicka-Bauer & Karpisz 2013). Bi¢ik
obsahuje nékolik typll proteinii pro generaci a regulaci motility (Inaba 2011). Typickymi
proteiny axonemy jsou tubulin, tvofici strukturu mikrotubuli 9 + 2, dynein a aktin (Inaba
2003). Axonema je obklopend ptidavnymi cytoskeletalnimi strukturami jako jsou jemna
vlakna tvotici pochvu (fibrous sheeth, FS) a vné&jsi husta vlakna (outer dense fibers, ODF)
(Inaba 2011). ODF obsahuje tii hlavni proteiny, a to ,,leucin zipper protein“ ODFI (Morales et
al. 1994), ,,ODF-interacting leucine zipper protein“ ODF2 (Brohmann et al. 1997) a protein
ODF3 (Egydio de Carvalho et al. 2002). FS slouzi jako leSeni pro enzymy glykolyzy a
komponenty signalnich kaskad (Eddy et al. 2003). Mezi glykolytické enzymy asociované
s FS patii naptiklad glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza (Westhoff & Kamp 1997),
hexokinaza I (Mori et al. 1998) nebo adeninnukleotidtranslokaza 4 (Kim et al. 2007).
Signalnimi proteiny identifikovanymi ve FS jsou naptiklad ropporin (Fujita et al. 2000) nebo
AKAP4, ktery ukotvuje dalsi protein AKAP3 (Brown et al. 2003). AKAP3 je syntetizovan v
kulatych spermatidach a je zapojen do organizace zakladni struktury FS. Oproti tomu AKAP4
je syntetizovan V pozdéjSim vyvoji spermatid a jeho zabudovani do FS je dilezitym krokem
pii dokonceni tvorby FS (Brown et al. 2003). Tyto AKAP proteiny ukotvuji protein Kinasu A



zavislou na CAMP, kterd je zapojena do tyrosinové fosforylace proteini v biciku, ¢imz
ovlivituje motilitu spermii (Inaba 2003).

Proteiny akrosomu jsou bud enzymové, nebo neenzymové povahy a mohou byt
zabudovany do vnitini a vnéj$i akrosomalni membrany nebo mohou byt soucasti akrosomalni
matrix. Mezi proteiny enzymové se fadi acrosin, hyaluronidasy SPAM1/PH-20 (sperm
adhesion molecule 1) a Hyal5 (hyaluronoglucosaminidasa 5), B-galactosidasa, arylsulfatasa,
fosfolipasa C a dalsi. ZPBP (Zona pellucida binding protein/Sp38/IAM38), ZAN
(zonadhesin) a Izumol jsou zastupci proteinti neenzymovych (Toshimory & Eddy 2015).

Nejhojnéjsimi proteiny jadra spermie jsou protaminy. Jedna se o malé, pozitivné
nabité proteiny s mnoha disulfidickymi mdstky, které hraji roli ve stabilizaci chromatinu
(Nowicka-Bauer & Karpicz 2013). Jsou nezbytné pro kondenzaci chromatinu a pro ochranu
saméiho genomu (Lewis et al. 2003). RozliSujeme dva typy. Protamin P1, ktery je
syntetizovan jako zraly protein a protamin P2 jako prekurzor (Gusse et al. 1986). Zatimco P1
je typicky pro vSechny savce, P2 se nachazi ve spermiich mysi, kiecka, hiebce, nékterych
primati a ¢loveéka (Steger 1999). U prasat je jeho absence vysvétlovana mutaci v P2 genu
(Maier et al. 1990).

Povrch spermie obsahuje mnozstvi proteint s rozdilnymi funkcemi, které hraji
vyznamnou roli v procesu oplozeni (Zigo et al. 2013). U n¢kolika téchto proteinti bylo
dokazano, ze disponuji afinitou k ZP (lkawa et al. 2010, Kongmanas et al. 2015). Témto
proteinim budou vénovany nasledujici kapitoly.

3.5.1 Proteiny se ZP-vazajici aktivitou

Vsechno nasvédcuje tomu, ze ZP-vazajici proteiny jsou nejbohatsi skupinou proteinti
spermie (Kongmanas et al. 2015), ale pfedstavuji minoritni ¢ast celkovych bunéénych
extraktll (Zigo et al. 2013). Otazkou vsak zustava, jaky je pro tolik riznych proteint divod, a
které znich jsou nezbytné pro interakci mezi spermii a ZP. Protoze oplozeni je proces
nezbytny pro zachovani druhu, je diileZité zajistit, aby probehl spravné. Pravé veétsi mnoZzstvi
ruznych proteinli mize zajistit jejich vzdjemné zastoupeni. Dokonce v pfipadé€ chybé&jici jedné
specifické molekuly nedojde k narusSeni procesu vazby spermie, a to i pres skutecnost, Ze
mohou pracovat v synergickém nebo nasledném vztahu (Tanphaichitr et al. 2007; Redgrove et
al. 2012; Tanphaichitr et al. 2015). To by naznacovalo, Ze jsou tyto molekuly ve svoji té€sné
blizkosti, pfi¢emz tuto hypotézu potvrzuje jejich zvySené mnozstvi v izolovanych lipidovych
raftech (Tanphachitr et al. 2007).

Lipidové rafty jsou vysoce dynamické, submikroskopické domény, které jsou tésnéji
sbaleny nez zbytek membrany a funguji jako mista buné¢né adheze a signalnich molekul
(Rajendran & Simons 2005). Kromé& funkénich ZP-vazajicich proteinovych komplexi
obsahuji také SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor) proteiny (Tsai et al. 2010). Jedna se o rodinu proteind, které hraji klicovou roli pfi
fizi membran a jsou tedy zapojeny do procesu akrosomové reakce (Santos et al. 2000).
Vzhledem k tomu, Ze interakce spermie a vajicka zahrnuje jak adhezi bun¢k, tak signalni
procesy, vyzkumy se zamétuji praveé na studium lipidovych raftd (Tanphaichitr et al. 2015).
Integralni soucasti lipidovych rafti je sulfogalaktosylglycerolipid (SGG, seminolipid), ktery
nejenze hraje roli v jejich formaci, ale je jednou z dalSich povrchovych molekul spermie,



ktera ma afinitu k ZP a je zapojena do vazby spermie k ZP (Tanphaichitr et al. 2015). Dalsimi
molekulami, které se podili na utvaieni mist pro vazbu spermie a ZP, jsou chaperony z rodiny
proteint teplotniho Soku (Tanphaichitr et al. 2015). Jejich funkci je transport ZP-vazajicich
proteinti do téchto mikrodomén (Redgrove et al. 2011).

To znamen4, ze nejen proteiny, ale i jiné povrchové molekuly mohou fungovat jako
receptory pro primarni vazbu (Tumova et al. 2021). Navic ¢ast nékterych akrosomalnich
proteinti (Zan, ACRO, ACRBP) s afinitou k ZP, se béhem kapacitace miuize pfemistovat a
prezentuje na povrchu spermie, a tak pravdépodobné piispiva ke schopnosti kapacitované
spermie navazat se na ZP béhem pocatecni faze interakce gamet. To znamena, ze schopnost
téchto proteinti fungovat co nejvice pfi vazbé na ZP musi byt ziskdna béhem jejich
reorganizace a relokalizace béhem kapacitace. Ty stejné proteiny, které zlstavaji v akrosomu,
pak hraji roli v udrzovani adheze spermie s reagujicim akrosomem k ZP oocytu (Kongmanas
et al. 2015). Neékteré proteiny safinitou k ZP jsou spoleéné pro vice druhd (pB-1,4-
galaktosyltransferasa, proacrosin/acrosin, zonadhesin, arylsulfatasa A, lactadherin), jiné byly
popsany jen u n€kterych druhd (Tumova et al. 2021).

3.5.2 Receptory pro primarni a sekundarni vazbu spermii na ZP u prasat

Doted’ bylo identifikovano nékolik ZP receptort u prasat (Zigo et al. 2013). Jednim
znich je B-1,4-galaktosyltransferasa (GalT). Jedna se o transmembranovy protein,
lokalizovany na anteriorni ¢asti  hlavicky (Larson & Miller 1997). Patii do
glykosyltransferazové enzymové skupiny, prenasi tedy glykosylovy zbytek na koncovy cukr
Vv sacharidovém fetézci (Tumova et al. 2021). Vaze se na terminalni N-acetylglukosaminové
(GlecNAc) zbytky oligosacharidli ZP3 (Shur & Hall 1982). Bylo ovSem zjisténo, Ze neni pro
vazbu na ZP nezbytna, nebot’ odstranéni GICNAC pomoci N-acetylglucosaminidasy zbytka
Z prasec¢i ZP, neovlivnilo schopnost spermie se na ZP navazat (Rebeiz & Miller 1999).

Zonadhesin (ZAN), transmembranovy protein s kratkou intracelularni oblasti, je
exprimovan béhem spermatogeneze v Casnych spermatidach, nasledné je posttranslacné
modifikovan, ¢imz méni svou ZP-vazajici aktivitu (Gao & Garbers 1997; Bi et al 2003).
Jedna se o multidoménovy mosaikovy protein. Toto uspofadani je typické pro adhezni
molekuly (Gao & Garbers 1997). Jeho schopnost vazat se na ZP také podporuje to, Ze je
lokalizovan na apikalni ¢asti hlavicky (Hickox et al. 2001).

Arylsulfatasa A (ARSA/AS-A) se od vySe zminénych 1isi tim, Ze neobsahuje
transmembranovou doménu (Carmona et al. 2002). Nachazi se jak na povrchu hlavicky
spermie, tak v akrosomu. Akrosomalni forma ma pavod ve varleti (Carmona et al. 2002;
Weerachatyanukul et al. 2003). Na povrch spermie se adsorbuje béhem jejiho prichodu
epididymem, a to diky afinité¢ k SGG, ktery se do plasmatické membrany spermii zabudovava
uz vtestis (Carmona et al. 2002). ARSA a SGG mohou spoleéné interagovat se ZP3
glykoproteinem pies vazbu na sulfatované cukerné zbytky glykant ZP (Carmona et al. 2002;
Weerachatyanukul et al. 2003).

Proacrosin/acrosin je serinova proteinaza s lektinovou aktivitou, ktera je schopna
vazat fukosu (Topfer-Petersen et al. 1985). Nejprve je syntetizovan jako zymogen
Z proacrosinu a preménén na svoji aktivni formu béhem kapacitace (Baba et al. 1989).
Pavodné byl popsan jako receptor zprotiedkovavajici sekundarni vazbu, nebot’ je hojny
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v akrosomalni matrix, ale jeho pfitomnost na povrchu akrosomu lidskych a prasecich spermii
naznacuje, ze by se mohl také ucastnit primarni vazby (Kongmanas et al. 2015; Zigo et al.
2015). Navic diky jeho proteolytické aktivit¢ je schopny aktivovat a urychlovat uvolnéni
akrosomalnich komponent béhem akrosomové reakce (Mao & Yan 2013).

Na konverzi proacrosinu se podili ACRBP (Baba et al. 1994), ktery je soucasti
fosfoproteinového komplexu p32. Role a regulace tohoto komplexu je prozatim neznidma
(Kato et al. 2021). Bylo zji$téno, Ze u prasat je tento protein hlavnim proteinem, ktery je
béhem kapacitace fosforylovan na tyrosinu (Dube et al. 2005). Tyrosinova fosforylace na
proteinech na povrchu hlavi¢ky spermii umoziuje proteinovou translokaci do mist vazajici ZP
(Asquith et al. 2004; Dube et al. 2005). Je spekulovano, ze ACRBP a tyrosinova fosforylace
mize urychlovat navazani spermie ke specifickym strukturam ZP. ACRBP navic umoznuje
akrosomalni reakci tim, Ze interaguje s Ca%* iontovymi kanaly (Katu et al. 2021). Mimo jiné
ma také doménu pro sekundarni vazbu na ZP (van Gestel et al. 2007).

Lactadherin (p47, SED1) je periferni membranovy mozaikovy protein, ktery je
exprimovan 1 V nereprodukcnich orgdnech v téle jako je naptiklad mlééna zladza nebo ledvina
(Ensslin et al. 1998). Petrunkina et al. (2003) zjistili, ze exprese a lokalizace lactadherinu se
meéni v prub&hu post-testikularni maturace spermii a kapacitace. Imunocytochemicky bylo
zjisténo, ze se vyskytuje v apikélni ¢asti hlavicky testikularni, epididymalni a ejakulované
spermie. Béhem kapacitace je poté odhalen diky uvolnéni dekapacitacnich faktor a
premistén z apikalni oblasti akrosomu do celé akrosomalni oblasti (Petrunkina et al. 2003).
AQN a AWN (Zigo et al. 2013). Jedna se o glykoproteiny o nizké molekulové hmotnosti,
které jsou sekretovany predev§im semennymi vacky a maji multifunkéni vlastnosti (Dostalova
et al. 1994). Jonakova et al. (2000) navrhli, Ze se tyto proteiny vazi na povrch spermie spise
v komplexech nezli samostatné. Tito autofi vyzdvihli proteinovy komplex, ktery zahrnuje pét
spermadhezini identifikovanych v semenné plazmé prasete (PSPI, PSPII, AWN, AQNI a
AQN3) spole¢né s pB1/DQH proteinem patiici do BSP rodiny (Binder Sperm Protein). Kdyz
se tyto proteiny navazi na plazmatickou membranu, zapojuji se do regulace dilezitych
atributii spermie, jako je motilita, schopnost kapacitace, AR a vazba na ZP. Ovsem pokud
jsou exprimovany v nadmérném mnozstvi, mohou funkce spermie ovlivnit i negativné (Pérez-
Patino et al. 2019). Vétsina spermadhezinii pokryvajici povrch ejakulované spermie se
uvolnuje béhem kapacitace, Vv piipadé AQN az 75 % a u AWN az 90 % (Dostalova et al.
1994). Je tedy mozné, ze mohou pusobit jako dekapacitaéni faktory (Zigo et al. 2019). Na
jejich deagregaci a uvolnéni z povrchu se podili ubiquitin-proteazomalni systém, ktery
ovliviiuje remodelaci vnégjsi akrosomalni membrany (Zigo et al. 2019).

O DQH proteinu, homologu pB1, je toho znamo vice (Bezouska et al. 1999). 1 on je
sekretovany semennymi vacky (Calvete et al. 1997). Po navazani se na povrch hraje dtlezitou
roli ve schopnosti spermii navazat se na ZP (Manaskova-Postlerova et al. 2007). DQH
vykazuje velmi podobné vazebné schopnosti, jako maji spermadheziny, a to i pfesto, Ze jsou
strukturné odlisné (Manaskova-Postlerova et al. 2007). Krom¢ toho ma DQH protein
schopnost interagovat s epitelialnimi bunkami oviduktu (Manaskova-Postlerova et al. 2007),
coZ by mohlo poukazovat na to, ze se miZe spolupodilet na tvorbé oviduktalniho rezervoaru
(Liberda et al. 2006).
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Dalsimi kandidaty na receptory primarni vazby prasecich spermii na ZP jsou RAB-
2A protein (Zigo et al. 2015), adhesion protein Z (APz) (Zayaz-Pérez et al. 2009), fertilin
B/ADAM2, peroxiredoxin 5/PRDX5 a karbonylreduktaza/DCXR (van Gestel et al. 2007).

3.6 Studium proteini spermie

Pivodné byla proteomika pouzivana k identifikaci hlavniho repertodru proteint
zdravé spermie a na zaklad¢ téchto znalosti byly provadény razné komparativni studie ke
zjisténi zmén v proteomu spermie béhem vyvojovych a patologickych procest. Velké
mnozstvi proteomickych studii lidskych a zvitecich spermii vyustilo v katalogizaci vétSiny
proteinti asociovanych se spermii a jejich plazmatickou membranou (Hooland & Ohlendieck
2014). Vzhledem k tomu, ze mnoho proteint hrajicich kli¢ovou roli v procesu fertilizace je
lokalizovano na povrchu spermie, bylo velké mnozstvi studii zaméfeno na identifikaci
membranovych integralnich proteini (Nowicka-Bauer & Kurpisz 2013). V posledni dob¢ se
pro to vyuzivaji vysokokapacitni proteomické piistupy, jako je napiiklad ,,shotgun“ metoda
(Belleannee et al. 2011). Jedna se o hmotnostni spektrometrii (MS) spojenou s kapalinovou
chromatografii, ktera je zalozend na identifikaci vzorku peptidovym sekvenovanim a
kvantifikaci peptidt (Prochazkova 2019).

Alternativou se staly dvojdimenzionalni elektroforéza a MS techniky, které ale
dokazi identifikovat pouze ty nejhojnéji se vyskytujici proteiny v buiice (Belleannee et al.
2011). To znamena, ze izolace membranovych proteini je problematickym krokem téchto
ptistupti (Nowicka-Bauer 2014), nebot piedstavuji jen malou ¢ast celkového proteomu
(Belleannee et al. 2011). Klasické metody slouzici k purifikaci membrany, jako je naruseni
buiiky nebo denzitni centrifugace, vedly ktomu, Ze ¢ast plazmatické membrany zustala
pfichycend k cytoskeletonu, coz vedlo ke ztraté¢ ¢asti membranovych proteind, naptiklad téch
postakrosomalnich, které jsou dulezité v rozpoznani gamet (Belleannee et al. 2011). Tento
nedostatek byl piekonan diky znafeni povrchovych proteinti sulfo-NHS-SS-biotinem, které
jsou nasledné separovany pomoci elektroforézy a identifikovany diky MS (viz obrazek 3)
(Zhao et al. 2004; Belleannee et al. 2011; Zigo et al. 2013). Nejcastéji se k extrakci
membranovych proteinli vyuziva detergentl, které vytvaii kolem membranovych proteinli
hydrofilni obal, vytrhnou proteiny z membrany a rozpousti je (Orwick-Rydmark et al. 2016,
Zigo et al. 2011). Mezi takové detergenty patii napiiklad Triton-X-100 nebo dodecylsiran
sodny (SDS) (Zigo et al. 2011). Piesna lokalizace proteinti v bufice by méla byt dale ur¢ena
pouzitim dodatecnych imunocytochemickych studii, vcetné¢ elektronové mikroskopie
(Nowicka-Bauer & Kurpisz 2013).
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Obrazek 3: Schéma znaceni sulfo-NHS-SS-biotinem a extrakce povrchovych proteini
spermie (Thermo Fischer Scientifi, USA)

3.6.1 Charakterizace protilatek rozpoznavajici povrchové proteiny spermii

Zigo et al. (2015) prezentovali alternativni nastroj pro monitorovani a identifikaci
receptoru vazajicich ZP, a to panel monoklonalnich protilatek proti povrchovym proteinim
spermie. Ty protilatky, které znacily povrchové proteiny na hlavicce praseci spermie v oblasti
akrosomu a byly detekovany pomoci Western blot analyzy, byly dale studovany
imunolokalizaci v tkanich a tekutinach reprodukéniho traktu. Zkoumala se také jejich vazba
na izolované glykoproteiny ZP praseciho oocytu. Ze 17 piipravenych protilatek bylo 8 z nich
lokalizovano v oblasti akrosomu spermie. Mezi tyto protilatky se fadi i protilatky 1E3 a 2E1,
kterym je v této praci vénovana pozornost. Pouze 3 protilatky rozpoznavaly proteiny, které se
podafilo identifikovat pomoci MS, a korespondovaly s proteiny vazajici ZP. Tyto protilatky
byly pouzity pro imunoprecipitaci a naslednd analyza imunoprecipitatu odhalila, Ze tyto
protilatky rozpoznavaji acrosinovy prekurzor, RAB-2A protein a lactadherin P47. Acrosin byl
jiz dfive detekovan na povrchu ejakulované i kapacitované spermie a jeho afinita je dobfe
popsana (Zigo et al. 2013). Také lactadherin P47 byl jiz diive v souvislosti s vazbou k ZP
charakterizovan a jeho dal$i mozné fyziologické funkce v reprodukci byly navrhnuty
(Petrunkina et al. 2003). Nicméné poprvé byl v souvislosti svazebnou aktivitou k ZP
identifikovan protein RAB-2A spolu s jeho lokalizaci na povrchu praseci spermie (Zigo et al.
2015).
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4 Metodika

4.1 Priprava spermii

Kanci ejakulat byl ziskan z insemina¢ni stanice SkrSin (NATURAL, spol. s.r.0.) V
podobé inseminacnich davek, piipadné Gerstvého ejakulatu plemene Duroc. Cerstvy ejakulat
byl okamzité¢ zpracovan, inseminacni davky byly uchovavané v chladicim termoboxu pfi
17 °C a zpracovany druhy den po odbéru. Epididymalni spermie byly izolovany ze
zmrazeného epididymis odebrané¢ho post mortem.

4.1.1 Ejakulované spermie

Koncentrace spermii v inseminaénich davkach (ID) se pohybovala v rozmezi 5-8 x 10’
bunék /ml. Bylo odebrano 5 ml ID do zkumavek, které byly sto¢eny v centrifuze (LC-8 5000,
Benchmark Scientific Inc., USA) pii 20 °C 10 minut pii 300 x g. V piipadé cerstvého
ejakulatu bylo napipetovan do zkumavky 1 ml vzorku a k nému bylo pfidano 5 ml PBS.
Zkumavky byly také centrifugovany pii 20 °C 10 minut pii 300 x g. Po centrifugaci byl
odstranén supernatant a vznikla peleta byla poté resuspendovana v 5 ml promyvaciho roztoku
PBS (Phosphate-buffered saline; 0,01 M fosfatovy pufr, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCIl, pH
7,4; Sigma-Aldrich, USA). Tento postup byl zopakovan jesté dvakrat. K peleté bylo opét
piidano 5 ml PBS, peleta byla resuspendovana a takto vznikly vzorek byl rozpipetovan do
mikrozkumavek po 1 ml. Tyto mikrozkumavky byly poté sto¢eny na centrifuze (Mikro 22R
Hettich Zentrifugen, DJB Labcare, UK) 10 minut pii 300 x g a 20 °C. Takto vznikla peleta
spermii byla pouzita pro piipravu proteinovych extraktti na SDS elektroforézu a Western blot
analyzu.

412 Kapacitované spermie

Postup pro piipravu kapacitovanych spermii vychdzel zpfedchozi piipravy
ejakulovanych spermii. Pfi poslednim promyti bylo kpelet¢ pfidano vytemperované
kapacitacni médium v zakladni formé (Basic TL-Hepes) a byla provedena centrifugace. Po
odstranéni supernatantu bylo k peleté spermii (5 x 10® bungk) ptidano 10 ml kapacitadniho
média Hepes a peleta byla jemné resuspendovana. Takto ptfipravena zkumavka byla vloZena
do termostatu a spermie byly ponechany kapacitovat piti 38 °C a 5% CO2 1,5 hodiny,
Vv piipad¢ Cerstvého ejakulatu 3,5 hodiny.

Ptiprava Basic TL-Hepes:
e 6,6634 g NaCl
e 00,2386 g KCI
e 00,0408 g NaH2PO4
e 1,4 mllaktatu sodného
e 0,1018 g MgCl2x 6H20
e 2,383 g Hepes
e (,0220 g pyruvatu sodné¢ho
e 2,186 g sorbitolu
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e 0,025 g gentamicinu

e 0,065 g penicilinu

e 0,1 gPVA (Polyvinyl alkohol)
e 1 litr destilované vody

Ptiprava kapacitacniho média Hepes:
e 50 ml basic TL-Hepes
e 0,099 g 11 mM glukédzy
e 0,0275 g 5 mM pyruvatu sodného
e 1,009 2% BSA (bovinni sérovy albumin),
e 0,0084 g NaHCOs3
e 0,0147 g 2 mM CaCl, x 2H20

Po kapacitaci byla suspenze stocena pii 300 x g po dobu 10 minut a supernatant byl odsat.
K peleté bylo ptfidano 5 ml PBS a nechala se dvakrat promyt a odstiedit. Po poslednim ptidani
5 ml PBS byl vzorek rozpipetovan do mikrozkumavek po 1 ml a stoen na centrifuze pii 300
X g 10 minut. Takto vznikla peleta spermii byla nasledné pouzita pro pfipravu proteinovych
extraktl na SDS elektroforézu a Western blot analyzu.

4.1.3 Indukce akrosomové reakce

K 10 ml suspenze spermii po ukonéené kapacitaci bylo pfidano 10 pl (50 pl nebo 100
ul) calcium ionoforu (A23187; Sigma-Aldrich, USA). Nasledovala inkubace v termostatu pii
podminkach 38,5 °C a 5% CO2 po dobu 1 hodiny. Poté byl vzorek odstiedén v centrifuze pfti
300 x g a 20 °C po 10 minut. Supernatant byl odstranén a bylo ptidano 5 ml PBS k peleté.
Toto promyvani bylo provedeno dvakrat. Nakonec bylo pfidano 5 ml PBS a suspenze byla
rozpipetovana do péti mikrozkumavek po 1 ml. Tyto mikrozkumavky byly sto¢eny v
centrifuze pfi 300 x g a 20 °C 10 minut a supernatant byl odpipetovan. Takto vzniklé pelety
spermii byly nasledné pouzity pro pfipravu proteinovych extrakti na SDS elektroforézu a
Western blot analyzu.

4.1.4 1lzolace spermii z epididymu

Pro izolaci prasecich epididymalnich spermii byl pouZit rozmraZeny epididymis, ktery
byl rozdélen na jednotlivé casti (cauda, corpus a caput). Manualné se obnazily kanalky
obsahujici spermie a poté byly tyto kandlky rozstfihdny na malé kousky a vloZeny do
zkumavky s roztokem PBS. Zkumavky byly uloZzeny do termostatu a zde inkubovany 30
minut pii 37 °C, aby doslo k vyplaveni spermii do roztoku. Po inkubaci byl vzorek
ptefiltrovan pfes gazu, aby doslo k odstranéni tkanovych bunck. Supernatant byl poté stocen
pfi 300 x g 20 minut a 2 x promyt v roztoku PBS a centrifugovan po dobu 10 minut pfi
300 x g.
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4.2 Priprava proteinovych extrakti

4.2.1 Extrakce proteini spermii

Extrakce proteint ze vzorkl spermii byla provedena lyzaci v neredukujicim vzorkovém
pufru (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 — Bio-Rad, USA; glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolova
modi — Sigma-Aldrich, USA). K peleté spermii (5 x 10’ bunék) bylo p¥idano 150 pl
vzorkového pufru. Dale byly vzorky ponechany po dobu 30 minut na ledu za obcasného
promichani na vortexu, aby se zarucila sptravna lyza bun¢k. Poté byly vzorky povatreny po
dobu 5 minut pfi 100 °C. Néasledné probé¢hla centrifugace 2 minuty pii 10 000 x g a 4 °C za
ucelem odstfedéni zbytki bunék. Takto vznikly supernatanty byly poté pouzity na SDS
elektroforézu a Western blot analyzu.

4.2.2 1zolace povrchovych proteini spermie

Povrchové proteiny spermie byly izolovany z ejakulovanych spermii pomoci soupravy
Pierce® Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Prvnim krokem
bylo rozpusténi obsahu jedné lahvicky Sulfo-NHS-SS-biotinu v 48ml PBS. K peletce spermii
bylo nasledné pfidano 10 ml tohoto biotinyla¢niho roztoku a vzorky byly inkubovany 30
minut v lednici pii 4 °C. Zkumavky byly poté centrifugovany pfi 500 x g 3 minuty,
supernatant byl odstranén a ke kazdému vzorku bylo pfiddno 10 ml TBS (Tris buffered saline;
25mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,8). Byla provedena centrifugace a dale se vzorky jesté
jednou promyly a centrifugovaly. K peletkam bylo ptidano 250 pl lyza¢niho pufru a takto
byly inkubovany na ledu po dobu 30 minut. Béhem této inkubace byly vzorky promichavany
na vortexu. Dal§im krokem byla centrifugace suspenze pii 10000 x g a 4 °C 2 minuty a takto
pfipraveny bunécny lyzat byl nanesen na kolonku s imobilizovanym NeutrAvidinem na
agarozovych kulickach. Tyto kolonky byly pfipraveny tim zplsobem, Ze byly sloZeny a do
vrchni ¢asti bylo pfidano 500 pl avidinu imobilizovaného na gelovych kulickach. Nésledovala
centrifugace pti 1000 x g po dobu 1 minuty a dvoji promyti v 500 pl promyvaciho pufru
(Wash Buffer). Bunécny lyzat byl na kolonce inkubovan 60 minut na rotacni tfepacce pfii
pokojové teploté. Poté byla provedena centrifugace pti 1000 x g po dobu 1 minuty. Nasledné
byly agar6ézové kuliCky s navdzanymi povrchovymi proteiny tfikrat promyty v 500 pl
promyvaciho roztoku s pfidavkem proteazovych inhibitort (Complete™, Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail, Svycarsko). Byl piipraven vzorkovy pufr s DTT (dithiotreitol).
K obsahu lahvicky s DTT z kitu bylo pfidano 50 pl destilované vody. 12 pl tohoto roztoku
bylo smichano s 225 pl vzorkového pufru pro SDS elektroforézu (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 —
Bio-Rad, USA; glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolova modi — Sigma-Aldrich, US). Ke
kazdému vzorku bylo nasledné ptidano 240 pl vzorkového pufru s DTT a takto byly vzorky
inkubovany pii pokojové teplot¢ 60 minut. Nakonec se kolonka centrifugovala 2 minuty pfti
1000 x g. Supernatant byl odpipetovan a mohl byt pouzit pro SDS elektroforézu a Western
blot.

16



4.2.3 Proteinové extrakty tkani

K ¢astem tkani varlat a nadvarlat o hmotnosti 100 mg bylo pfidano 500 pl pufru 1%
Tritonu X-100 v Tris-HCL (pH 7.8). Za pouziti homogenizatoru IKA T10 basic (IKA Werke,
Némecko) byla tkan homogenizovana a ukladana do ledu, aby doslo k 1yze. Takto pfipraveny
vzorek byl stoCen na centrifuze pii 4 °C a 10 000 x g po dobu 10 minut. Ze ziskaného
supernatantu bylo odebrano 100 ul a bylo k nému pfidano 600 pl vymrazeného acetonu.
Nasledné byl vzorek promichan na vortexu a uloZzen do mrazaku, kde byl ponechan po dobu
jedné hodiny pii -20 °C. Poté byl stoen na centrifuze 5 minut pii 5000 x g a 4 °C.
Supernatant byl odstranén a Kk peleté bylo ptfidano 100-150 pl neredukujiciho vzorkového
pufru. Pomoci pipety byl vzorek resuspendovan a pak povaien po dobu 5 minut. Nakonec byl
stoCen na centrifuze 2 minuty pii 10000 x g a 4 °C. Supernatant byl napipetovan do
zkumavek eppendorf a pfipraven k dalSimu pouziti.

4.2.4 1zolace proteinii ze semenné plazmy a epididymalni tekutiny

Vzorek kanc¢iho ejakulatu byl stoen na centrifuze po dobu 10 minut pii 300 x g a 20
°C. Supernatant byl odsat a ndsledné prosel dal$imi dvéma centrifugacemi. Prvni probihala 10
minut pti 4 °C a 2000 x g a druha 10 minut pii 4 °C a 10 000 x g. Timto zpisobem byly
ziskany vzorky semenné plazmy. Epididymalni tekutina se spermiemi byla zpracovana za
stejnych podminek jako ejakulat.

Ze vzorkli semenné plazmy i epididymalni tekutiny bylo odebrano 100 pl a pfidéno
k nim 600 pl vymrazeného acetonu. Nasledné doslo k jejich promichani na vortexu a ulozeni
do -20 °C na 1 hodinu. Za ucelem vytvoteni peletek byly zkumavky nasledné centrifugovany
5 minut pii 5000 x g a 4 °C. K peleté s vysrazenymi proteiny bylo ptidano 100-150 pl
neredukujiciho vzorkového pufru a poté byly vzorky resuspendovany a 5 minut povareny.
Nakonec byly zkumavky stoCeny na centrifuze 2 minuty pii 10000 x g a 4 °C. Takto
pfipravené vzorky mohly byt pouzity pro SDS elektroforézu a Western blot analyzu.

4.2.,5 Imunoprecipitace

Do pelety ejakulovanych spermii bylo ptidano 500 ul lyzac¢niho pufru s inhibitory
proteaz. Nasledné byly spermie lyzovany 30 minut na ledu, pficemz byly kazdych 5 minut
vortexovany. Poté byly vzorky centrifugovdny po dobu 2 minut pifi 10 000 x g a 4 °C.
Supernatant byl odsan a rozdélen do dvou mikrozkumavek po 100 pl. K jednomu vzorku bylo
pfidano 50 pl protilatky 1E3 a nechal se inkubovat ptes noc. Ke druhému vzorku protilatka
pfiddna nebyla, a tak slouzil jako negativni kontrola. Nasledujici den bylo nejprve 20 ul
agar6zového konjugatu v PBS pufru dvakrat centrifugovano pii 1000 x g a 4 °C po dobu 5
minut a supernatant byl odstranén. Poté byly agar6zové kulicky s konjugovanym proteinem
A/G (Santa Cruz Biotechnology) dvakrat promyty v 50 ul IP pufru (Santa Cruz
Biotechnology) a centrifugovany. Poté byly k agarézovému konjugatu piidany vzorky
s protilatkou a negativni kontrola, resuspendovany a inkubovany 1,5 hodiny. Imunoprecipitat
byl poté centrifugovan pii 1000 x g a 4 °C 5 minut a supernatant byl odstranén. Peletka byla
nasledn¢ ctyfikrat promyta ve 100 ul IP pufru a pokazdé centrifugovana. Po poslednim
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promyti byla peleta resuspendovana ve 40 pl neredukujiciho vzorkového pufru. Takto
ptipraveny vzorek mohl byt pouzit pro SDS elektroforézu a Western blot.

4.3 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Pro elektroforetické rozdéleni proteini byla pouzita aparatura pro vertikalni
elektroforézu (Mini-PROTEAN Tetra, Bio-Rad, USA). Nejprve byl ptipraven 10% separacni
gel, ktery se nalil mezi dvé skla. Nasledné byl pievrstven vodou a ponechan se minimalné 30
minut polymerovat.

Ptiprava 10% separacniho gelu:

e 4,16 ml destilované vody

e 2,5ml1,5M Tris-HCI (pH 8,8; Bio-Rad, USA)

e 3,33 ml 30% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (Bio-Rad, USA)

e 100 ul 10% SDS (Bio-Rad, USA)

Tésné pred aplikaci:

e 4,5 ul TEMEDu (Pharmacia Biotech, Svédsko)

e 70 ul 10% APS (Amersham Biosciences, Svédsko)

Po probéhlé polymeraci byla odsata voda a nanesena vrstva zaostiovaciho gelu, do
kterého byl zasunut hieben pro tvorbu jamek. Gel byl takto ponechan 15 minut, aby doslo
k polymeraci.

Ptiprava 4% zaostfovaciho gelu:

e 1,52 ml destilované H20

e 0,625 ml Stacking gel buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; Bio-Rad, USA)

e 0,325 ml 30% roztoku akrylamidu/bis-akrylamidu (Bio-Rad, USA)

e 0,025 ml 10% SDS (Bio-Rad, USA)

Tésné pted aplikaci:
e 3,8 ul TEMEDu (Pharmacia Biotech, Svédsko)
e 50 ul 10% APS (Amersham Biosciences, Svédsko)

Byla sestavena aparatura pro elektroforézu a nasledné byla vana a do ni vlozené gely
zality elektrodovym pufrem (Tris 15 g, glycin 72 g, SDS 5 g, dest. H2O 1 |; fedéno 1:4 s dest.
H20). Hieben byl vyndédn tak, aby se neporuSily vytvofené jamky, do kterych byly poté
napipetovany pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky vzorky v objemu 8 p, 10 p nebo 15 p
(podle typu vzorku). K porovnani molekularni hmotnosti separovanych proteind byly vyuzity
molekularni proteinové standardy (Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting Standards;
Bio-Rad, USA) nanasené v objemu 3 pl. Elektroforéza probihala prvnich 30 minut pfi napéti
80 V, béhem nichz nase vzorky prosly zaostiovacim gelem, a nasledné 1 hodinu pfi zvySeném
napéti 150 V. Vzorky pro elektroforézu byly piipraveny pomoci redukujiciho (3,8 ml H20, 1
ml 0,5M Tris-HCI pH 6,8, 0,8 ml glycerol, 1,6 ml 10%SDS, 0,4 ml 0,05% bromfenolova
modf, 0,4 ml merkaptoethanol) nebo neredukujiciho pufru (3,8 ml H20, 1 ml 0,5M Tris-HCI
pH 6,8, 0,8 ml glycerol, 1,6 ml 10%SDS, 0,4 ml 0,05% bromfenolova modr).
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4.4 \Western blot

Pro elektroptenos proteinti rozdélenych pomoci SDS-PAGE se vyuziva metody Western
blotu. PVDF membrana byla nejprve aktivovana po dobu 1 minuty v metanolu a nasledné
byla spolu s ostatnimi sou¢astmi (2 houbi¢ky a 4 vystfizky chromatografického papiru
Whatman) inkubovana 10 minut Vv blotovacim pufru (3,03 g Tris, 14,4 g glycin, 200 ml
metanol, 800 ml H20O). Poté byly vSechny komponenty v pozadovaném potradi vloZzeny do
kazety, ktera byla vlozena do blotovaciho ramu. Rdm byl poté zavéSen do vanicky a byl zalit
blotovacim pufrem. Cela aparatura byla v pribéhu ochlazovana ledovou tfisti. Elektropfenos
probihal 70 minut pii 500 mA. Po uplynuti této doby byla aparatura rozebrana a membrana se
zachycenymi proteiny byla pouzita pro imunodetekci.

4.5 Imunodetekce proteini na membrané

Nejprve byla nanaska proteind zkontrolovana pomoci barveni proteinti barvou Ponceau
S (Sigma-Aldrich, USA), ktera byla poté odmyta pomoci dest. H2O a PBS. K desaktivaci
volnych mist na membrané¢, kde nejsou separované proteiny, bylo pouzito 5% susené¢ mléko
(Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad, USA) rozpusténé v PBS. Membrana byla v mléce
inkubovana pii pokojové teploté na tfepacce po dobu 1 hodiny a poté promyvana v roztoku
PBS s 0,1% Tweenem 20 pro odstranéni nespecifickych interakei. Jako specifickd protilatka
byla pouzita monoklondlni protilatka 1E3 a 2E1, kterd byla pfipravend proti proteinu
z povrchu kancich ejakulovanych spermii (Zigo et al. 2015). Byla fedéna v poméru 1:10
v PBS. S touto primarni protilatkou byla membrana inkubovana v kapse z parafilmu pies noc
v lednici. Negativni kontroly byly inkubovany bez primarni protilatky pouze v PBS. Druhy
den byla membrana S navdzanou primarni protilatkou promyvana 4 x 5 minut v PBS s 0,1%
Tweenem 20 a inkubovana 1 hodinu na tfepacce se sekundarni protilatkou proti mysim
imunoglobulinim zna¢enou kifenovou peroxidazou (Goat Anti-Mouse IgG (L+H),
Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad, USA). Tato sekundarni protilatka byla fedéna
v poméru 1:3000. Poté byla membrana promyvéana 6 x 5 minut v PBS s 0,1% Tweenem 20.

Pro vizualizaci specifické detekce proteinu protilatkou byla pouzita chemiluminiscenéni
metoda. Na membranu byl nanesen chemiluminiscenéni substrat (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific, USA) a k detekci signalu byl pouzit
pristroj Azure c300 Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA). Na zakladé¢ hmotnostniho
standardu byla sestrojena kalibra¢ni kiivka v programu Microsoft Excel, pomoci nichz byly
vypocitany hmotnosti detekovanych proteind. Denzitometrickd analyza detekovanych
proteint byla provedena v programu Imige Studio Digits (LI-COR Biosciences, USA).

4.6 Neprima fluorescencni mikroskopie

Pro nepfimou fluorescencni mikroskopii byly pouzity vzorky ejakulovanych,
kapacitovanych spermii, spermii po indukci akrosomalni reakce, epididymalnich spermii
z hlavy, téla i ocasu a z fezi tkani varlat a nadvarlat, jejichz zpracovani bylo popsano vyse.

Na podlozni sklicka byla nejprve nakreslena dvé kolecka hydrofobni fixou PAN Pen
liquid rocker (Sigma-Aldrich, USA), do kterych byly poté pipetovany vzorky spermii a
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fixovany. Bylo pouzito vice metod fixace a piipravy vzorki pro detekci proteinti pomoci
vybranych protilatek.

1.  Fixace formaldehydem v suspenzi

K peletce spermii bylo piidano 100 ul 2% formaldehydu a s ob¢asnym protiepanim byl
vzorek inkubovan pii pokojové teploté 20 minut. Nasledn¢ byly zkumavky stoCeny na
centrifuze pii 300 x g a 20 °C po dobu 5 minut. Peletky byly néasledné 2x promyty ve 200 pl
PBS a poté¢ byl vzorek nafedén na pozadovanou koncentraci vhodnou pro natér na sklo. Do
krouzkt na skla bylo napipetovano 20 pl suspenze a ponechdny zasuSeni volné na vzduchu pfi
laboratorni teplot¢.
2. VIhka fixace acetonem

Do vyznaceného kolecka bylo napipetovano 20 upl suspenze spermii a piidano 50 pl
vymrazeného roztoku acetonu a metanolu, ktery byl pfipraven v poméru 1:1. Po 5 minutach
byl preparat oplachnut PBS a ponechén k zasuSeni.
3. Inkubace s protilatkou v suspenzi

Po promyti bylo k jednépelet¢ ejakulovanych spermii pfidano 150 pl PBS
s monoklonalni mysi protilatkou 1E3 nebo 2E1 (v poméru 1:2) a k druhé 150 ul PBS bez
protilatky. Ta ndm potom slouzila jako negativni kontrola. Mikrozkumavky byly poté
nechany se zahfivat a tfepat na suché lazni (TS-100 BioSan, Litva) 1 hodinu pfi teploté 37 °C.
Po zahtati byly vzorky stoCeny na centrifuze pii 300 x g a pfi pokojové teplot¢ po dobu 7
minut a dvakrat promyty ve 200 ul PBS. Nakonec bylo k peleté ptidano 100 pl PBS a po 20
pl byly vzorky naneseny na sklicka, kde byly zafixovany vlhkou fixaci pomoci roztoku
acetonu s metanolem.

Zafixované vzorky mohly byt pouzity rovnou nebo uloZzeny do lednice pii 4 °C. Do
kazdého kolecka s fixovanym preparatem spermii na skle bylo piidano 150 ul blokovaciho
média SuperBlock (Blocking Buffer in PBS; Thermo Fisher Scientific, USA) na 15-20 minut.
Nésledné byla sklicka oplachnuta PBS a osuSena. Na kazdé kolecko urcené pro negativni
kontrolu bylo poté naneseno 100 pl PBS a do druhého 100 pl PBS s monoklondlni mysi
protilatkou 1E3 nebo 2E1. Protilatky byly fedény v pomérech 1:1, 1:2, 1:8 a 1:10. Takto
pfipravena skla byla inkubovéana pifes noc ve vlhké komirce v lednici. Nasledujici den byly
vzorky oplachnuty pomoci PBS, osuSeny a inkubovany se sekundarni protildtkou proti mysim
imunoglobulinim anti-mouse Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen, USA), kterd byla nafedéna
v PBS v poméru 1:300. Inkubace probihala pii laboratorni teploté ve vlhké komtrce 45 minut.
Poté byla sklicka opét oplachnuta PBS a osuSena. Nasledné¢ byl nafedén PNA lektin
konjugovany s rhodaminem (Rhodamin Peanut aglutinin; Vector Laboratories, USA) v PBS
v poméru 1:1000 a po 100 pl nanesen na vzorky. Sklicka byly opét inkubovany pfi laboratorni
teploté a ve tm¢ po dobu 30 minut a po této dobé€ byly promyty v PBS a nésledné oplachnuty
vdest. H20. Po osuseni bylo na preparat pfidano 5 pl montovaciho média s DAPI
(Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI; Vector Laboratories, USA) ke
kontrastnimu barveni jader. Preparaty byly poté ptfiklopeny krycim sklickem a inkubovény ve
vlhké komutrce. Vzorky byly poté hodnoceny pomoci fluorescencniho mikroskopu Nikon
Eclipse E 600 (Nikon; Japonsko) a snimky byly pofizovany pomoci programu NIS Elements
(Laboratory Imaging, Cesk4 Republika).
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Kryofezy byly pfipraveny ztkani varlat a nadvarlat kance. Nejprve byly tyto tkané
nakrajeny na kostky o velikosti 1 cm® a nasledné byly ve formic¢kich zality piipravkem
TissueTek (OCT Compound for Cryostat Sectioning, Australie). Takto pfipravené tkanové
blocky byly zamrazeny Vv tekutého dusiku a uchovany pii -80 °C. Samotné kryoiezy o
tloust'ce od 6 do 8 um byly pfipraveny na pfistroji Cryo-cut (Leica, Biocev, Vestec, CR).

Jednotlivé kryofezy tkani po fixaci acetonem byly ohrani¢eny hydrofobni fixou PAN
Pen liquid rocker (Sigma-Aldrich, USA) a nasledné bylo na kazdy kryofez naneseno na 15-20
minnut 150 pl blokovaciho média SuperBlock. Poté byla sklicka opldcnnuta PBS a osuSena.
Na kazdé kolecko uréené pro negativni kontrolu bylo poté naneseno 100 pl PBS a do druhého
100 ul PBS s protilatkou 1E3 v poméru 1:1. Takto pfipravend skla byla inkubovana pies noc
ve vlhké komurce v lednici. Nasledujici den byly vzorky oplachnuty pomoci PBS, osuseny a
inkubovany se sekundarni protilatkou proti mysim imunoglobulinim GAM Cy5 (Invitrogen,
USA), ktera byla nafedéna v PBS v poméru 1:300. Inkubace probihala pfi laboratorni teploté
ve vlhké komurce 45 minut. Poté byla sklicka oplachnuta v PBS a dest. H20. Po osuseni bylo
na preparat ptidano 5 pl montovaciho média s DAPI. Preparaty byly poté ptiklopeny krycim
sklickem a inkubovany ve vlhké komtrce. Vzorky byly poté hodnoceny pomoci
fluorescenéniho mikroskopu s kamerou (Nikon Eclipse E600, Japonsko) a snimky byly
potizovany pomoci programu NIS Elements (Laboratory Imaging, Ceska Republika).
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5 Vysledky

5.1 Detekce proteinu znaceného protilatkou 1E3 v extraktech spermii

Detekce proteinu znaCen¢ho protildtkou 1E3 byla provedena v extraktech proteina
z epididymalnich, ejakulovanych, kapacitovanych spermiich a ve spermiich s indukovanou
akrosomalni reakci (AR) (kap. 4.2.1.). Vzorky byly pfipraveny v neredukujicich podminkach.
Membrana s nanesenymi proteiny a negativni kontrola jsou zobrazeny na obrazku 4. Pomoci
protilatky 1E3 byl patrny prouzek odpovidajici pfiblizné molekulové hmotnosti 45 kDa u
extraktti pochazejicich z ejakulovanych (draha 2), kapacitovanych spermii (draha 3) a spermii
po indukci AR (draha 4). Pro epididymalni spermiec (draha 1) byla detekce negativni. Pfi
negativni kontrole bylo detekovano nespecifické znaCeni v oblasti o pfiblizné molekulové
hmotnosti 64 kDa.

kDa 1 2 3 4 kDa Neg
250 —> 250 =
150 —> 150 —
100 —=>
100 —>
75 —>
5—>
7 64 kDa
50 = 50 —
. e e €<—45kDa
37 —>
37 —>

Obrazek 4: Imunodetekce proteinu znaceného protilatkou 1E3 v epididymalnich,
ejakulovanych, kapacitovanych spermiich a ve spermiich s indukovanou akrosomalni reakci.
1 — epididymalni (ocas nadvarlete), 2 — ejakulované spermie, 3 — kapacitované spermie,
4 — spermie po indukci akrosomalni reakce, Neg — negativni kontrola bez primarni protilatky.
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Pro vyhodnoceni zastoupeni proteinu znaceného protilatkou 1E3 v ejakulovanych,
kapacitovanych a AR spermiich byla provedena denzitometrickd analyza, jejiz vysledky jsou
znézornény v grafu 1. Doslo k snizeni mnozstvi proteinu u kapacitovanych spermii a spermit
po indukci AR oproti ejakulovanym. Vysledek ovSem nebyl statisticky vyhodnocen, nebot’
byla denzita méfena pouze u jednoho experimentu.

Denzitometrické honoceni

-
N

[ERY

0,746 0,758

o
(o]

o
D~

Relativni opticka denzita
o
(@)

o
N

o

Ejakulované Kapacitované Po indukci
akrosomové reakce

Graf 1. Denzitometrické hodnoceni signalu reakce protilatky 1E3 u ejakulovanych,
kapacitovanych spermii a spermii po indukci AR.

5.2 Detekce proteinu znacného protilatkou 1E3 v extraktech tkani,
epididymalni tekutiny a semenné plasmy

Detekce proteinu znaceného protilatkou 1E3 byla provedena v extraktech tkani varlat a
nadvarlat (kap. 4.2.3.), epididymalni tekutiny a semenné plasmy (kap. 4.2.4.). Membrana
s detekovanymi proteiny a negativni kontrola jsou zobrazeny na obrazku 5. Ve vzorku
extraktu z tkané varlat (draha 1) byly detekovany tii proteiny (45 kDa, 25 kDa a 20 kDa) a
v tkani nadvarlat (draha 2) dva proteiny, a to jeden o pfiblizné molekulové hmotnosti 45 kDa
a druhy o molekulové hmotnosti vysSi nez 250 kDa, ktery ale odpovidal prouzku
zaznamenané¢ho v negativni kontrole. Tento stejny prouzek se také objevil u vzorku
epididymalni tekutiny (drdha 3) a semenné plasmy (drdha 4). Kromé toho byly patrné
detekované prouzky o piiblizné molekulové hmotnosti 57 kDa u proteinli epididymalni
tekutiny a 59 kDa u semenné plasmy.
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Obrazek 5: Imunodetekce proteinu znaceného protilatkou 1E3 v extraktech z tkani varlete a
ocasu nadvarlete, v extraktech epididymalni tekutiny a semenné plasmy. 1 — tkan varlete,
2 — tkan ocas nadvarlete, 3 — epididymalni tekutina, 4 — semenna plasma, neg — negativni
kontrola pro extrakt z tkani varlete (neg 1) a ocasu nadvarlete (neg 2).

5.3 Imunoprecipitace a detekce proteinu rozpoznavaného protilatkou 1E3
v extraktu z povrchovych proteini spermie

Na zavér byla za Gicelem 1dentifikace proteinu provedena imunoprecipitace pomoci 1E3
protilatkou z extraktu ejakulovanych kanc¢ich spermii (kap. 4.2.5.), ktera se bohuzel nezdatila.
Byly detekovany proteinové prouzky, které neodpovidaly nami detekovanému proteinu o mol.
hm. 45 kDa v extraktu spermii (obrazek 6). Zaznamenali jsme pouze detekci u proteint 0 220
a 120 kDa, které by mohly odpovidat reakci sekundarni protilatky s imunoglobuliny z pouzité
1E3 protilatky pro imunuprecipitaci. Vzhledem Kk neredukujicim podminkam, které byly
vyuZity pfi pfiprav€é imunoprecipitatu, se protilaitka 1E3 zcela nerozpadla na lehky a tézky
imunoglobulinovy fetézec. Byla také provedena izolace povrchovych proteind (kap. 4.2.2.),
nicméné S negativnim vysledkem.
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Obrazek 6: Imunoprecipitace proteinu znaceného protilatkou 1E3 z lyzatu ejakulovanych
kanc¢ich spermii, Im — imunoprecipitat.

5.4 Lokalizace proteinu zna¢eného protilatkou 1E3 ve spermiich

Pro lokalizaci proteinu znaceného protilatkou 1E3 na epididymalnich, ejakulovanych,
kapacitovanych spermiich, spermiich s indukovanou AR byla pouZita metoda nepifimé
fluorescenéni mikroskopie (kap. 4.6.). Pro fixaci byla vyuzita metoda vlhké fixace roztokem
acetonu a metanolu. Pro detekci proteinu na povrchu spermie byly také pouzity metody fixace
formaldehydem v suspenzi a inkubace protilatkou v suspenzi, bohuzel tyto metody nebyly
uspésné. Pomoci fedici fady byla zjisténa optimalni koncentrace primarni protilatky, které
bylo dosaZzeno pii fedéni 1:2. Pro vizualizaci detekce proteinu byla pouzita sekundarni
protilatka konjugovana s Alexa 488 (zelena fluorescence), jadro bylo znaceno DAPI (modra
fluorescence) a akrosom zviditelnén lektinem PNA (Cervena fluorescence). U negativni
kontroly byly vzorky inkubovany pouze se sekundarni protilatkou konjugovanou s Alexa 488.

Na obrazku 7 je zobrazena detekce protilatky v kancich epididymalnich spermii z hlavy
nadvarlete. Protilatka 1E3 znacila v akrosomové oblasti hlavicky spermie. Obrazek 8 ukazuje,
ze znaceni protilatkou 1E3 je viditelné jak u spermii s akrosomem (obrazek 8A-D), tak u
spermii bez akrosomu (obrazek 8E-H). V piipadé spermie, u které akrosom nebyl pfitomen,
bylo navic znaCeni vyrazngjsi (Obrazek 8F). U spermie s akrosomem, byl siln€ji znacen
ekvatorialni segment (obrazek 8B).
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Obrazek 7: Imunolokalizace protilatky 1E3 v epididymalnich spermiich z hlavy nadvarlete:
A — reakce s protilatkou, B — akrosom znafeny PNA, C - jadro znacené DAPI,
D — slozeny obrazek, E — negativni kontrola; zluta Sipka ukazuje spermii s akrosomem, bila
Sipka ukazuje spermii bez akrosomu, zvétSeni 400x, méfitko 10 um.

- -
Obrazek 8: Imunolokalizace protilatky 1E3 v epididymalnich spermiich z hlavy nadvarlete:

AE — reakce s protilatkou, B,F — akrosom znaceny PNA, C,G — jadro zna¢ené DAPI, D,H —
slozeny obrazek; A-D: spermie s akrosomem, E-H: spermie bez akrosomu.
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Na obrazku 9 je zobrazeno znaceni protilatky 1E3 na epididymalnich spermii z téla
nadvarlete a na obrazku 10 znaceni na epididymalnich spermiich zocasu nadvarlete.
Protilatka 1E3 znacdila v obou piipadech akrosomové oblasti hlavicky spermie. Stejné jako u
spermii z hlavy nadvarlete, i zde je znaeni protilatkou 1E3 viditelné jak u spermii
s akrosomem (zluta Sipka), tak u spermii bez akrosomu (bild Sipka). Nicméné rozdil v
intenzité¢ znacCeni u spermii s nebo bez akrosomu neni tak patrny jako u spermii z hlavy
nadvarlete.

Obrazek 9: Imunolokalizace protilatky 1E3 v epididymalnich spermiich z téla nadvarlete:
A — reakce sprotilatkou, B — akrosom znateny PNA, C — jadro znacené DAPI,
D — slozeny obrazek, E — negativni kontrola, zluta Sipka ukazuje spermii s akrosomem, bila
Sipka ukazuje spermii bez akrosomu, zvétSeni 400x, méfitko 10 um.
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Obrazek 10: Imunolokalizace protilatky 1E3 v epididymalnich spermiich z ocasu nadvarlete:
A — reakce sprotilatkou, B — akrosom znaceny PNA, C — jadro znacené DAPI,
D — sloZeny obrazek, E — negativni kontrola; zluta Sipka ukazuje spermii s akrosomem, bila
Sipka ukazuje spermii bez akrosomu, zvétseni 400x, méfitko 10 um.
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Na obrazku 11 je zobrazena lokalizace proteinu rozpoznavaného protilatkou 1E3
na kancich ejakulovanych spermii. Protilatka 1E3 znacila v apikalni oblasti akrosomu spermie
(zluta sipka), ale také u velmi malého procenta spermii V subekvatoridlnim segmentu (bila
Sipka). U téchto spermii se zda, ze znaceni souvisi s ¢astené naruSenym akrosomem.
Obrazek 12 ukazuje znaceni v apikalni oblasti akrosomu.

Obrazek 11: Imunolokalizace protilatky 1E3 v ejakulovanych spermiich: A — reakce
s protilatkou, B — akrosom znaceny PNA, C — jadro znacené DAPI, D — sloZeny obrazek,
E — negativni kontrola; zluta Sipka ukazuje lokalizaci v akrosomu, bilad Sipka ukazuje
lokalizaci v subekvatorialnim segmentu, zvétseni 400x, métitko 10 pm.

-
Obrazek 12: Imunolokalizace protilatky 1E3 v ejakulovanych spermiich: A — reakce
s protilatkou, B — akrosom zna¢eny PNA, C — jadro zna¢ené DAPI, D — slozeny obrazek.
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Na obrazku 13 je zobrazena imunolokalizace pomoci protilatky 1E3 na kancich in vitro
kapacitovanych spermiich. Protilatka 1E3 znacila v akrosomové oblasti hlavicky spermie. U
spermie s pocinajici akrosomovou reakci (oznaceno modrou Sipkou, obrazek 14A-D) je vidét,
ze dochazi k odhalovani vnitini akrosomalni membrany a nepatrné zméné znaceni protilatkou.
U spermii s neporusenym akrosomem je znaceni vyrazngjsi v apikalni casti hlavicky spermie
(oznaceno zlutou Sipkou, obrazek 14E-H).

Obrazek 13: Imunolokalizace protilatky 1E3 v kapacitovanych spermiich: A — reakce
s protilatkou, B — akrosom znafeny PNA, C — jadro znacené DAPI, D — sloZeny obrazek,
E — negativni kontrola; Zlutd Sipka ukazuje lokalizaci ve spermii s akrosomem, bila Sipka
ukazuje lokalizaci u spermie bez akrosomu, modra Sipka ukazuje na spermii Vv pocatku
akrosomové reakce zvétSeni 400x, métitko 10 pm.
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Obrazek 14: Imunolokalizace protilatky 1E3 v kapacitovanych spermiich: A, E — jadro

zna¢ené DAPI; B, F — reakce s protilatkou; C, G — akrosom znaceny PNA; D,H — slozeny
obrazek, A-D je spermie v pocinajici akrosomové reakci, E-F lokalizace v apikalni oblasti.

Na obrazku 15 je zobrazeno znaceni protilatky 1E3 na spermiich s indukovanou AR.
Protilatka 1E3 znacila v apikalni ¢asti hlavicky spermie (zluta Sipka), nebo akrosomové
oblasti (bila Sipka) u spermii bez akrosomu. Obrazek 16 ukazuje, Ze rozdilné znacleni
protilatkou 1E3 viditelné jak u spermii s akrosomem (obrazek 16A-D), tak u spermii bez
akrosomu (obrazek 16E-H). Pokud byl u spermie piitomen akrosom, bylo znaceni vyrazné&jsi
Vv apikalni oblasti (obrazek 16B). Po indukci akrosomové reakce byl protein lokalizovan po
celé oblasti akrosomu (obrazek 16F).
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Obrazek 15: Imunolokalizace protilatky 1E3 ve spermiich po indukci akrosomalni reakce:
A — reakce s protilatkou, B — akrosom znafeny PNA, C - jadro znacené DAPI,
D — slozeny obrazek, E — negativni kontrola; zluta Sipka ukazuje lokalizaci v apikalni oblasti
ve spermii s akrosomem, bila Sipka ukazuje lokalizaci u spermie bez akrosomu, zvétSeni
400x, metitko 10 um.

-
Obréazek 16: Imunolokalizace protilatky 1E3 ve spermiich po indukci akrosomalni reakce:

A, E — jadro znacené DAPI; B, F — reakce s protilatkou; C, G — akrosom znaceny PNA;
D,H — slozeny obrazek, A-D je spermie s akrosomem, E-F spermie bez akrosomu.
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5.5 Lokalizace proteinu znaceného protilitkou 1E3 ve tkanich varlete a
nadvarlete

Pomoci nepiimé fluorescenéni mikroskopie byla provedena lokalizace proteinu
zna¢eného protilaitkou 1E3 v kryofezech varlete a v ocasu nadvarlete (kap. 4.6.) Pro
vizualizaci byla pouzita sekundarni protilatka konjugovana se Cy5 (Cervena fluorescence) a
jadro bylo ozna¢eno DAPI (modra fluorescence), PNA v tomto piipadé nebylo pouzito.

Na obrazku 17 je vidét, Ze na kryofezu varlete nebyl detekovan signdl ani ve
spermatickych buikach, ani v epitelu. V ocasu nadvarlete byl signal detekovan pouze ve
spermiich, tkan byla negativni.

A

Obrazek 17: Imunolokalizace detekce protilatky 1E3 ve tkanich varlete a ocasu nadvarlete:
A — kryotez varle zvétseni 100x, B — kryofez ocas nadvarlete, zvétseni 200x, Tk — tkan,
Sp — spermie, K — negativni kontrola bez primarni protilatky.
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5.6 Detekce proteinu zna¢ného protilatkou 2E1 v extraktu ejakulovanych

spermii

Detekce proteinu znaceného protilatkou 2E1 byla provedena v extraktech proteint
z ejakulovanych spermii (kap. 4.2.1.). Vzorky byly pfipraveny v neredukujicich podminkach.
Membrana s nanesenymi proteiny a negativni kontrola jsou zobrazeny na obrazku 18. Byly
detekovany 4 proteinové prouzky odpovidajici piiblizné molekulové hmotnosti 54 kDa, 220
kDa, nad 300 kDa a nad 500 kDa u extraktti proteinti pochéazejicich z ejakulovanych spermii.
Pfi negativni kontrole byl detekovan prouzek o piiblizné molekulové hmotnosti 66 kDa, ktery
je viditelny také pii samotné detekci a oznacen jako nespecificka reakce se sekundarni

protilatkou.
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Obréazek 18: Imunodetekce proteinu znaceného protilatkou 2E1 ejakulovanych spermiich.
1 — ejakulované spermie, Neg — negativni kontrola.
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5.7 Lokalizace proteinu znaceného protilitkou 2E1 ve spermiich

Pro lokalizaci proteinu znaceného protilaitkou 2E1 v ejakulovanych, kapacitovanych
spermiich a spermiich sindukovanou AR byla pouzita metoda nepiimé fluorescenéni
mikroskopie (kap 4.6.). Pro vizualizaci detekce proteinu byla pouZita sekundarni protilatka
konjugovana s Alexa 488 (zelend fluorescence), jadro bylo znateno DAPI (modra
fluorescence) a akrosom obarven lektinem PNA (Cervena fluorescence). U negativni kontroly
byly vzorky inkubovany pouze se sekundarni protilatkou konjugovanou s Alexa 488.

Na obrazku 19 je zobrazena detekce protilatky v kancich ejakulovanych spermii a na
obrazku 21 v kapacitovanych spermiich. Detail znaceni protilatky 2E1 na ejakulované a
kapacitované spermii je na obrazcich 20 a 22. Protilatka 2E1 znacila v obou piipadech v
akrosomové oblasti hlavicky spermie. Nicméné u kapacitovanych spermii je patrno vyraznéjsi
znaceni v apikalni ¢asti hlavi¢ky spermie (obrazek 22B).

| .

A
A\

Obrazek 19: Imunolokalizace protilatky 2E1 v ejakulovanych spermiich: A — reakce
s protilatkou, B — akrosom znafeny PNA, C — jadro znacen¢ DAPI, D — sloZeny obrazek,
E — negativni kontrola; Zlutd Sipka ukazuje lokalizaci v akrosomu, zvétSeni 400x, métitko
10 pm
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Obrazek 20: Imunolokalizace protilatky 2E1 v ejakulovanych spermiich: A — reakce
s protilatkou, B — akrosom znaceny PNA, C — jadro znacené¢ DAPI, D — sloZeny obrazek.

Obrazek 21: Imunolokalizace detekce protilatky 2E1 v kapacitovanych spermiich: A — reakce
s protilatkou, B — akrosom znafeny PNA, C — jadro znacené DAPI, D — slozeny obrazek,

E — negativni kontrola, zlutd Sipka ukazuje lokalizaci v akrosomu, zvétSeni 400x, méfitko
10 um

36



- -
Obrazek 22: Imunolokalizace protilatky 2E1 v kapacitovanych spermiich: A — reakce
s protilatkou, B — akrosom znac¢eny PNA, C — jadro zna¢ené DAPI, D — slozeny obrazek.

Na obrazcich 23 a 24 je zobrazena imunolokalizace pomoci protilatky 2E1 ve spermiich
po indukci AR. Po probéhlé AR nebyl zaznamenan zadny signal v hlavi¢ce spermii (modra
Sipka, obrazek 24B). Pokud zistal akrosom na spermii stale ptitomny, byl protein lokalizovan
v oblasti akrosomu se slabym difuznim znacenim protilatkou po celé hlavicce spermie (zluta
Sipka, obrazek 24F).

C - ! )

Obrazek 23: Imunolokalizace protilatky 2E1 ve spermiich po indukci akrosomové reakce:
A — reakce sprotilatkou, B — akrosom znaceny PNA, C — jadro znacené DAPI,
D — slozeny obrazek, E — negativni kontrola; zluta Sipka ukazuje lokalizaci proteinu, pokud je
ptitomny akrosom, modra Sipka ukazuje spermii bez akrosomu, zvétseni 400x, métitko

10 pm.
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Obrazek 24: Imunolokalizace protilatky 2E1 ve spermiich po indukci akrosomalni reakce:
A, E — jadro znacené DAPI; B, F — reakce s protilatkou; C, G — akrosom znaceny PNA;
D,H — slozeny obrazek, A-D je spermie bez akrosomu, E-F spermie s akrosomem.
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6 Diskuze

Proteiny spermii plni riizné funkce. Nékteré se podili na cytoskeletarnim slozeni bunky
(Nowicka-Bauer & Karpisz 2013), jiné jsou zapojené do metabolickych procest (Baker
2013), a pak mame také specialni skupinu proteind, které jsou zodpovédné za primarni a
sekundarni vazbu spermie na ZP (Kongmanas et al. 2015). Byla charakterizovana cela fada
proteinti s afinitou k ZP, ale jejich studium =zdaleka neni u konce. Pomoci panelu
monoklonalnich protilatek bylo rozeznano nékolik povrchovych proteini spermie, které by
mohli afinitou k ZP disponovat (Zigo et al. 2015).

Tato prace byla zaméfend na dvé monoklonélni protilatky, 1E3 a okrajové 2E1, které
znacily povrchové proteiny na hlavi¢ce kancich spermii (Zigo et al. 2015). K detekci proteini
znacenych témito protilatkami bylo vyuzito metod SDS-elektroforézy (kap. 4.3.) s naslednou
Western blot analyzou (kap. 4.4.). Lokalizace byla provedena po fixaci vzorkll spermii
acetonem pomoci nepiimé fluorescenéni mikroskopie (kap. 4.6.). Dal$imi pouzitymi
metodami byla fixace formaldehydem v suspenzi a inkubace s protilatkou v suspenzi (kap.
4.6.). U takto pfipravenych vzorkil nebyl pozorovan zadny fluorescenéni signal. Divodem,
pro¢ jsme pomoci téchto metod nas protein nedetekovali, muze byt fakt, Ze doslo k zesit'ovani
proteini pomoci formaldehydu a epitop se tak stal nepfistupnym. DalSim moznym
vysvétlenim je, ze protilatka nebyla schopna rozpoznat epitop v nativnim stavu V ptipadé
vazby protilatky na spermie v suspenzi.

Nejprve jsme vénovali pozornost protilatce 1E3. Na PVDF membrané protilatka
detekovala oblast se stejnou molekulovou hmotnosti (45 kDa) v extraktech spermii
ejakulovanych, kapacitovanych, a po indukci AR. O stejné velikosti byl detekovan i protein
v extraktech tkani varlat a ocasu nadvarlete. V tkani varlete byly také nalezeny dalsi formy
proteinu 0 hmotnostech 20 kDa a 25 kDa, pticemz by se mohlo jednat 0 zkracenou nebo jinak
upravenou formu proteinu. Detekce proteinu rozpoznavaného protilatkou 1E3 ve tkani varlete
naznacuje, Ze je protein exprimovan ve spermatické bunice jiz béhem spermatogeneze, ovsem
fluorescenéni mikroskopie na kryofezu varlete neukazala zadny signal ani ve spermiich, ani
v samotné tkani. V nadvarleti byla situace trochu jina. Fluorescen¢ni signal byl patrny na
spermiich ze vSech tfi epididymalnich oblasti a pfitomnost tohoto proteinu na spermiich
izolovanych z ocasu nadvarlete nasledné potvrdil i vzorek kryofezu tkané, kde protilatka
znacila spermie v lumen kanalku. Western blot analyza detekovala protein o 45 kDa ve tkani
epididymu, u extraktu z epididymalnich spermii byl vysledek negativni. Nicméné se
domnivame, ze neuspé$na detekce v proteinech izolovanych z epididymalnich spermiich
mohla byt zpisobena nedostateCnou extrakci tohoto proteinu, protoze jak jiz bylo
diskutovano, protilatka 1E3 protein na epididymalnich spermiich znacila.

Nase vysledky imunodetekce jsou rozdilné oproti vysledkiim publikovanym v Zigo et
al. (2015), kde protilatka 1E3 rozpoznavala proteiny o molekulovych hmotnostech 32, 35 a 38
kDa v extraktech ejakulovanych a kapacitovanych spermii, coz naznacuje, ze ma protein
nékolik forem. Detekce proteinu v semenné plasmé byla Vv této studii popsana jako negativni a
Vv epididymalni tekutin€ byl protein rozpoznavany protilatkou 1E3 znacen jako protein o vyssi
molekulové hmotnosti (70 kDa) (Zigo et al. 2015). Podle Zigo et al. (2015) by se mohlo
jednat o nezpracované proteiny. Naopak v v nasich experimentech byl tento protein detekovan
I v semenné plasmé (59 kDa) a v epididymalni tekutiné jako protein o molekulové vaze 57
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kDa. Je velmi diskutablini, pro¢ jsme detekovali protein s vyssi molekulovou vahou
Vv tekuting¢ epididymu, kdyz v extraktu ztkané¢ byla nalezena forma nizsi. Je dost
pravdépodobné, ze protilatka Vvtéchto dvou reprodukcnich tekutinach rozpoznava
nespecificky né&jaky velmi podobny protein, ktery neni pfitomny na spermii. Proto byla za
ucelem identifikace proteinu, ktery je rozpoznavan protilatkou 1E3, provedena
imunoprecipitace z lyzatu kanéich ejakulovanych spermii, ktera bohuzel nebyla uspésna.

Rozdil ve velikosti proteinu detekovaného ve spermiich béhem naSich experimentl a
Vv praci Zigo et al. (2015) mize byt dan rozdilnym odhadem molekulovych hmostnosti po
separaci Vv polyakrylamidovém gelu s odliSnou hustotou, kdy jsme oproti zminéné studii
vyuzili gel o mensi hustoté (12%). Je také mozné, ze GiCinnost extrakce proteini ze spermii
byla odlis$na, pfipadné mohlo v pfipad¢ zminéné studie dojit ke $tépéni forem proteinu béhem
manipulace se vzorkem spermii, a proto bylo nalezeno né€kolik niz§ich forem (32, 35 a 38
kDa) (Zigo et al. 2015).

Pokud bychom se zamc¢fili na jiz identifikované proteiny spermii o molekulové
hmostnosti 45 kDa, tak jsou moznymi antigeny pro 1E3 protilatku proteiny lactadherin (P47)
a proacrosin/acrosin. Lactadherin P47 byl ve spermii nalezen jako 47kDa protein (Ensslin et
al. 1998). Zigo et al. (2013) navic identifikovali pomoci hmotnostni spektrometrie protein
znaceny protilatkou 1H9 o molekulové vaze 45 kDa pravé jako lactadherin. Je tedy mozné, Ze
ob¢ protilatky (1E3 a 1H9) detekuji stejny protein, ale skrze jiny epitop. Lactadherin P47
protein je exprimovan v pozdnich zarode¢nych burikach, takze spermie uvolnéné do lumen
epididymu si s sebou tento protein jiz nesou na svém povrchu epididymem (Petrunkina et al.
2003). Podobné jako u proteinu znacené¢ho 1E3 byl pii Western blot analyze v extraktu
epididymalni tkané detekovan jasny prouzek, ale s drobnym rozdilem v molekulové vaze (47
kDa). U vzorku testikularni tkané¢ bud’ chybél, nebo byl velmi slaby. Byla vyslovena
hypotéza, ze je lactadherin P47 asociovan s periakrosomalni plasmatickou membranou, ale je
maskovan testikuldrnimi proteiny. Zvyseni signalu pti priachodu epididymem by mohlo byt
zpusobeno odhalenim proteinu nebo interakci s proteiny sekretovanymi epididymem
(Petrunkina et al. 2003). Byla navrhnuta jeho mozna funkce ve vazbé na ZP, nebot’ byla
zjisténa jeho piitomnost na povrchu spermie i po probéhlé kapacitaci (Zigo et al. 2015) a
oocytu (Ensslin et al. 1998).

Proacrosin/acrosin je syntetizovan jako enzymaticky neaktivni zymogen, ktery poté
prochazi proteolyzou. V neredukujicich podminkach tvofi na membrané prouzky o
molekulové vaze 46, 43, 41 a 34 kDa (Baba et al. 1989). Vzhledem ke své lokalizaci
v akrosomalni matrix, na vnitini akrosomalni membran¢ i na povrchu akrosomu by mohl byt
zapojeny nejen do primarni, ale také do sekundarni vazby (Johnson et al. 1983, Topfer-
Petersen et al. 2008, Zigo et al. 2015). Podobn¢ jako u lactadherinu, i acrosinovy prekurzor
byl detekovan jako protein o molekulové hmotnosti 45 kDa pomoci protilatky 4C7 ve studii
Zigo et al. (2015).

Nase vysledky denzitometrického méfeni ukazaly mirny pokles mnozstvi proteinu
rozpoznavaného protildtkou 1E3 od spermii ejakulovanych ke spermiim kapacitovanym a
spermiim po indukci AR. Tento zdanlivy ubytek by mohl ukazovat na to, ze ur€it¢é mnozstvi
proteinu se skutecné béhem kapacitace a AR uvolnuje, a tedy naznacuje, Ze by tento protein
mohl byt také lokalizovan na plasmatické membrané. Abychom tuto skute¢nost potvrdili, tak
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jsme se pokusili cilené izolovat povrchové proteiny z ejakulovanych kancich spermii.
Bohuzel se nam nepodafilo porchové proteiny vyizolovat v dostatecném mnozstvi pro
uspésnou detekcei proteinu 1E3 protilatkou.

Pii sledovéani lokalizace proteinu rozpoznavaného 1E3 protilaitkou jsme v kancich
spermiich byly pozorovany tii fluorescencni vzory.

1) signal pokryvajici celou akrosomalni oblast

2) signal v apikalni oblasti akrosomu

3) signal v subekvatoridlnim segmentu

U epididymalnich spermii z hlavy nadvarlete znadila protilatka 1E3 celou akrosomalni
oblast hlavicky bez ohledu na pfitomnost akrosomu. Rozdil byl ovSem v intenzité, kdy
vyraznéji byla akrosomalni oblast znaCena u spermii bez akrosomu, a naopak u spermii
s akrosomem bylo mozné pozorovat vyrazngj$i znaceni v ekvatoridlnim segmentu. Stejné
fluorescenéni vzory byly pozorovany i u spermii izolovanych z téla a ocasu nadvarlete, ale
rozdily mezi spermiemi s nebo bez akrosomu nebyly tak vyrazné. Zigo et al. (2015) oproti
tomu Zadny signal u epididymalnich spermii nezaznamenali. Tento rozdilny vysledek by mohl
byt zpusobem rozdilem v piipravé vzorkl. V piipadé vysledki studie Zigo et al. (2015) byly
bunécné suspenze epididymalnich spermii ponechany k zasuseni na vzduchu bez fixace. Tato
metoda mohla vést pouze k mirnému naruseni plasmatické membrany a lokalizace pomoci
protilatkou ve vnitinich strukturach spermie nemusela byt dostatecna.

U ejakulovanych spermii dochazelo ke zméné ve fluorescenénim znaceni. Nejsilnéji byl
protein znaCen v apikalni oblasti akrosomu. Daéle se objevilo znaceni v subekvatorialnim
segmentu, pfiemz tyto spermie mély vyrazné¢ poskozen akrosom. Toto znaceni se vSak
objevilo na velmi malém poétu spermii a neni mozné z n&j vyvozovat obecnéjsi zavéry. Po
kapacitaci byl protein znacen protilatkou 1E3 na celé akrosomové oblasti s tim, Ze u spermii
s nepoSkozenym akrosomem je znaceni, podobné jako u ejakulovanych, vyraznéjsi v apikalni
oblasti. Lokalizace v apikalni oblasti je typicka pro proteiny se schopnosti vazby na ZP.
Vazebna studie proteinu znaceného protilatkou 1E3 _detekovala slabou vazbu na
glykoproteiny ZP v oblasti 32, 35 a 38 kDa (Zigo et al. 2015). V oblasti 45 kDa, ve které byl
protein oznacen protilatkou 1E3 v zminéné praci, byla vazba se ZP jasné viditelna. Jiz pfi
pocinajici AR miiZzeme sledovat nepatrnou zménu ve znaceni protilatkou. Po prodélané AR a
odhaleni wvnitini akrosomalni membrany znacila protilatka v oblasti celého akrosomu.
Akrosomalni znaceni i po prodélané AR by poukazovalo na to, ze urcité mnozstvi proteinu je
vazano na vnitini akrosomalni membranu. K potvrzeni piesné lokalizace proteinu by bylo
vhodné provést frakcionalizaci membran spermii k ziskdni proteinli z plasmatické, vnéjsi
akrosomalni nebo vnitini akrosomalni membrany (Palenikova et al. 2021). Zaroven se ztratil
signal z apikalni oblasti, coz by odpovidalo tomu, Ze molekuly zna¢eného proteinu z povrchu
spermie odchazi spolu s flzujicimi membranami. Tomu by také odpovidaly vysledky
denzitometrického méfeni. 1 ve fluorescenénim znaceni nachdzime rozdily oproti mozné
lokalizaci lactadherinu nasi protilatkou 1E3. Ten byl ve studii Petrunkina et al. (2003)
lokalizovan v apikalni oblasti hlavicky ejakulovanych spermii a po kapacitaci se zvysovalo
procento spermii, které vykazovaly fluorescencni signal po celé akrosomové oblasti. Ovsem
po AR byly spermie bez signalu (Petrunkina et al. 2003). V rozporu s timto zjisténim byla
studie (DP Hrabovska 2021), ktera ukazala ptitomnost lactadherinu rozpoznavaného
zminénou protilatkou 1H9 1 na spermiich po probéhlé AR, a na zéklad€ toho ptedpokladala
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lokalizaci 1 na vnitini akrosomalni membrang, coz odpovidd i naSemu znaceni protilatkou
1E3.

Doposud nepublikované vysledky testovani zkiizené reaktivity protilatky 1E3 na bycich
spermii ukazaly znaceni akrosomové ¢asti hlavicky spermii epididymalnich, ejakulovanyh i
kapacitovanych spermii (Postlerova, osobni sdéleni). Lactadherin byl v minulosti v by¢ich
epididymalnich spermiich nalezen v komplexu proteini vnéjsi akrosomalni membrany a
detekovan jako proteinovy prouzek také shodné velikosti s nami detekovanym proteinem, a to
45 kDa. Imunolokalizace ukazala jeho ptitomnost v oblasti akrosomové cepicky bycich
spermii (Nagdas et al. 2016).

Protilatka 2E1 na membrané¢ znacdila v extraktu zejakulovanych spermii
v neredukujicich podminkach proteiny o molekulovych hmotnostech 54 kDa, 220 kDa,
v oblasti nad 300 kDa a nad 500 kDa. | zde byla odchylka v molekulové vaze oproti ptivodni
studii Zigo et al. (2015), ktera tento protein detekovala v oblasti 200 kDa, a to jak u vzorku
ejakulovanych, tak u vzorku kapacitovanych spermii. V extraktech tkani varlat a nadvarlat a
tekutinach reproduk¢niho traktu byla detekce provedena s negativnim vysledkem (Zigo et al.
2015). Z nedostatku ¢asu jsme se bohuzel k detekci proteinu rozpoznavaného protilatkou 2E1
Vv tkénich a tekutinach reprodukéniho traktu nedostali.

V oblastech s takto vysokou molekulovou hmotnosti se z dosud popsanych prasecich
proteint spermie nachazi zonadhesin. Ten byl popsan jako polypeptid o molekulové vaze 300
kDa (Hickox et al. 2001). Dale byly rozeznany jeho dalsi formy o nizSich molekulovych
vahach (40-65 kDa). V neredukujicich podminkach pak tvofi zonadhesin komplexy o
molekulové hmotnosti 350 kDa a nad 900 kDa. Véhy 220 kDa se poté dosahlo pfi maximalni
O-deglykosylaci zonadhesinu (o0 300 kDa), z ¢ehoz vyplynulo, Ze se jedna o glykoprotein (Bi
et al. 2003). Protein o této velikosti byl detekovan i nami zvolenou protilatkou 2E1. Podle
studie Bi et al. (2003) vznikaji po proteolytickém S$tépeni zonadhesinového prekurzoru 4
polypeptidy. K modifikaci polypeptidu O-vazanymi oligosacharidy dochazi v testes za vzniku
300kDa glykoproteinu. Zbyvajici polypeptidy jsou pak N-glykosylovany a piedstavuji ,,zraly*
zonadhesin o nizSich molekulovych vahach (Bi et al. 2003). Je tedy mozné, ze v piipadé
proteinu znafeného protildtkou 2E1 se miZe jednat o formy proteinu, které jsou
glykosylované nebo neprosly glykosylaci, ptipadné mohlo dojit k proteolytickému procesu a
zkraceni polypeptidového fetézce. V ptipadé nami detekovanych proteint v oblasti vyssich
molekulovych hmotnosti (> 500 kDa) by se mohlo jednat o dimery zonadhesinu.

Nepiima fluorescenéni mikroskopie lokalizovala signal protilatky 2E1 v ejakulovanych
spermiich v akrosomalni oblasti hlavicky. Stejny vysledek uvedli i Zigo et al. (2015).
Podobné znaceni bylo zaznamenano i u kapacitovanych spermii s tim rozdilem, ze v tomto
ptipad¢ byla vyrazngji znacena apikalni oblast. Tento vysledek je odlisny od ¢lanku Zigo et
al. (2015), kde bylo pozorovano pouze zvySeni signalu u kapacitovanych spermii oproti
ejakulovanym a nedoslo ke zmén¢ fluorescenéniho vzoru. Po probéhlé AR jsme u spermii
protein nedetekovali. Se stale pfitomnym akrosomem se pojilo slabé znaceni protilatkou.

Zigo et al. (2015) zjistili pomoci cilené izolace proteinti z povrchu spermie, ze se jedna
skutecné¢ o povrchovy protein, pfiemz silngj$i signal byl detekovan na povrchu
kapacitovanych spermii oproti ejakulovanym. OvSem vySe zminény zonadhesin se nachdzi na
vngjsi akrosomalni membrané¢ a akrosomdlni matrix. Po AR dochézi k jeho uvolnéni ze
spermie (Bi et al. 2003).
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V oblasti 200 kDa byla pozorovana velmi slaba interakce s glykoproteiny ZP (Zigo et
al. 2015). Vysvétlenim muze byt fakt, Ze protein znaceny pomoci protilatky 2E1 se vyskytuje
ve spermii pouze v malém mnozstvi. Pro dal§i vazebné studie by bylo nezbytné pracovat
s dostate¢né velkym mnoZstvim izolovanych prtoeinti z povrchu spermii.

Na zakladé zjisténych molekulovych hmotnosti a imunolokalizace proteint, které jsou
znacené monoklonalnimi protilaitkami 1E3 a 2E1, lze spekulovat o podobnosti s jiz
charakterizovanymi proteiny kanéich spermii, ovSem k pifesnému urceni by bylo nezbytné
provést znovu imunoprecipitaci s naslednou identifikaci proteinu. Nami stanovena hypotéza,
ze se v obou piipadech jednd o povrchové proteiny, se zcela nepotvrdila, i kdyz vysledky
imunofluorescencni analyzy to naznacuji. Pro potvrzeni ¢i vyvrdceni hypotézy by bylo
potieba provést uspésnou izolaci povrchovych proteini nebo vyuzit metodu frakcionace
membran spermii. Navic by bylo vhodné vyuzit pro lokalizaci proteini mikroskopické
techniky s vyssi rozliSovaci schopnosti, ptipadné i elektronovou mikroskopii. Do budoucna
by také bylo dobré provést blokaci vazby pomoci téchto protilatek pfimo na oocyt se ZP pro
sledovani vazebné aktivity proteini, které jsou protilatkami rozpoznavané.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace byla detekce proteini znacenych protilatkami 1E3 a 2E1 a
jejich lokalizace pomoci neptimé fluorescen¢ni mikroskopie v kancich spermiich. Vychazeli
jsme z piedpokladu, Ze se jedna o povrchové proteiny se schopnosti vazat ZP.

Protein znaCeny 1E3 byl detekovan v ejakulovanych, kapacitovanych spermiich a ve
spermiich po indukci akrosomalni reakce, a to jako prouzek o molekulové hmotnosti 45 kDa.
Pfitomnost tohoto proteinového prouzku byla také nalezena v extraktech tkani varlat a
nadvarlat. Protilatka 1E3 lokalizovala protein v akrosomalni oblasti hlavicky ve vsech
funkénich stadiich spermii. U epididymalnich spermii byl signdl vyraznéjsi, pokud nebyl
ptitomen akrosom. U spermii ejakulovanych a kapacitovanych byl protein lokalizovan spise
Vv apikdlni oblasti akrosomu, u spermii po akrosomalni reakci byl signdl detekovan v celé
oblasti akrosomu, tedy na vnitini akrosomalni membrané. Dale se protein podafilo detekovat
ve spermiich na kryofezu tkané nadvarlat. Izolace povrchovych proteinti a imunoprecipitace
se nezdafila a méla by tak byt predmétem dalSich studii.

Protein znaceny protilatkou 2E1 byl detekovan u ejakulovanych spermii ve Etyfech
formach o molekulovych hmotnostech 54 kDa, 220 kDa, >300 kDa a >500 kDa. Byl
lokalizovan v akrosomové oblasti hlavicky. Protein byl ptfitomny na spermiich ejakulovanych
a kapacitovanych, ale po prob&hlé akrosomové reakci nebyl signal zaznamenan.

Z vysledkt vyplyva, Ze protein zna¢eny pomoci 2E1 by mohl byt skutecné povrchovy
protein, ktery by se vzhledem ke své lokalizaci mohl ucastnit primarni vazby spermie na ZP.
V ptipadé proteinu znaceného 1E3 je situace komplikovanéjsi. Jeho pfitomnost na hlavicce
spermie i po akrosomalni reakci by mohla znacit, Ze se jedna o protein, ktery je zapojen do
sekundarni vazby spermie na ZP. Zda je tato hypotéza spravna by se muselo ovétit dalsimi
experimenty.
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