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Molekuly Gcastnici se vazby spermii na oviduktalni epitel

Souhrn

Vazba spermii na bunky oviduktu je zprostiedkovana proteiny vdzanymi na povrchu
spermii a sacharidovymi strukturami na povrchu bunék oviduktalniho epitelu. V pribéhu
kapacitace dochazi ke ztrat¢ povrchového obalu spermii, coz zplisobi uvolnéni spermii
Z oviduktalniho rezervoaru. Vazebné molekuly na spermiich a odpovidajici vazebni partneti na
bunkach oviduktu nejsou u prasat stale zcela prozkoumany. Navic neni nic znamo o zménach
na povrchu buné¢k epitelu oviduktu béhem hormondalniho cyklu prasnic. Cilem této diplomové
prace bylo sledovat vazby povrchovych proteinti oviduktl a proteinti spermii v zavislosti na
jejich hormondlnim a kapacitacnim stavu.

Vysledky této diplomové prace popisuji jednotlivé vazby povrchovych proteind
ejakulovanych a kapacitovanych spermii na povrchové proteiny oviduktd ve dvou rtznych
fazich hormonalniho cyklu samice. Vazby povrchovych proteini ovidukti v preovulacni
a lutedlni fazi na povrchové proteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii ukéazaly, ze se
na proteiny ovidukti véazou proteiny ejakulovanych spermii v celé¢ Skéle molekulovych
hmotnosti s vyznamné vétsi intenzitou nez proteiny kapacitovanych spermii. Byla zjiSténa
rozdilnd intenzita vazby AQN, PSPI a PSPII spermadhesint na proteiny oviduktti v preovulacni
a lutealni fazi a na oviduktélni epitel nedospélé prasnice. VSechny spermadhesiny se vazaly na
proteiny bunc¢k oviduktu se stejnou molekulovou hmotnosti. Byly sledovany zmény
Vv sacharidovych strukturach na povrchu oviduktilnich buné€k pomoci vybranych lektint, kdy
nebyla zaznamendna vyznamnd zmeéna ve vazbé k bunkam epitelu oviduktu z nedospélé
a dospélé prasnice. V ramci hormonalniho cyklu samice byla zaznamendna zména detekce
ruznych sacharidovych struktur v glykoproteinech bun¢k oviduktu a jejich odli$né molekularni
hmotnosti.

Z vysledkt je patrné, Ze vazba povrchovych proteinti spermii k buiikdm oviduktu se 1isi
Vv zavislosti na stadiu reprodukéniho cyklu, a Ze tyto zmény mohou také souviset se zménami

v sacharidovych strukturdch na jejich povrchu.

Klicova slova: spermie, ovidukt, kapacitace, proteiny, spermadhesiny



Molecules involving in the sperm binding on the oviductal
epithelium

Summary

Binding of sperm to oviduct cells is mediated by surface-bound proteins of sperm and
carbohydrate structures on the cell surface of the oviductal epithelium. During capacitation, the
sperm surface coating is lost, causing sperm release from the oviductal reservoir. Binding
molecules on sperm and corresponding binding partners on oviduct cells are still not fully
researched in pigs. Moreover, nothing is known about changes on the surface of the epithelial
cells of the oviduct during the hormonal cycle of the sows. The aim of this thesis was to monitor
the binding of oviduct surface proteins and sperm proteins in dependence on their hormonal
and capacitive state.

The results of this diploma thesis describe the individual bindings of surface proteins of
ejaculated and capacitated spermatozoa to the surface proteins of oviducts in two different
stages of the reproductive cycle. Binding of surface proteins and oviducts in preovulatory and
luteal phase to surface proteins of ejaculated and capacitated sperm showed that proteins of
ejaculated sperm bind to oviduct proteins over a range of molecular weights with significantly
greater intensity than proteins of capacitated sperm. Different intensity of binding of AQN1,
PSPI and PSPII spermadhesins to oviductal proteins in preovulatory and luteal phases and to
oviductal epithelium of immature sow was found. All spermadhesins have bonded to oviduct
cell proteins with the same molecular weight. In places where no significant changes in binding
to oviduct cell epithelium from juvenile and adult sows was noted, changes in carbohydrate
structures on the surface of oviductal cells were observed using selected lectins. In the sow
hormonal cycle, a change in the detection of different carbohydrate structures of the oviduct
cell glycoproteins and their different molecular weights were observed.

The results show that the binding of surface proteins of sperm to oviduct cells varies
depending on the stage of the reproductive cycle and that these changes may also be related to

changes in carbohydrate structures on their surface

Keywords: sperm, oviduct, sperm capacitation, proteins, spermadhesins
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1 Uvod

Spermie po vstupu do samiciho pohlavniho traktu musi projit souborem maturacnich
zmén nazvanym kapacitace. K ni dochazi v isthmu oviduktu, kde spermie vyckavaji do ovulace
vajicka v oviduktalnim rezervoaru. Oviduktalni rezervoar je formovan na zaklad¢é vazby
povrchovych proteint se sacharidovymi strukturami pfitomnymi na povrchu bunck oviduktu.
U prasat bylo popsano, Ze za tuto vazbu jsou zodpovédné nékteré proteiny z rodiny
spermadhesint a protein DQH, které pochdzeji ze semenné plazmy a vazou se na povrch
spermii béhem ejakulace (Jonakova et al. 2000). Bylo zjisténo, Zze AQN1 spermadhesin dokaze
vazat manosové a galaktosové struktury na povrchu epitelialnich bun¢k oviduktu (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005). DQH protein, ktery ma vazebnou afinitu k mananu, je schopny se
k oviduktu také vazat (Manaskova et al. 2007) a PSPI a PSPII spermadhesiny se podili na vazbé
kK manosovym strukturam (Topfer-Petersen et al. 1998). Na bunkach epitelu oviduktu byly
kromé sacharidovych struktur zprostiedkovavajici vazbu spermii v rezervoaru identifikovany
také proteiny annexiny a glykoprotein SBG, které jsou schopny se na této vazbé podilet
prostiednictvim AQN spermadhesinu (Talevi & Gualtieri, 2010). Spermie jsou z oviduktalniho
rezervoaru uvolnovany se zacinajici kapacitace po ovulaci oocytu, kdy se na zakladé
hormonalniho signalu méni prostiedi v lumen oviduktu. Zmény na povrchu apikalnich bunék
pted a po ovulaci oocytu nejsou zcela prozkoumany. Stejné tak nejsou znamy vSechny molekuly
podilejici se na tvorbé oviduktilniho rezervoaru u prasat, jak na strané spermie nebo

oviduktalniho epitelu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Byla stanovena védecka hypotéza, Zze vazba kancich spermii na oviduktalni epitel se

bude lisit v zavislosti na hormonélnim cyklu samice a kapacitacnim stavu spermii.
Na zéaklad¢ této hypotézy byly stanoveny nasledujici cile:

1) detekovat povrchové proteiny ejakulovanych a kapacitovanych kancich spermii, které
vazou povrchové proteiny oviduktu v riznych fazich hormonalniho cyklu;

2) detekovat povrchové proteiny epitelu oviduktu, které jsou schopny vazat vybrané
povrchové proteiny spermii;

3) detekovat urcité sacharidové struktury pomoci vybranych lektini na povrchu

oviduktalnich bunék.



3 Literarni reSerse

3.1 Samcdi ejakulat

3.1.1 Morfologie spermie

Samec dokéze vyprodukovat miliony spermii, avSak jen velice malo jich dorazi, nékdy
zadna, az k oocytu a zvladne ho oplodnit. Mohou za to rGzné faktory, jako napiiklad Spatna
morfologie spermii, rizné nemoci a poruchy reprodukcniho aparatu, paraziti a v neposledni
fadé¢ regulacni systém samic¢i pohlavni soustavy (Suarez 2008).

Spermie se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, hlavicky a bi¢iku. Hlavicka spermie je obalena
cytoplazmatickou membranou. Velkou c¢ast hlavicky spermie zaujima jadro a akrosom,
cytoplasma tvofi jen jeji nepatrnou ¢ast. V tomto akrosomalnim vacku se nachazi hydrolytické
enzymy, které napomahaji spermii pii penetraci skrz membrany oocytu. Akrosom je ohrani¢en
akrosomalni membranou, ktera je definovana jako vnitini a vnéj$i. Hlavicka je rozdélena na
nékolik domén: akrosomalni Cepicku, ekvatorialni segment a post-akrosomalni cast (Reece
1998; De Jonge et Barratt, 2006).

Bicik je od hlavicky oddélen. Spojovaci ¢asti a obsahuje centriolu. Tento utvar funguje
jako zaklad pro bic¢ik. Ve stfedni ¢asti bi¢iku jsou umistény mitochondrie, které jsou dulezité
pro tvorbu energie pro pohyb spermie. Mitochondrie jsou uspofadany V takzvané
mitochondrialni spirale. Na konci mitochondrii Se nachazi prstenec. Uvniti bi¢iku se nachazi
axonema, svazek mikrotubull a proteini. Sklada ze dvou centralnich mikrotubuld, které jsou
obklopeny 9 zdvojenymi mikrotubuly. Cely bicik je obalen plasmatickou membranou. Bicik
zajiStuje transport spermii v sami¢im reprodukénim traktu smérem oocytu a béhem fertilizace

(Reece, 1998; De Jonge et Barratt, 2006).

3.2 Vyvoj a zrani spermii
3.2.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze zacina u samct béhem puberty. Jedna se o kontinualni proces, kdy
dochazi k vyvoji spermii ve semenotvornych kanalcich varlete. Jak spermatické bunky se
vyviji, posouvaji se blize ke stfedu kanalkti a nasledné jsou vypustény do lumenu. B€hem svého

vyvoje jsou spermatické bunky uzce spojeny se Sertoliho bunikami a podstupuji nékolik



vyvojovych stadii od spermatogonii az po spermie. Dochazi k zméné jejich tvaru z kulaté bunky
na ovalnou s bic¢ikem, vznika spermatocyt a nasledné spermatida az po spermii se svym
typickym tvarem a bi¢ikem (obr. 1). Produkce spermii neni ve v§ech semenotvornych kanalcich

synchronizovéana. Cas potfebny pro vytvofeni spermii se lisi druh od druhu (Knox 2001).
3.2.2 Epididymalni maturace spermii

Pro spravny prubéh oplozeni musi spermie nejprve podstoupit epididymalni maturaci
(obr. 1). Po vyvoji spermii ve varleti, nasleduje jejich pfesun do nadvarlete. Nadvarle je

rozdéleno na né€kolik ¢asti: hlavu, télo a ocas.

Immatures

Spermatozoa Spermatozoa
Spermatocytes =
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Interactions with surrounding madium

Genome Transcription

it ———— Somatic control
mANA translation
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Obr. 1. Vyvoj spermii ve varleti a nasledné dozravani v nadvarleti (Dacheux et al. 2005).
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exokrinnimi zldzami. Jednd se o slozeni polarizovanych bunék epitelu, ktery se sklada
Z hlavnich a bazalnich bunék. Takto zformovany komplex je utvareny v disledku ¢astych zmén
v sam¢im pohlavnim traktu a pifitomnosti komponent, jez se nevyskytuji nikde jinde v téle
(Dacheux et al. 2005).

Spermie dozravaji v nadvarlatech, kde jsou pro né optimalni podminky, definované
urcitou teplotou, mnozstvim kysliku, hodnotou pH a obsahem energetickych slozek. V hlavé
nadvarlete nejprve dochazi k absorpci vody, a tim 1 ke zvySovani koncentrace spermii. Na
druhou stranu v ocasu nadvarlete, kde jsou spermie uchovavany do ejakulace, pak opét dochazi
K nafedéni spermii (Dacheux et al. 2005).

V nadvarleti dochazi k intensivnim zménam v obsahu proteind a jejich distribuci na

povrchu spermii (Dacheux et al. 1998). Béhem prichodu spermii nadvarletem mizi nékteré



proteiny, jiné jsou naopak na povrch spermii navazovany z epididymalni tekutiny (Okamura et
al. 1995).

Epididymalni tekutina obsahuje velké mnozstvi proteint, které plni riznou funkci
behem maturace spermii. U prasat byly v epididymalni tekutin¢ nalezeny rtizné enzymy, napf.
manosidaza (Okamura et al. 1995), metaloproteinazy a jejich inhibitory (Métayer et al. 2002)
glutathionperoxiddza a hexosaminiddza (Dacheaux et al. 1998), které opracovavaji povrch
spermii. Epididymalni proteiny mohou byt zapojeny do vymény nékterych hydrofobnich
komponent z membrany spermii, jako je cholesterol a androgeny (Guyonnet et al. 2011). Jak
spermie prochdzi nadvarletem, dochazi také k té€snému ptipojeni napi. AQN a AWN proteinil
na fosfolipidovou dvojvrstvy (Topfer-Petersen et al. 2009). Proti bakterialnim Gtokim jsou
spermie chranény diky epididymalnim B-defensinim (Yamaguchi & Ouchi, 2012), lipokalinim
a CRES (cystatin-related epididymal spermatogenic) proteinim (Wang et al. 2012).

Nékteré z epididymalnich proteint hraji roli v redukci reaktivnich forem kysliku (ROS)

a chrani spermie proti oxidativnimu stresu (Dacheux & Dacheux, 2014).

3.2.3 Proteiny semenné plazmy

Odlisnost a mnozstvi proteinli obsazenych v semenné plazmé zavisi na druhu zvitete.
U vétsiny druhti jsou tyto proteiny pivodem ze semennych vacku, prostaty nebo nadvarlete.
Vétsina proteinti semenné plazmy patii do rodiny proteind s fibronektinovou doménou typu 11
(Fn-2), mezi spermadhesiny nebo CRISPs proteiny (cysteine-rich secretory proteins)
(Rodriguez-Martinez et al. 2011).

V semenné plazmé prasat, krav a koni se vyskytuji spermadhesiny, které se vazou na
povrch spermii. Jejich struktura a funkce je nejvice prozkoumana u prasat, kde se v semenné
plazmé vyskytuje nejvice spermadhesint. Patii mezi né proteiny z AWN a AQN rodiny a PSP
(porcine seminal plasma) proteiny a jejich glykosylované isoformy. Jedna se o multifunkéni
proteiny, které vykazuji vysoké vazné schopnosti k sacharidim, fosfolipidiim,
glykosaminoglykaniim, a proteasovym inhibitorim (Topfer-Petersen et al. 2009).

Pii ejakulaci se v spermiich formuje ochranna vrstva v sensitivni akrosomalni oblasti,
coz zabranuje predcasné akrosSomové reakci. Nasledné pii in vitro kapacitaci dochazi ke ztraté
téchto spermadhesinil, kromé spermadhesinti vazanych fosfolipidovou dvojvrstvou. (Topfer-

Petersen et al. 2009).


https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/147/2/R27.xml#bib143

Proteiny semenné plazmy maji funkci regulace kapacitace, vytvofeni oviduktalniho
rezervoaru spermii, reagulaci imunitnich reakci a transport spermii v reproduk¢énim traktu

samic (Rodriguez-Martinez et al. 2011).

3.3 Oviduktalni rezervoar

Témér u vSech savcil, kromé vejcorodych, se vyskytuje vnitini oplozeni. Jedna se
0 pfenos spermii ze samce do reprodukéniho Ustroji samice. Spermie tak musi ujit dlouhou
cestu reproduk¢nim traktem a naslednou kapacitaci, aby viibec doslo k oplozeni (Suarez 2016).

Vejcovod je vyuzivan pro zajisténi hladkého prubéhu oplodnéni a pribeh spravného
raného embryonalniho vyvoje (Suarez 2008).

Samic¢i ovidukt je slozen znékolika casti (viz obr. 2). Infundibulum, uterotubalni
spojeni, slouZi jako bariéra proti infekcim a regulacni aparat. Ampule, ktera vytvaii prostiedi
pro spravné oplozeni a vyvoj a v neposledni fad€ isthmus, ktery slouZi jako rezervoar pro
spermie (Suarez 2008). V isthmu, navzdory tomu, ze se zde vyskytuje mén¢ zahybti a moznosti
pro zakotveni spermii, se spermie usazuji nejéastéji, nebot’ jen velice malo jich doputuje az do
ampuly vejcovodu (Gualtieri & Talevi 2000).

Ampulla Isthmus

l I |

Early embryo
transpor e development

Sperm
Gamete interaction reservoir
. and fertilization

Sperm
capacitation

"]

Infundibulum

Obr. 2. Rozd¢leni vejcovodu s procesy oplozeni (Ghersevich et al. 2015)

Vnitini epitel vejcovodu je z vétSiny tvoten fasinkovymi a sekre¢nimi buiikami (Suarez
2006).
U nékterych druhii zvifat se vyskytuje jiz zminéné uterotubalni spojeni, jez se zavira

a otevira, a tim se reguluje vstup spermii. Spermie, kterym se nakonec podaii proniknout az do



samotné¢ho oviduktu, se uchyti ve zfasenych sliznicich, znamych jako krypty vejcovodu.
poté blizi doba ovulace, tim se blizi kapacitace spermii vcetn€ hyperaktivace motility.
Kapacitované spermie nasledné ztraci své povrchové vazebné proteiny a pokracuji dale
oviduktem smérem do ampula. Proces samotného uvolnéni je postupny, a tudiz mohou spermie
snaze, za pomoci sekretli vejcovodu, postupovat az k uvolnénému oocytu. Hyperaktivované
spermie pak dokazi Iépe proniknout skrz cumulus matrix a nasledné i zona pellucida, aby doslo
k samotné fuzi gamet (Suarez 2008).

3.3.1 Vznik rezervoaru

Formovani reprodukéniho traktu u samice je fizeno né€kolika faktory. Prvnim je co
nejvetsi usnadnéni migrace spermii za soucasného zabranéni pfenosu patogenli. Druhym
faktorem je uchovani spermii, kdy spermie musi ztistat nazivu po né€kolik hodin, dnti i mésict.
Ttetim faktorem je strategie vybéru téch nejlepsich spermii k oplozeni. (Suarez 2016).

U né&kterych savcid jsou spermie ukladany do slizni¢nich krypt (Bedford et al. 1999).
U vétsiny ostatnich druhi je vSak kontakt s oviduktem zprostfedkovan vazebnymi proteiny
spermie k epitelu (Suarez 1987). Proteiny v apikalni oblasti plazmatické membrany hlavicky
vazi spermie k oviduktu (viz. obr. 3.) a zvySuji in vitro ptezitelnost spermii (Fazeli et al. 2003).

Diky uchovéni spermii v oviduktalnim rezervodru jsou spermie schopné si udrzet svou
motilitu o mnoho 1épe neZ spermie, které volné plavou v oviduktalni tekutiné¢ (Gualtieri

& Talevi 2000).

Obr. 3. By¢i spermie navazané na epitelu oviduktti. Vlevo pod optickym mikroskopem, vpravo

pod elektronovym mikroskopem (Suarez 1998).



Byly popsany dva hlavni typy komunikace mezi spermiemi a sami¢im reprodukénim
traktem. Prvni je na zakladé odpovédi na spermie proplouvajicimi skrz délohu a tekutiny. Kdyz
spermie narazi na sténu, tak ma velice silnou tendenci plavat podél ni. Navic je popohanéna
plavat v protiproudu toku tekutin. Sami¢i trakt si tak sam vede spermie az k mistu oplozeni.
Druhym typem komunikace je molekularni interakce, ktera je zprostfedkovana mezi
molekulami na povrchu spermii a receptory na epitelu oviduktu (Suarez 2016).

K uvolnéni spermii vede kapacitace, kdy dochdzi ke zméné v plazmatické membrané
spermie nebo K uplnému vymizeni né€kterych vazebnych molekul (Suarez 1998). Postupné
uvoliovani spermii zabranuje polyspermnimu oplozeni (Suarez 2008).

Rozruseni vazby je nasledné zptisobeno, pravdépodobné, nckolika udalostmi, které
nejsou jesté zcela prozkoumany. Jendou z nich je hormonalni zména v reprodukénim traktu
samice. Dalsi je pfitomnost gamet, které dokazi ménit sekreéni aktivitu vejcovodu.
V neposledni fadé ma na uvolilovani spermii i u¢inek komplexu cumulus-oocyt. Byly zjistény
nartsty aktivity glykolytickych enzymu, jako jsou B-D-galaktosiddza, a-D-mannosidaza a 3-N-
acetyl-galaktosaminidaza v oviduktalni tekutiné na zacatku folikularni faze a jejich ubytek ve
fazi po ovulaci. Tim, jak se na povrchu oviduktalnich bun¢k vyskytuji sacharidové fetézce
s obsahem manosy a galaktosy, tak mtizou glykosidazy piebirat roli v remodelovani povrchu
vejcovodu, a tak uvoliovat spermie z rezervoaru (Carrasco et al. 2008); (Carrasco et al. 2008b).
Velké mnozstvi spermii je uvolnéno z oviduktalniho rezervoaru za pomoci progesteronu nebo
preovulacni tekutiny (Hunter 2008). Avsak nizké koncentrace progesteronu V oviduktalni
tekutiné béhem estralniho cyklu poukazuji na to, ze se mizeme vyloucit piimé pusobeni
progesteronu na uvolnéni spermii (Briissow et al. 2008). Studie, které se zabyvaly oviduktalnim
proteomem zjistily, Ze pfitomnost gamet upravuje mikroprostiedi vejcovodu (Georgious et al.,

2007).

3.3.2 Funkce oviduktalniho rezervoaru

Oviduktalni rezervoar slouZi jako zabrana vzniku polyspermniho oplozeni, kdy dochazi
k selekci spermii. Udrzuje také spermie v oplozeni schopném stavu, nez dojde k ovulaci oocytu.
V oviduktalnim rezervoaru dochazi k procesu kapacitace a hyperaktivace motility spermii
(Suarez 1998).



3.4 Molekuly ucastnici se tvorby oviduktalniho rezervoaru

Sacharidové struktury podilejici se na oviduktalnim rezervoaru se 1i$i druh od druhu,
stejné jako proteinovy receptor na povrchu hlavicky spermie (Suarez 2001). Flexibilni
glykanové fetézce v oviduktech ptisobi jako zachytavaci vstupujicich spermii, a tak dokazi
lokalizovat spermie blizko k epitelu a nastartovat mechanismy, které se podili na stale ne zcela
dobfte prozkoumanych komunikaci mezi spermiemi a somatickymi buitkami oviduktu (Wagner
et al. 2002). Muze dokonce dojit k tomu, ze velice pfibuzné druhy mohou mit zcela jiné

sacharidy zodpovédné za formovani oviduktalniho rezervoaru spermii (Weiss 1994).

3.4.1 Vazba spermie-ovidukt u riznych druhi zvirat

Existuji rozdily mezi riznymi druhy zvifat, napiiklad v koncentracich a slozeni latek
ptitomnych v oviduktalni tekuting. Cast téchto latek pochazi z tekutiny vejcovodu a &st jich je
syntetizovana a vyluCovéna epitelem vejcovodu. Nékteré z nich mohou byt regulovany za
pomoci cyklickych hormondlnich zmén, které zvysSuji syntézu v periovulacnim obdobi (Buhi

2002).

Pfi zkoumani hlodavci bylo zjisténo, ze po odebrani spermii ze samice byly motilni
pouze spermie, které byly navazané na epitel vejcovodu. Navic, kdyz byla zkoumana
hyperaktivace a kapacitace spermii in vitro, tak se spermie nasledné nedokazaly uchytit na
epitelu vejcovoda (Smith & Yanagimachi 1991). Tudiz se da predpokladat, ze zmény na
hlavi¢ce spermie mohou za ztratu afinity k epitelu (viz. obr. 4). Avsak vazebna mista na epitelu

muzou i pies tento Ubytek na spermii ziistavat stale ve stejném poctu (Suarez 1998).
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Obr. 4. Rozdil mezi nekapacitovanou spermii, ktera se vaze za pomoci svych lektinovych
molekul na epitel vejcovodu na sacharidy, glykoproteiny nebo glykolipidy. V ramecku je

kapacitovana spermie jiZ bez vazebnych molekul, které ztratila (Suarez 1998).

Byl takto zkouman fetuin, jehoz hlavni sacharidovou slozkou je koncova kyselina
sialova. Bylo zjisténo, Ze fetuin inhibuje vazbu kiecéich spermii na epitel. Fetuin byl oznacen
zlatym barvivem, a tak byla zviditelnéna vazba fetuinu na hlavicky Cerstvych epididymalnich
spermii. Cerstvé spermie véazaly vice proteinti neZ kapacitované. Diky témto tdajam bylo
zjisténo, Ze existuje na hlavickach spermii lektin, ktery vaze fetuin a dochazi tak k ptipojeni

spermie k epitelu (DeMott et al. 1995).

U koni byl zkouman asialofetuin s hlavnim cukrem, kterym je galaktosa. Asialofetuin
blokuje vazbu spermii na oviduktalni epitel (Lefebvre et al. 1995). Pozdéji byl izolovan protein
z periakrosomalni plazmatické membrany spermii vazajici galaktosu pomoci galaktosové

afinitni chromatografie (Dobrinski et al. 1996).

U bykut bylo prokazano, ze vazba spermii a oviduktu je zprosttedkovana fukosou. Po
oSetfeni fukosidazou se vazba spermii na ovidukt snizuje. Bylo zjisténo, ze fukosa je pfitomna
na vnitinim epitelu oviduktu, a Zze na vazbé spermie na ovidukt se podili specifické lektiny,
které se vazou na fukosové ligandy (Lefebyre et al. 1997). U byc¢ich spermii byl popsan protein
BSP1, ktery dokaZe rozpoznat fukosové zbytky (Gwathmey et al. 2003). BSP1 se dokaze
navazat na tyto zbytky na oviduktalnim epitelu (Hung & Suarez, 2010), anebo reagovat
s anexiny v oviduktalni tekutin¢ (Carrasco et al. 2008). Jedna se o nejlépe zmapovany zvifeci
model pro vazbu spermie na ovidukt (Coy et al. 2012). U krav byly popsany anexiny ANXAL,
ANXA2, ANXA4 a ANXAS. Jedna se o hlavni kandidaty pro vazbu spermie k oviduktalniho
epitelu. VSechny tyto anexiny jsou také pfitomny na apikalnim povrchu oviduktalniho

mukdzniho epitelu, vétSinou na fasinkovych bunikach. Anexiny obsahuji ve své struktufe jiz
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zminénou fukosu (Ignotz et al. 2007). Ob¢ tyto skupiny proteint (ANXA a BSP) se dokazi
vazat s glykosaminoglykany v oviduktalni tekutiné vejcovodu a zabranit tak navazani k sob¢
navzajem. AvSak na druhou stranu, tato vazba s glykosaminoglykany muze vést pozdéji

K rozruSeni vazby mezi spermii a oviduktalnim epitelem po kapacitaci (Ignotz et al. 2007).

3.4.2 Vazba spermie-vejcovod u prasat

U prasat je spojeni spermie a vejcovodu uskutecnéno na zéklad¢ vysoké afinity spermii
k vazebnym mistim obsahujicim oligomanosu a hybridni typy N-glykant (Green et al. 2001).
Vazba spermii ha ovidukt je zprostiedkovana sacharidy, a tudiz vazebna molekula by méla mit
schopnost vazat se na povrch spermie a zaroven mit schopnost interagovat se sacharidy.
Spermadhesiny, hlavni sekre¢ni produkty semennych vaki prasat, se nachazeji v semenné
plazmé. Jednim ze spermadhesinil je AQN1, ktery se tésné€ vaze na povrch spermie nejspise za
pomoci vazby s fosfolipidy (Topfer-Petersen et al. 1998). Zaroven vsak pripousti moznost
vazby s manosovymi a galaktosovymi strukturami. AQN1 inhibuje in vitro vazbu spermii na
explantaty vejcovodl v zavislosti na jeho koncentraci (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005).
Vazebnd mista pro manosu jsou rozprostiend po celé apikalni oblasti hlavicky spermie a pfi
kapacitaci se ztraceji. Po kapacitaci se nasledné snizi i moznosti navazani AQN1 na epitel
oviduktu a dojde k vyraznému sniZeni vaznosti spermii na ovidukt (Ekhlasi-Hundrieser et al.
2005). Dalsim proteinem na hlavic¢ce kanc¢ich spermii je DQH protein. Jedna se o heparin
vazajici povrchovy protein, vyskytujici se v apikalni casti hlavi¢ky ejakulované spermie. Pfi
ejakulaci napomaha formovat oviduktalni rezervoar u samic za pomoci vazby na manosu na
apikalnim povrchu oviduktalnich bun¢k (Liberda et al. 2006; Manaskova et al. 2007). Dlouho
bylo povazovano, ze jedinym spermie vazajicim proteinem k oviduktu u prasat je spermie
vazajici glykoprotein (SBG) izolovany z oviduktalnich, epitelialnich bungk, ktery obsahuje O-
vazny Gal 1-3 GalNAc disacharid (Marini et al. 2003). Kan¢i AQN1 spermadhesin dokaze
v tomto disacharidu rozpoznat galaktosu. AQN1 se tak miize navazat na takto vystaveny protein
u prasat. SBG jsou lokalizovany v lumenu vejcovodu, kde byly detekovany shluky spermii, coz

je dukaz, ze se zde spermie vazi (Teijeiro et al. 2008; Talevi & Gualtieri 2010).
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Mimo AQNL1 se na spermiich prasat vyskytuje i AWN spermadhesin (Drab et al. 2017),
ktery ma schopnost vazat se na sacharidové zbytky. Piekvapivé bylo zjisténo, ze tento protein
je tvoren také epitelialnimi bunikami prase¢iho oviduktu (Song et al. 2010). Avsak role AWN
v sami¢i oviduktu nebyla doposud plné prozkoumana, mohl by byt vSak napomocen pfi

uvoliiovani spermii z oviduktalniho rezervoaru (Coy et al. 2012)

U prasat byly také izolovany anexiny z oviduktalnich bunck na zékladé jejich afinity
K membranovym proteinim na spermiich. Jednim z anexind je A2 (AnxA2) lokalizovaném na
apikalnim povrchu oviduktalnich epitelidlnich bunék. Je hlavnim kandidatem, jako receptor
kancich spermii, pro formovani oviduktalniho rezervoaru, nejspise prostrednictvim interakce
s AQNL1 (Teijeiro et al. 2009). AnxA2 muze byt navazan na protein SI00A10 (S100 calcium-
binding protein A10), anebo se vyskytovat samostatné. Ob&é moznosti vyskytu se vSak od sebe
1i§ riznymi biologickymi funkcemi. Bylo zjiSténo, Ze se AnXA2 navazany na S100A10
vyskytuje v oviduktech prasat a krav, ale také u mysi, ¢lovéka, kocky, psa i kralika. Nejvice
vsak u prasnic. Zde se vyskytuje ve vnéjsi vrstvé apikalni plazmatické membrany oviduktalnich
epitelidlnich bunck. Na spermie se tedy AnXA2 vaze ve formé monomeru, avSak v cytoplazmé
prasecich oviduktalnich apikalnich bun¢k je AnxA2 asociovan se S100A10 (Teijeiro et al.
2015).

Byly také zkoumany inhibice vazby kancich spermii na explantaty oviduktalniho epitelu
za pomoci glykoproteinl. Z mnozstvi téchto proteinli Se sacharidovou slozkou

oligosacharidovych struktur, pouze asialofetuin a ovalbumin vykazovaly inhibi¢ni aktivity,
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naznacujici, Ze ovalbumin mtize blokovat vysokou afinitu vaznych mist a asialofetuin nizkou
afinitu vaznych mist. Zatimco fetuin obsahujici koncovou sialovou kyselinu nemél zadny efekt.
Ovalbuminové  glykopeptidy byvaji izolovany pomoci afinitni  chromatografie
s konkanavalinem A a kapalinovou chromatografii na reverzni fazi. Glykopeptidy jsou pak
analyzovany za pomoci hmotnostni spektrometrie. Byly zjiStény dva typy glykani s vysokym
obsahem manos (Wagner et al. 2002).

povazuji i glykany obsahujici Lewis®. Jedna se o trisacharidovy antigen, ktery uéinkuje spolu
s glykolipidy (Silva et al. 2016). Bylo tak zjisténo, ze se tyto antigeny vyskytuji v isthmu.
S jejich pomoci je pak diky 3-O-sulfatovanych Le* (suLe*) vazano az 60 % hlavicek
nekapacitovanych spermii. Le* se vyskytuji i v riiznych pozicich, kdy naptiklad 3-O-sulfo-Le”
se vaze pouze na méné jak 5 % spermii. Spermie vSak nejvice preferuji tento sulLe® a vazi se do
koralkovych struktur. Po kapacitaci vSak nastava pokles vazebnych mist, a to az na méné jak
10 %. Timto jevem je dano uvolnéni spermii z oviduktalnich krypt (Machado et al. 2014).

Byla provedena studie, kdy bylo zjisténo za pomoci 377 glykant, Ze spermie vykazuji
obrovskou afinitu Kk strukturam obsahujici Le* nebo biantennarni 6- sialovany
N-cetyllactosamin (Kadirvel et al. 2012). Struktury obsahujici Lewis* se vyskytuji i u lidi
(Yurewicz, et al. 1982).

U prasat existuji vSak i dal$i molekuly na apikalni membrané oviduktalnich bunék pro
udrzeni schopnosti oplozeni spermii. Studie prokazaly, ze vazbu zprostfedkovava i HSP70
(z angl. heat shock protein70 kDa) (Elliott et al. 2009). Nasledna G¢innost tohoto proteinu
HSPAS je zjistitelnd prodlouzenim pieziti spermii. Tento protein se tak nejspiSe vyuziva pro

udrzeni zivotaschopnosti spermii v oviduktu (Fazeli et al. 2003).

3.5 Uvolnéni spermii z rezervoaru

Spermie jsou uvolnény z oviduktalniho rezervoaru pfi jejich kapacitaci (Suarez 1998).
K uvolnéni spermii dochézi bud’ odstranénim povrchovych proteinti, které zprostredkovavaji
vazbu spermii k buitkdm oviduktu (viz. obr. 6) (Topfer-Petersen et al. 2008) nebo odstépenim
sacharidovych zbytkli na povrchu epitelu oviduktu prostrednictvim glykolytickych enzymii,
pfitomnych v oviduktalni tekutiné¢ v dobé& ovulace (Carrasco et al. 2008). Hnaci silou je také

zvySeni motility do stavu hyperaktivace (Suarez 2008).
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Kapacitaci se rozumi soubor fyziologickych zmén u spermii. Jako soucast kapacitace se
uvadi zvySeni asymetrického vinéni bic¢iku a zvySeni amplitudy. Pfi kapacitaci dochazi ke
zménam na plazmatické membrané spermie, které vedou ke schopnosti spermie prodélat
akrosomalni reakci. Nasleduje zvyseni intracelularniho pH, zména membranového potencialu
tzv. hyperpolarizace plazmatické membrany spermie a nasledna zména propustnosti membran
(Stival et al. 2016).

Ke zménam Vv plazmatické membrané patii asymetrické prenaseni fosfolipidd, které ma
za nasledek zhrouceni fosfolipidové asymetrie a dojde ke snizeni cholesterolu v plazmatické
membrané spermie, nasleduje rozvolnéni membran a dochazi k setkavani domén (Knobil
2006). Tyto procesy spole¢né podporuji oplozeni-schopnost spermie. Na molekularni trovni
pak pii kapacitaci dochazi k nékolika kroktm (Stival et al. 2016). Po odstranéni cholesterolu
dochazi k nékolika pienostim signaldi. Zacne se Fidit tok HCOs', K* a Ca?*. Tyto ionty reguluji
aktivitu SACY (sperm soluble adenyl cyclase), zvySuji intracelularni cCAMP (cyclic adenosine
monophosphate) a aktivuji PKA (protein kinaza A). Nasleduje aktivace ¢cSRC kinaz, které
nasledné reguluji serin/threonin fosfatazy a PKA. V disledku toho nastava fosforylace tyrosinu

spojovaného s kapacitaci spermii (Coy 2012).
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4 Metodika

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Za celem zkoumani molekul, Gi€astnicich se na vazbé spermii na oviduktalni epitel bylo
pouzito kancich spermii. Spermie byly ziskany jako inseminacni davka od firmy ProAgro
Nymburk a.s. od samce plemene Landrase.

Inseminac¢ni davky byly dovazeny v polystyrenovych kontejnerech s vnitini teplotou
17°C a nasledné uchovavany v laboratofi také pii 17°C. V této praci se pracovalo se spermiemi

ihned po pfivezeni a nedoslo tak k delSimu uchovavani spermii nez 1 den.

Praseci ovidukty byly ziskany od jatecnych prasnic z Kol¢e. Celkem byly zpracovany
2 reprodukéni soustavy od 3 dospélych a 1 prepubertdlni samice. Bylo uréeno stadium
hormonalniho cyklu podle velikosti folikulii. Do laboratofe byly pifevezeny v polystyrenovych
krabicich na ledu a ihned zpracovany. Byla provedena extrakce samotnych oviduktl. Pro
pripravu kryofezli byly nasledn¢ oddéleny useky isthmd, které byly v ptipravenych alobalovych
miskach zality pfipravkem TissueTek (OCT Compound for Cryostat Sectioning, Australie)
a opatrné pokladany do tekutého dusiku. Poté byly zpracovany jako kryofezy na pfistroji cryo-

cut Leica (Biocev, Vestec).

4.2 Metodika

4.2.1 Promyti spermii

Spermie byly promyty. Toto bylo provedeno tak, Zze se odebralo do zkumavek 2x 5 ml
ejakulatu z chladiciho boxu. Tyto zkumavky byly nasledné¢ vlozeny do centrifugy na 10 minut
pti 300 X g pii pokojové teploté. Po stoCeni byly zkumavky vyjmuty a supernatant odsan
pipetou. K vzorkim se nasledné pfidalo 5 ml PBS (Phosphate buffer saline, Sigma-Aldrich)
(NaCl, NaH2POas, Na;HPO4, destilovana voda) a zkumavky byly opét vlozeny do centrifugy
(Benchmark, LC-8 series) na 10 minut a 300 X g. Tento krok byl zopakovan jesté 2x.
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4.2.2 Kapacitace

Promyté spermie byly nafedény na optimalni koncentraci a to 2,5-5 x 107 spermii/ml
pomoci kapacita¢niho média TBM (113,1 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM CaClz, 20 mM TRIS,
11 mM glukosa, 5 mM pyruvat sodny, 1 ml gentamycinu, ve 100 ml H.O, pH 7,4) + BSA (1
mg/ml). Suspenze se Spermiemi byla rozdélena po 500 pul do 20 zkumavek Eppendorf
a inkubovany 3 hodiny pti 38°C a 5 % COs.. Po tfech hodinach kapacitace byla suspenze spermiti
dvakrat promyta PBS a vZdy centrifugovana pti 300 x g 10 min.

4.2.3 lzolace povrchovych proteini bunék

Pro znaceni povrchovych proteint kancich spermii a oviduktalnich bun¢k bylo vyuzito

kitu Cell Surface Protein Isolation Kit (Pierce®, Thermo Scientific).

4.2.3.1 Spermie

Ejakulované spermie a spermie po in vitro kapacitaci (5 x 107 bunék) byly inkubovany
s 10 ml biotinyla¢niho ¢inidla Sulfo-NHS-SS-Biotinem v PBS pii 4°C 30 minut s ob¢asnym
mirnym protiepanim.

Po 30 minutach byly spermie stoeny pii 500 X g 3 minuty a supernatant byl odsan.
Spermie byly dvakrat promyty 5 ml TBS (Tris buffered saline; 130 mM NaCl, 20 mM Tris, pH
7,4) a centrifugovany pti 500 x g 3 minuty.

4.2.3.2 Oviduktdlni buriky

Pro biotinylaci povrchovych proteini epitelidlnich bunék prasecich ovidukti byl piimo
do lumen isthmické ¢asti oviduktu aplikovan roztok Sulfo-NHS-SS-Biotinu v PBS. Z obou
stran byl ovidukt uzavien pomoci pednil a ponechan 30 minut pii 4°C. Poté byl ovidukt podélné

roziiznut a apikalni bunky epitelu byly seSkrabnuty tupou stranou skalpelu do mikrozkumavek.

4.2.3.3 Lyza bunék

Pro lyzaci bun¢k bylo pouzito 250 pl lyzacniho pufru z kitu Cell Surface Protein
Isolation Kit (Lysis Buffer). Buiky byly inkubovany 30 minut na ledu a kazdych 5 minut
intenzivné protfepany. Poté nasledovala centrifugace (Hettich centrifugen, Mikro 22 R)

2 minuty pii 10 000 X g a teploté 4°C.
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4.2.3.4 Izolace biotinem znacenych povrchovych proteinii

Byly piipraveny dvé kolonky z kitu Cell Surface Protein lIsolation Kit (Column
Accessory Pack). Kolonky byly slozeny a do vrchni casti bylo piidano 500 ul avidin
imobilizovaného na gelovych kuli¢kach z kitu (Immobilized NeutrAvidin™ Gel). Kolonky
byly vlozeny do mikrozkumavek a centrifugovany 1 minutu pti 1000 X g a 4°C. Nasledné byl
odstranén supernatant a na povrch kolonky bylo pfidano 500 pl promyvaciho pufru z Kitu
(Wash Buffer). Kolonky byly opakované promyty pufrem pomoci centrifugace. Poté byly
kolonky dole uzavieny a byl do nich nanesen lyzat bunék. Inkubace s avidinem probihala 60
minut na rotaénim pfistroji pii pokojové teplote.

Po inkubaci byly kolonky otevieny a provedena centrifugace 1 minutu pfi 1000 X g
a teploté 4°C. Protekly supernatant byl odstranén a avidinovy nosi¢ byl 3x promyt 500 pl
promyvaciho pufru s pfidavkem proteasovych inhibitorti. Probéhla vzdy centrifugace 1 minutu

pti 1000 X g v chlazené centrifuze na 4°C.

4.2.3.5 Eluce povrchovych proteinii pro SDS elektroforézu

Byl ptipraven neredukujici vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu: 0,5 M Tris.HCI, pH
6,8 (Bio-Rad), glycerol, 2% SDS (dodecyl sulfat sodny, GE Healthcare 0,05% bromfenolova
modf. Do 450 ul neredukujiciho vzorkového pufru bylo pfidano 23,7 pl 1 M dithiotreitolu
(DTT, kit). Do kazdé kolonky s avidinem, které byly zespodu uzavieny, bylo pfidano 150 pl
takto ptipraveného vzorkového pufru a kolonky byly inkubovany na rotacnim pftistroji po dobu
60 minut pi1 pokojové teploté. Poté byly kolonky otevieny, vlozeny do mikrozkumavek
a probéhla centrifugace 2 minuty pii 1000 X g. Uvolnéné rozpusténé proteiny byly zamraZeny

a uchovany pro naslednou SDS elektroforézu.

4.2.3.6 Eluce biotinem znacenych proteinii pro vazebné studie

Pro eluci povrchovych proteinii zna¢enych biotinem byla vyuzita 4 M mocovina v PBS.
250 pl roztoku mocoviny bylo naneseno do kolonky s navazanymi biotinem znafenymi
proteiny a probéhla inkubace na rota¢nim pfistroji 60 minut pii pokojové teploté. Po 60
minutach byly kolonky otevieny, vlozeny do mikrozkumavek a centrifugovany 2 minuty pfi
1000 x g. Protekly supernatant byl nasledné prenesen do specidlni odsolovaci kolonky (Zeba™
Desalt Spin Columns, 2 ml) (Thermo Scientific). Byla provedena centrifugace 5 minut pfi

1000 x g pro odstranéni mocoviny. Pomoci dialyza¢nich zkumavek byla provedena vyména
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pufru za za HEPES pufr (Ignotz 2007) (0,106 g MgCl».6H20, 2,98 g HEPES, 0,1332 g CaCly,
3,7986 g NaCl, 0,1864 KCI, 0,0358 g NaH2P0O4.2H20, v 500 ml destilované H>O; pH 7,5).
Vymeéna probehla centrifugaci 10 minut pti 10000 X g. Poté byly proteiny ve vrchni ¢asti
kolonky odebrany, byla zméfena jejich koncentrace pomoci BCA kitu (Pierce™ BCA Protein
Assay Kit, Thermo scientific) na spektrofotometru Biochrom Libra S22 (Fischer Scientific)

a zamrazeny.

4.2.4 Biotinylace proteini semenné plazmy AQN 1, PSP I a PSP 11

Bylo navazeno 2 mg PSP a AQNL1 proteind, ty byly rozpustény v 200 ul 1 mM HCI.
Tento roztok byl poté zfedén 4 ml 0,5 M NaHCOg, pH 8,8. K tomuto roztoku bylo poté ptidano
50 ul DMF s 1 mg NHS-biotinu. Roztok byl ndsledné pfenesen na tiepaci zatizeni (DLAB, SK-
L 180-E) do temna na 2 hodiny.

Po dvou hodinach byla reakce zastavena 100 pl koncentrovanou kyselinou octovou.
Cely roztok byl nasledné nafedén 1 ml 0,5 M NaHCOs a 1 ml 1 mM HCI. Takto vznikly roztok
byl pienesen do odsolovacich zkumavek (Zeba™ Desalt Spin Columns, 20 ml; Thermo

Scientific). Byla provedena centrifugace 10 minut pfi 10 000 X g a vyména za TBS.

4.2.5 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s pridavkem SDS podle Laemmliho

Pro provedeni elektroforézy byly pfipraveny gely a sestaven aparat na elektroforézu.
Byl pfipraven roztok pro 15% separac¢ni akrylamidovy gel (2,5 ml destilovana voda, 5 ml roztok
A (Acrylamide/bis-Acrylamide 30% Solution, Bio-Rad); 2,5 ml 1,5 M Tris, pH 8,8 (Resolving
Gel Buffer; Bio-Rad), 100 ul 10% SDS (dodecyl siran sodny), 4,5 ul Temed (GE Healtcare
PlusOne), 70 ul 10% persiran amonny, APS). Roztok byl aplikovan do meziprostoru mezi skly
po 5 ml a ptevrstven destilovanou vodou.

Po 30 minutach polymerace gelu, byla voda odstranéna a byl ptipraven 4% zaostfovaci
gel (1,52 ml destilovana voda, 0,625 ml 0,5 M Tris, pH 6,8 (Stacking Gel Buffer; Bio-Rad),
0,325 ml roztok A, 0,025 ml 10% SDS, 3,8 ul Temed, 50 pl 10% APS). Roztok gelu byl
navrstven na jiz ztuhly separacni gel a byly do né&j ponotfeny hiebinky na vytvoteni 15 jamek
pro aplikaci vzorki. Takto se byl gel ponechan 10 minut tuhnout. Skla s gely byla néasledné

vloZena do aparatury pro elektroforézu a zalita elektrodovym pufrem o pH 8,3 (15 g Tris, 72 g
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glycinu; Sigma-Aldrich), 5 g SDS, destilovana voda do 1 litr, pak nasledné fedéno 1:4
destilovanou vodou).

Byly vyjmuty hiebinky a do vzniklych jamek bylo za pomoci Hamiltonovy stiikacky
aplikovano podle potieby 4 pl proteinovych molekularnich standardii (Precision Plus Protein ™
Standards Dual Color) (Bio-Rad) a 15 ul proteind (lyzat bun¢k oviduktu nebo spermii).
Elektroforéza probihala nejprve pii konstantnim napéti 80 V po dobu asi 30 minut, poté pii
150 V asi 1,5 hodiny. Gely byly nasledné vyjmuty z aparatury, promyty destilovanou vodou
abud’ obarveny Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,25 g Coomassie Blue R-250, 45 ml
metanolu, 9 ml kyseliny octové do 100 ml dest. vody) na proteiny nebo vlozeny do

transferového pufru pro Western blot.

4.2.6 Elektropienos proteini (\Western blot)

Elektropfenos proteinti z gelu na nitrocelul6zovou (NC) membranu byl proveden
Vv aparatufe od firmy Bio-Rad. Gely s rozdélenymi proteiny po SDS elektroforéze byly 10 minut
inkubovany spolu s filtraénimi papiry Wathman (GE Healthcare Whatman chromatography
paper), houbi¢kami a NC membranou (Amersham Bioscineces Hybond-C Extra membrane)
Vv transferovém pufru (3,03 g Tris, 14,4 g glycin, 200 ml vody, 200 ml metanolu a doplnéno do
1 | destilovanou vodou).

Kazeta pro elektropfenos byla uspofaddna nasledujicim zplsobem: houbicka,
2 vystiizky  chromatografického papiru  Whatman, gel, membrana, 2 vystifizky
chromatografického papiru Whatman a nahoru houbicka. Kazeta byla vlozena do vanicky
s transferovym pufrem tak, aby proteiny, které maji stale diky SDS zaporny naboj, putovaly na
NC membranu, tedy ke kladné elektrodé. Vanicka byla béhem elektroptenosu, ktery probihal
pfi konstantnim proudu 500 mA 1,5 hodiny, chlazena ledem. Poté byla membrana vyjmuta,
promyta destilovanou vodou a PBS a proteiny byly reverzibilné obarveny pomoci Ponceau
S (Sigma-Aldrich) po dobu 1 minuty. Pozadi membrany bylo odmyto destilovanou vodou,

obarvené proteiny byly zdokumentovany a pomoci PBS byla barva Ponceau odmyta.

4.2.7 Vazebna studie proteinii na NC membrané

NC membrana s rozdélenymi proteiny byla deaktivovana pomoci 1% rybi Zelatiny

(Sigma-Aldrich) 1 hodinu na tfepacce pti pokojové teploté. Poté byla membrana 2x promyta
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po dobu 5 minut na tfepacce PBS s 0,05% Tweenem 20 (Sigma-Aldrich) (PBS-T). Membrany
byly vlozeny do parafilmovych kapsi¢ek a byly inkubovany v HEPES pufru (Ignotz 2007) nebo
PBS s biotinem zna¢enymi proteiny AQN 1, PSP | a PSP Il spermadhesiny (10 pg/ml), lektiny
(ConA-Biotinylated Concanavalin A, SNA-Biotinylated Elderberry Bark Lectin, WGA-
Biotinylated Wheat Germ Agglutinin, PSA-Biotinylated Pisum Sativum Agglutinin) fedénymi
20 pug/ml nebo proteiny z apikalnich ¢asti oviduktalnich bunék (10 pg/ml).

Inkubace probihala 2 hodiny na tfepacce pii pokojové teploté (biotinem znacené
spermadhesiny) nebo pies noc v lednici. Poté byly membrany promyty 3x po 10 minutach PBS-
T pro odstranéni nespecifickych interakci. Nasledovala inkubace s avidinem konjugovanym
s kfenovou peroxidazou (Avidin-HRP; Sigma-Aldrich) v koncentraci 1 pg/ml PBS po dobu
1 hodiny pfi pokojové teploté na tfepacce. Membrana byla 4x promyta po 5 minutdch v PBS-T
a nasledné¢ 2x pouze PBS. Vizualizace navazanych proteinti a lektinli probéhla pomoci
chemiluminiscen¢niho substratu SupeSignal West Pico (Pierce) a detekce byla sniméana na
ptistroji Azure c600 (Azure Biosystems; Biocev, Vestec).

Molekulové hmotnosti detekovanych proteinti byly urceny z kalibracnich kiivek,
vytvotenych na zaklad¢ vzdéalenosti molekulovych proteinovych standardi od horniho okraje
gelu. Denzitometricka analyza miry vazeb vybranych proteinti byla provedena v programu
Image Studio Digit (LI-COR Biosciences).

4.2.8 Neprima fluorescencni mikroskopie — vazba lektinii a proteinii semenné plazmy

na rfezy oviduktu

Na podlozni sklicka s kryofezy ovidukti bylo pomoci hydrofobni fixy Pen liquid
Blocker (Sigma-Aldrich) ohrani¢en prostor kolem fezi. Nasledné byla skla ponofena do
vymraZeného acetonu na 30 minut za ucelem fixace. Skla s preparaty byla oplachnuta PBS
a probéhla deaktivace 150 ul, 2,5% BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich) v PBS po
dobu 30 minut.

Poté byly preparaty oplachnuty v PBS a na fezy bylo ptidano 100 pl biotinem znacenych
lektini (ConA, SNA, WGA, PSA), které byly fedéné 1:100 v HEPES pufru (10 mM HEPES,
pH 7,5, 0.15 M NaCl, 0,1 mM CacCl,, 0,01 mM MnCl,). Dale byla sledovana také vazba
s lektinem GNL (Galanthus nivalis Lectin 2mg) konjugovanym s FITC (fluoresceinthiokyanat)
(1:300 v HEPES) a také biotinem znacenymi proteiny kan¢i semenné plazmy PSPI, PSPII
a AQN1 spermadhesiny (10 pg/ml) (nafedéné 50 pl na 950 ml TBS). Inkubace probéhla v
temnu ve vlhké komtrce 60 minut v inkubatoru pii 38°C. Preparaty byly promyty PBS a na
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biotinem znacené proteiny a lektiny bylo naneseno 100 pl streptavidinu konjugovaného s FITC
(Vector Laboratories) nebo Texas red (Vector Laboratories) nafedéného 1:300 v PBS. Inkubace
probéhla 30 minut v temnu. Negativni kontrola byla inkubovana pouze se 100 pl streptavidinu
konjugovaného s FITC nebo Texas red. Poté byly preparaty oplachnuty PBS a nasledné
destilovanou vodou a oSetfeny montovacim médiem VectaShield s DAPI (Vector
Laboratories). Na preparaty bylo nasledné polozeno kryci sklicko zafixované lakem

a zhodnoceno pod epifluorescenénim mikroskopem Nikon s dokumenta¢nim programem NIS.
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5 Vysledky

Cast ejakulovanych spermii byla podrobena kapacitaci in vitro (kap. 4.2.2). Nésledng
byly izolovany povrchové proteiny z ejakulovanych a kapacitovanych spermii (kap. 4.2.3).
Byla urcena stadia hormonalniho cyklu oviduktl a nasledné z nich byly izolovany povrchové
proteiny z epitelialnich bunék.

Na obrazku 7 je zobrazen elektroforézovy gel Se separovanymi povrchovymi
proteiny z ejakulovanych (A) a kapacitovanych (A") spermii a s povrchovymi proteiny
apikalnich bunék oviduktu v preovulacni (B) a lutedlni (B") fazi, obarvenymi pomoci
Coomassie Brilliant Blue R-250. Proteiny spermii jsou viditelné v celé $kale molekulovych
hmotnosti a nejsou viditelné rozdily mezi proteinovym profilem ejakulovanych
a kapacitovanych kancich spermii. Mezi izolovanymi povrchovymi proteiny oviduktli jsou
jasné rozdily v expresi proteinl, kdy v buiikdch pochézejicich z ovidukti v preovulaéni fazi je
viditelné méné proteinti, vyrazné proteinové prouzky okolo 15 a 27 kDa a mezi 50 a 75 kDa
(obr. 7B).
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Obr. 7. SDS celektroforéza povrchovych proteini barvenych Coomassie Brilliant Blue
ejakulovanych (A) a in vitro kapacitovanych (A”") kancich spermii a povrchovych proteint
oviduktl v preovulacni fazi (B), v lutedlni fazi (B"). Modré Sipky znaci molekularni hmotnost

proteind standardu (St) v kDa.
5.1 Vazba povrchovych proteini spermii na oviduktalni bunky

Separované povrchové proteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii pomoci SDS
elektroforézy (kap. 4.2.5) byly pteneseny na NC membranu (kap. 4.2.6). Byla provedena
vazebna studie inkubaci biotinem znacenych povrchovych proteini ovidukti v preovulacni
a lutedlni fazi. Naneseni proteinli bylo ovéfeno pomoci barveni Ponceau na NC membrané,
negativni kontrola byla provedena inkubaci separovanych proteinii na NC membran¢ pouze se
streptavidinem konjugovanym s kienovou peroxidazou.

Na obrazku 8 jsou zobrazeny membrany s povrchovymi proteiny ejakulovanych
a kapacitovanych spermii po inkubaci s povrchovymi biotinem, znacenymi oviduktalnimi
buitkami v preovulacni fazi (A, A") a lutedlni fazi (B, B"). Kontrola byla negativni a neni

zobrazena.
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Na membrané A (obr. 8) mtizeme pozorovat vazbu povrchovych proteint preovulacniho
oviduktu na povrchové proteiny ejakulovanych spermii. Nejsiln€jsi vazby jsou viditelné
s proteiny s mol. hm. okolo 17, 28 a 150 kDa. Slabsi vazba byla zaznamenana u oviduktalnich
proteinti okolo 25 a 37 kDa a nejslabsi vazby jsou viditelné u proteint s velikostmi okolo
41 a 72 kDa.

Na membrané A" (obr. 8) vidime vazbu povrchovych proteinti kapacitovanych spermii
pouze na protein 0 72 kDa preovula¢niho oviduktu.

Na membrané B (obr. 8) je vidét vazba povrchovych proteinti oviduktu v lutealni fazi
na povrchové proteiny ejakulovanych spermii. Nejsilnéjsi vazba byla zaznamenana u proteinti
o molekulovych hmotnostech okolo 16, 20, 29, 81 a 140 kDa. Slabsi vazba je viditelna
u proteinti okolo 15, 38, 48, 68 a 250 kDa.

Na poslednim membrané B’ (obr. 8) pozorujeme vazbu povrchovych proteinti oviduktu
Vv lutedlni fazi na povrchové proteiny kapacitovanych spermii. Je viditelna slaba vazba pouze

U proteint o 45 a 68 kDa.
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Obr. 8. Vazba biotinem znacenych povrchovych proteini oviduktalnich bunék v preovulacni
(A, A’) a lutealni (B,B") fazi na povrchové proteiny ejakulovanych (A, B) a kapacitovanych
(A", B") kancich spermii. Modré Sipky znac¢i molekularni hmotnost proteinti standardii v kDa.
Cervené Sipky znali vazbu oviduktalnich proteinti na proteiny spermii 0 znadenych

molekularnich hmotnostech.
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Na obrdzku 9 jsou zobrazeny membrany znazorfujici vazbu biotinem znacenych
spermadhesini AQN (A, A") PSPI (B, B"), PSPII (C, C") na povrchové proteiny oviduktalnich
bunék v preovulacni (A, B, C) a lutealni (A", B", C") fazi. Na membran¢ D je ukazana negativni
kontrola. Nasledn¢ bylo provedeno denzitometrické porovnani sily proteind.

Na membrany A (povrchové proteiny oviduktalnich bunék v preovulacni fazi)
a A’(povrchové proteiny oviduktalnich bunék v lutealni fazi) byl nanesen biotinem znaceny
spermadhesin AQN. Na membrané A se spermadhesin vazal slabou vazbou na molekularni
hmotnosti oviduktalnich proteinii okolo 13, 50-75 kDa. U membrany A’ byla vazba na
oviduktélni proteiny okolo 13 kDa silngjsi a 50-75 kDa slabsi.

Na membrany B (povrchové proteiny oviduktalnich bunék v preovulac¢ni fazi)
a B” (povrchové proteiny oviduktalnich bunék v lutealni fazi) byl nanesen biotinem znaceny
spermadhesin PSPI. Na membrané B se vyskytuji nékteré vazby na proteiny oviduktu okolo 13,
48, 53 a 68 kDa a nékteré velice slabé u proteint okolo 18, 37, 28 kDa. Na membrané B” byla
viditelna siln€jsi vazba proteinu PSPI na oviduktalni proteiny okolo 48, 53 a 68 kDa nez na
oviduktalni proteiny preovlacni faze. Zaroven byly objeveny i slabsi vazby na proteiny okolo
13, 82 a 100 kDa.

Na membrany C (povrchové proteiny oviduktalnich bunék v preovulacéni fazi)
a C’ (povrchové proteiny oviduktalnich bun¢k v lutealni fazi) byl nanesen biotinem znaceny
spermadhesin PSPIl. Na C membrang je vidét velice slaba vazba na oviduktalni proteiny okolo
13, 48, 53 a 68 kDa. Zatimco na membran¢ C’ byly zaznamenany siln&j$i vazby na proteiny
48 a 53 kDa a slabsi na 13 a 68 kDa oviduktalni proteiny z lutealni faze.

Na membrané D je zobrazena negativni kontrola.
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OBR. 9. Vazba biotinem znacenych spermadhesintt AQN (A, A”), PSPI (B, B") na povrchové
proteiny oviduktalnich bunék v preovulacni (A, B) a lutealni (A", B”) fazi. Modré Sipky znaci
molekularni hmotnost proteinti standardt v kDa. Cervené Sipky znaéi vazbu oviduktalnich

proteintl na proteiny spermii o znacenych molekularnich hmotnostech.
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OBR. 9 pokrac¢ovani. Vazba biotinem znacenych spermadhesinii PSPSII (C, C’) na povrchové
proteiny oviduktalnich bunék v preovulacni (C) a lutealni (C") fazi. (D) Negativni kontrola.
Modré $ipky zna&i molekuldrni hmotnost proteinti standardtl v kDa. Cervené $ipky znaéi

vazbu oviduktalnich proteinti na proteiny spermii o znacenych molekularnich hmotnostech.
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Na obrazku 10 je zobrazen graf denzitometrické zhodnoceni intenzity vazeb biotinem
znacenych spermadhesinti na bunky oviduktu (Obr. 9). Opticka denzita detekce byla vztazena
k celkové nanasce proteini oviduktu ve vzorcich.

AQN spermadhesin se vazal intenzivnéji k proteinti oviduktalnich bunék v preovulacni
fazi nez ve fazi lutedlni. Naopak PSPII protein se vazal o néco silnéji k povrchovym proteinim
izolovanym z bun¢k ovidukti v lutedlni fazi nez ve fazi preovulacni. Podobné¢ tomu bylo

i u PSPI spermadhesinu, ale rozdil mezi silou vazby byl velmi maly.

Denzitometrické porovnani vazeb

Pre AQN Lut AQN Pre PSPI Lut PSPI Pre PSPII Lut PSPII

Relativni opticka denzita
= N w H (9] (o)} ~

o

OBR. 10. Denzitometrické hodnoceni miry vazby spermadhesini AQN, PSPI a PSPSI|I

na povrchové proteiny oviduktalnich bunék v preovulaéni (Pre) a lutedlni (Lut) fazi.

Na obrazku 11 je ukazana vazba biotinem znacenych spermadhesini AQN (A), PSPI
(B), PSPII (C) na oviduktalni epitel. Byla pouzita metoda nepiimé imunofluorescencni
mikroskopie s pouzitim kryotezl ziskanych z nedospélé samice (kap. 4.2.8). Na obrazku 11D
je zobrazena negativni kontrola bez navazanych spermadhesini. V obrazcich jsou modie
znacena jadra bun¢k pomoci DAPI a zelen¢ vazba spermadhesinii. Na obrazku 11A je vidét
vazba AQN spermadhesinu na apikalni buiky epitelu oviduktu. Obrazek 11B ukazuje velmi
slabou vazbu PSPI spermadhesinu (znaeno ¢erven¢) na oviduktéalni epitel. Na obrazku C je

viditelna silna vazba PSPII spermadhesinu (zelené) na apikalni buiiky epitelu oviduktu.
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Obr. 11. Lokalizace navazanych, biotinem znacenych spermadhesini na oviduktalnich bunkach
nedospélé samice. Sipky znac¢i néktera mista navazani. Pozitivni reakce zelené (FITC)/Cervend

(Texas red), jadra bun¢k modie (DAPI). Zvétseni 400x.
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5.2 Detekce sacharidovych struktur na epitelidlnich buiikach praseciho

oviduktu

Na obrazku 12 je zobrazena detekce vazby vybranych biotinem znac¢enych lektinti na
oviduktalni buriky. Byla pouzita metoda nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie (kap. 4.2.8)
S pouzitim kryofezii ziskanych z nedospélé (A-E) a dospélé samice (A'-E"). Byly pouzity
biotinem znacené lektiny ConA (A, A"), SNA (B, B"), WGA (C, C’), PSA (D, D’), GNL (E,
E’) s riznou specifitou vazby sacharidovych struktur. Obrazek 12F ukazuje negativni kontrolu
fezu oviduktu bez inkubace s lektiny. V obrazcich jsou modie zna¢ena jadra bunék pomoci
DAPI a zelen¢ je znazornéna vazba lektint.

Ve vazbé lektini na ovidutalni bunky neni viditelny rozdil mezi fezy oviduktu od
nedospélé (A-E) a dospé€lé samice (A'-E"). VSechny vybrané lektiny se na ovidukty vazaly
S podobnou intenzitou. Lektiny PSA (D, D") a GNL (E, E’) se vazaly spiSe ke tkani oviduktu
nez k apikalnim bunkam epitele, jako tomu bylo u lektini ConA (A, A"), SNA (B, B") a WGA
(C, C"). Specifickou vazbu k apikalnim buiikam epitelu vykazovaly predevsim lektiny ConA
(rozpoznava manosu a glukosu) a WGA (rozpoznava sialovou kyselinu a N-acetylglukosamin).
Rozdil v intenzité vazby u oviduktélniho epitelu nedospélych a dospélych prasnic byl nejvice
viditelny u lektinh SNA (rozpoznava sialovou kyselinu) a PSA (rozpoznava fukosu na
N-acetylglukosaminu a manosu), kde se SNA intenzivné&ji vazal také k bunkam uvnitf tkané

U nedospélé prasnice a PSA u dospélé.

29



E’

OBR. 12. Vazba biotinem zna¢enych lektint ConA (A, A"), SNA (B, B"), WGA (C, C"), PSA
(D, D), GNL (E, E") na oviduktalni epitel nedospélé (A-E) a dosp¢lé (A'-E’) prasnice. F -
negativni kontrola bez inkubace s lektiny, pouze streptavidin-FITC. Sipky znadi néktera mista

vazby. Pozitivni reakce zelené (FITC), jadra bun¢k modie (DAPI). Zvétseni 400x.
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Na obrazcich 13 a 14 jsou zobrazeny membrany se separovanymi povrchovymi proteiny
oviduktalnich bunék v preovulacni (A-E) a lutealni (A'-E") fazi a jejich vazba s biotinem
znacenymi lektiny ConA (A, A") SNA (B, B’), WGA (C, C’), PSA (D, D’). Membrany
E a E’ (obr. 15) ukazuji negativni kontrolu bez inkubace s lektiny (kap. 4.2.7). Nasledné bylo
provedeno denzitometrické porovnani sily proteind.

Na membrané A (povrchové proteiny oviduktd Vv preovulaéni fazi) a A’ (povrchové
proteiny oviduktu v lutealni fazi) je ukdzana vazba s lektinem ConA. Tento lektin dokaze vazat
mannosylové a glukosylové struktury glykoproteint.

Na membrané¢ A (Obr. 13) jdou dobte vidét silné vazby s glykoproteiny okolo
39 a 56 kDa. Slabsi vazby se vyskytovaly u proteint s mol. hm. okolo 24, 33, 42, 88 a 150 kDa
a nejslabsi vazby jsou viditelné u glykoproteinti s 13 a 15 kDa. U membrany A" mizeme vidét,
ze se sila vazeb se pfili§ nezménila u proteind 24, 38, 42 a 150 kDa. Nejsilnéjsi vazby s ConA
jsou viditelné u glykoproteintit okolo 56 a 75 kDa. Nejslabsi vazbu s ConA vykazovaly
glykoproteiny o mol. hm. 14, 16, 24, 29 a 33 kDa.

Membrany B (povrchové proteiny oviduktl v preovulac¢ni fazi) a B” (povrchové
proteiny oviduktt v lutealni fazi) byly inkubovany s lektinem SNA, ktery rozpoznava kyselinu
sialovou v sacharidovych fetézcich glykoproteind.

Na membran¢ B (Obr. 13) jsou viditelné silné vazby S SNA u glykoproteind okolo
69 a 100 kDa. Slabsi vazby se vyskytuji u glykoproteint o mol. hm. 47 a 190 kDa a slaba vazba
s SNA okolo 15 kDa. U membrany B" se vSak vyskytuje jedna velice silnd vazba, a to
u glykoproteinu s velikosti 83 kDa. Slabsi vazby jsou viditelné okolo 56 a 150 kDa a slabé
vazby u glykoproteint velikosti 37 a 42 kDa.
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OBR. 13. Vazba biotinem znacenych lektinti ConA (A, A”), SNA (B, B") na povrchové proteiny
oviduktalnich bun¢k v preovulacni (A, B) a lutealni (A’, B") fazi. Modré Sipky znaci
molekuldrni hmotnost proteinti standardii v kDa. Cervené Sipky zna¢i vazbu lektinu na

glykoproteiny oviduktalnich proteinti o ur¢enych molekularnich hmotnostech.

Membrany C (povrchové proteiny oviduktl v preovulacni fazi) a C° (povrchové
proteiny oviduktt v lutedlni fazi) byly inkubovany s lektinem WGA. Tento lektin dokéaze vazat
sacharidové struktury obsahujici sialové kyseliny a N-acetylglukosamin.

Na membrané C (Obr. 14) je viditelna jedna silna vazba na glykoprotein okolo 100 kDa.
Jsou zde viditelné slabsi vazby u glykoproteinti 68 a 250 kDa a velmi slaba okolo 15 kDa.
U proteinti oviduktu v lutedlni fazi (C’) byla detekovana silnd vazba s WGA kolem
68 a 100 kDa, slabsi pak 250 kDa a velice slabé vazby u glykoproteinti 12 a 15 kDa.

Na membrany D (povrchové proteiny oviduktli v preovulaéni fazi) a D (povrchové
proteiny ovidukti v lutedlni fazi) byly naneseny lektiny PSA. Tento lektin dokaze vazat
manosylové a fukosylové struktury v sacharidovych fetézcich glykoproteint.

Na membrané D (Obr. 14) jsou viditelné pouze velice slabé vazby sPSA
u glykoproteinti okolo 15, 40, 54 (silngjsi) a 75 kDa. Zatimco na membrané D’ je vidét jedna
silngj8i vazba na glykoprotein okolo 75 kDa a slabé vazby u 40, 54 a150 kDa.
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OBR. 14. Vazba biotinem znacenych lektinit WGA (C, C"), PSA (D, D") na povrchové proteiny

oviduktalnich bun¢k v preovulacni (C, D) a lutedlni (C’, D") fazi. Modré Sipky znaci

molekularni hmotnost proteind standardd v kDa. Cervené Sipky znaéi vazbu lektinu na

glykoproteiny oviduktalnich proteinii o uréenych molekularnich hmotnostech.

Membrany E (povrchové proteiny preovulacnich ovidukt) a E” (povrchové proteiny

lutealnich oviduktd) byly inkubovany bez lektint a pfedstavuji negativni kontroly (Obr. 15).
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6 Diskuze

Oviduktélni rezervoar je potiebny pro spravny pribéh oplozeni u nékterych druhii
zvitat. Po vstupu spermii do samiciho pohlavniho traktu dochézi k jejich pfichyceni na fasnaty
epitel vejcovodu. Vazba na ovidukt je zprostiedkovana povrchovymi proteiny pfitomnymi na
hlavicce spermie a sacharidovymi slozkami na povrchu epitelidlnich bunék vejcovodu. Takto
je udrzovana zivotnost spermii az do doby ovulace vajicka. Nasledné uvolnéni spermii je
ale 1 u zvifat druhové velice blizkych, byly popsany odlisné proteiny, ale i sacharidy na
oviduktech, které tuto vazbu zajist'uji. Z toho vyplyva, ze vazba spermii k oviduktu je druhové
specificka.

U prasat jiz bylo popsano n¢kolik proteinti na spermii, které zajist'uji vazbu spermii
k oviduktu. Hlavnimi kandidatnimi molekulami jsou spermadhesiny a pB1/DQH protein, které
jsou schopny vazat sacharidy (Calvete et al. 1997; Topfer-Petersen et al. 1998). Tyto proteiny
jsou hlavnimi sekre¢nimi produkty semennych vakl kance a vazou se na povrch spermii béhem
ejakulace. Nékteré proteiny oviduktalnich bunék, které byly popsany jako vazebni partneti pro
spermie, byly také jiz identifikovany. U prasete byl popsan SBG (sperm binding glycoprotein;
Marini et al. 2003) a anexin 2 (Teijeiro et al. 2009).

V této praci jsme se nejprve zaméiili na detekci vazeb mezi proteiny spermii
a povrchovymi proteiny ovidukti v preovulaéni a lutedlni fazi reprodukcéniho cyklu. Pro
sledovani vazeb proteint oviduktu a spermii byla provedena vazebna studie na NC membrané
s povrchovymi ejakulovanymi a kapacitovanymi proteiny spermii, které byly inkubovany
S povrchovymi proteiny oviduktl ve dvou riznych fazich hormonélniho cyklu samice. Pfi
detekci vazeb na povrchové proteiny spermii byly viditelné vazby v riznych molekulovych
hmotnostech. U kapacitovanych spermii byla zaznamenana stejné intenzivni vazba, jak
u preovulaénich, tak u lutealnich oviduktt, a to okolo 72 kDa. Podle Ekhlasi-Hundrieser et al.
(2005) se vazebna mista pro manosu, kterd jsou rozprostiena po celé apikalni oblasti hlavicky
spermie, pii kapacitaci ztraceji. Také podle Suarez (2008) ztraci spermie po kapacitaci své
povrchové vazebné proteiny. Tato tvrzeni mizeme potvrdit dle této nasi vazebné studie, kdy se
kapacitované proteiny spermii na proteiny oviduktl jiz téméf nevazou. Velké rozdily byly
viditelné mezi vazbou ejakulovanych spermii na povchové poroteiny oviduktl v preovulaéni
a lutedlni fazi. Proteiny, resp. glykoproteiny, izolované z preovulaénich oviduktalnich bun¢k se
vazaly na proteiny spermii okolo 17 a 28 kDa, slabéji pak na proteiny okolo 150 a 37 kDa.

Proteiny ovidukti v lutedlni fazi vykazovaly silné vazby téméf ve vSech molekuldrnich
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hmotnostech (15-250 kDa). Vazba proteini oviduktalnich bunék na proteiny spermii okolo
15 kDa mize ukazovat na vazbu na spermadhesiny, jejichz velikost se pohybuje v téchto
molekulovych hmotnostech (Jondkova et al. 1998).

Podle barveni na proteiny nejsou na prvni pohled viditelné rozdily v proteinovych
profilech kancich ejakulovanych a kapcitovanych spermiich. Naopak proteinovy profil mezi
proteiny povrchu oviduktl v rozdilnych fazich hormonalniho cyklu prasnice se pomérné 1isi.

Je ptekvapivé, Ze vazby na proteiny ejakulovanych spermii jsou silngjsi u lutealnich
oviduktt. Dalo by se piedpokladat, ze intenzita vazby ejakulovanych spermii bude vétsi na
preovulaéni ovidukty, nebot’ spermie vyckavaji na ovulaci oocytu (Suarez 2016). To je
Vv rozporu s nasimi vysledky, kdy byly ovidukty v lutealni fazi, tudiz po ovulaci, a spermie by
se tak mély vazat mén€ a mélo by se to projevit slabsi intenzitou vazby. Nicméné abychom
mohli udélat z této studie jasny zdvér, museli bychom izolovat povrchové proteiny z vice
oviduktl a pokusy zopakovat. Navic zde mohlo hrat roli nepiesné urc¢eni hormonalni faze cyklu,
ve kterém byl vajecnik prasnice a s nim i ovidukt.

V semenné plazmé prasat se vyskytuji PSP, AQN a AWN proteiny (spermadhesiny)
a jejich glykosylované isoformy (Topfer-Petersen et al. 1998). Tyto proteiny se vazou na
povrch spermii a vykazuji vysoké vazebné schopnosti k sacharidim, fosfolipidim
a glykosaminoglykantim (Topfer-Petersen et al. 1998; Jonakova et al. 2000). Nasledné pii
kapacitaci dochazi ke ztraté téchto proteind z povrchu spermii. V nasi praci jsme testovali miru
vazby spermadhesinit AQN 1, PSP I a PSP II na povrchové protieny ovidukti. Jiz dfive bylo
popsano, ze pravé AQN 1 spermadhesin je zodpoveédny za vazbu spermie k oviduktu (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005). PSP proteiny pak vykazuji vysokou afinitu k manosovym strukturam
(Solis et al. 1998). Jak z experimentu na NC membrané¢ na separovanych proteinech oviduktu,
tak na kryofezech, byla viditelna velmi slaba vazba PSP I proteinu. To podporuje i studie
Jondkova et al. (2000), kdy bylo zjisténo, ze se AQN 1 a PSP II proteiny spermii vazi
s molekulami pfitomnymi v oviduktalni tekuting, pfevazné pak PSP II, ktery se dokdze vazat
s nékterymi kyselymi polysacharidy. Zatimco PSP I vykazovalo jen malou schopnost vazby
s témito latkami (Jondkova et al. 2000). Silnéjsi vazba PSPII spermadhesinu na oviduktalni
proteiny v lutealni fazi je prekvapujici, ale opét nemlzeme z téchto naSich predbéznych
vysledkil udé€lat definitivni zdveéry, proto bude potteba experimenty jesté nékolikrat zopakovat.

VSechny vybrané spermadhesiny se vazi pfevdzné na proteiny o molekulovych
hmotnostech mezi 50 a 75 kDa. Jako vazebny partner pro AQN 1 protein byl jiz diive nalezen
anexin 2 v oviduktu pranice o velikosti 37 kDa (Teijeiro et al. 2009) a SBG o velikosti 220 kDa
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(Marini & Cabada 2003). V nasi vazebné studii se vSak vazba AQN 1 proteinu na proteiny
0 této molekulové hmotnosti neprokézala.

Ekhlasi-Hundrieser et al. (2005) piipousti moznost vazby AQNI1 s manosovymi
a galaktosovymi strukturami. Toto tvrzeni jsme ovéfili pomoci vazby vybranych lektini na
oviduktalni epitel.

Pritomnost urcitych sacharidovych struktur na oviduktech v preovulacni a lutedlni fazi
reprodukéniho cyklu prokazala vazba s vybranymi lektiny. Vybrané lektiny rozpoznavaly
proteiny izolované z povrchu apikéalnich bunék oviduktli a s podobnou intenzitou se také vazaly
k bunikam oviduktu na kryotfezech. Na fezech se v nékterych ptipadech zdala vazba lektinu ne
prilis specificka v oblasti povrchu apikalnich bunék. Na kryofezech nebyl viditelny rozdil mezi
vazbou lektinil na oviduktalni buiiky ziskanych z nedospé€lé a dospélé prasnice, coz ukazuje na
to, Ze se sacharidové struktury pfilis neméni béhem dospivani. Toto zjiSténi bylo podpoteno
srovnanim vazby lektind na povrchové buiky epitelu oviduktu prasnic v rozdilnych fazich
hormonalniho cyklu, kdy bylo viditelné, Ze se u detekovanych struktur celkova intenzita vazby
lektin®i neli$ila. LiSily se pfedevs$im velikosti detekovanych proteinli/glykoproteini oviduktii
Vv téchto dvou fazich.

U vazby s ConA, ktery dokdze vazat mannosylové a glukosylové struktury, byl nepatrny
posun v molekulovych hmotnostech glykoproteini mezi preovula¢nimi a lutealnimi ovidukty.
Tyto zmény by mohly byt zptsobeny aktivni glykosylaci, ¢i naopak glykosidickou aktivitou
enzymi pfitomnych v ovidutalni tekutiné beéhem cyklu (Carrasco et al. 2008). SNA lektin
rozpoznavajici kyselinu sialovou vykazoval viditelny rozdil ve vazbé pouze v jednom
glykoproteinu z oviduktu v lutealni fazi o 83 kDa, na ktery se vazal velmi siln¢. WGA lektin
dokéaze vézat struktury N-acetylglukosaminové na oviduktech a byl zde vidét opét posun
K niz§im molekulovym hmotnostem u detekovanych glykoprotein v lutealni fazi. PSA lektin
dokéze vazat mannosylové struktury, ale také fukosylové zbytky na oviduktech. Tato vazba
byla ptekvapivé jak na proteinech pfenesenych na membrané, tak na fezech nejslabsi, 1 kdyz
PSA véaze manosylové struktury podobné jako ConA. Pro detekci manosovych struktur na
povrchu oviduktalniho epitelu bylo pouzito 1 lektinu GNL na kryofezech. Vazba s timto
lektinem byla jiz dfive popsana v praci EKhlasi-Hundrieser et al. (2005) se stejnym vysledkem.

Wagner et al. (2002) nalezli na oviduktech prasat dva typy glykant s vysokym obsahem
manos. Podobné Green et al. (2001) popsal, Ze je u prasat spojeni spermii a vejcovodu
vytvofeno na zdkladé vysoké afinity spermii k vazebnym mistim obsahujicim sialomanosu
a hybridni typy N-glykant. Tyto poznatky byly v naSich experimentech potvrzeny, nebot’ jak

lektiny vazajici manosové, tak lektiny rozpoznavajici kyselinu sialovou interagovaly
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S prasecimi ovidukty a izolovanymi povrchovymi glykoproteiny. Zmény v sacharidovych
fetézcich na epitelu oviduktu prasat béhem cyklu mohou byt zptisobeny vyskytem glykosidaz
v oviduktalni tekutin¢ (Carrasco et al. 2008). ZvySena aktivita manosidazy v oviduktu tésné
ofed ovulaci by mohla pfispét k remodelaci oviduktalniho epitelu a naslednému uvolnéni
spermii z oviduktalniho rezervoaru.

Pro potvrzeni pfitomnosti kyseliny sialové na povrchu oviduktalnich bunék byl vyuzit
lektin SNA. Wagner et al. 2002 popsali, Ze pii inkubaci fetuinu s explantaty oviduktalnich
epiteltt nedochazi k blokaci vaznych mist. Coz mtze dokazovat to, ze na oviduktech je jiz
pfitomna sialova kyselina a nemiize tak dojit k dal§imu navazani. V novéjsich studiich pak bylo
zjisténo, ze urcité sialované struktury sacharidi by mohly hrat roli ve vazbé spermii na
oviduktalni epitel u prasat (Kadirvel et al. 2012).

V této praci jsme se zaméfili pouze na vybrané proteiny a detekci urcitych
sacharidovych struktur na buiikach epitelu oviduktu prasnice. Do budoucna by bylo dobr¢ se
zam¢étit také na detekei galaktosovych struktur, na které se také vaze AQN1 spermadhesin
(Teijeiro et al. 2008) nebo na dalsi povrchové proteiny spermii schopné vazby k oviduktu jako
je tomu v ptipadé DQH proteinu (Manaskova et al. 2007), protoZe jeho vazebny partner na
oviduktu nebyl doposud studovan.

Tato prace predstavuje predbéznou studii detekce vazby povrchovych proteinti spermii
pfed a po kapacitaci na povrchové proteiny apikalnich bun€k oviduktu v rznych fazich
hormonalniho cyklu samice. Pfedevsim proteiny/glykoproteiny, které jsou ptitomny na povrchu
oviduktalniho epitelu a vazou spermie, nebyly dosud zcela prozkoumény. Proto je také nutné
detekované molekuly tcastnici se vazeb mezi spermiemi a ovidukty identifikovat. Z divodu
casové naroc¢nosti izolace povrchovych bunégk, jak spermii, tak epitelti oviduktu, nebyl Zadny
z experimentl dostatecné zopakovan. Nebylo také mozZné provést statistické vyhodnoceni,

protoze nebylo ziskéno patficné mnozstvi experimentalnich dat.
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[ Zavér

Byly provedeny vazebné studie proteinli na NC membran¢ s povrchovymi proteiny
ejakulovanych a kapacitovanych spermii, povrchovymi proteiny z vnitiniho epitelu vejcovodd,
spermadhesiny (AQN, PSPI, PSPII) a lektiny (ConA, SNA, WGA, PSA).

Vazby povrchovych proteinti oviduktii v preovulacni a lutedlni fazi na povrchové
proteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii ukdzaly, Ze se na proteiny ovidukti vazou
proteiny ejakulovanych spermii s daleko v¢€tsi intenzitou, nez proteiny kapacitovanych spermii.
Byly zjistény také rozdily mezi vazbou povrchovych proteini ejakulovanych spermii na
proteiny oviduktti v preovulaéni a lutedlni fazi, kdy se vyskytovaly silné vazby s proteiny okolo
17, 28 a 150 kDa, pti¢emz v piipad¢ lutealnich oviduktti byla detekovana vazba s proteiny
okolo 16, 20, 29, 81 a 250 kDa.

Byla testovana vazba vybranych proteini vyskytujicich se na povrchu spermii AQN,
PSPI a PSPII spermadhesinii s povrchovymi proteiny oviduktd. Studie ukézala vazbu
spermadhesini pfedevsim na oviduktalni proteiny o velikosti 13, 48, 53 a 68 kDa. Intenzita
vazby byla rozdilna, kdy se nejvice vazal AQN protein na proteiny preovulacnich ovidukta
a PSPII na proteiny oviduktu v lutealni fazi. Vazba spermadhesint na oviduktalni epitel byla
testovana také na kryotfezech oviduktu z nedospélé prasnice, kde byla zjisténa velmi slabé vazba
PSPI, silngjsi proteinu AQN a nejsilngji se vazal PSPII protein.

Pomoci vybranych lektini (ConA, SNA, PSA, WGA, GLN) byly sledovany
sacharidové struktury na povrchu oviduktalnich bun¢k na kryofezech. Specificky se
k povrchovym bunkam vazal ptedevsim lektin ConA a WGA. Vazebna studie s lektiny na NC
membrané ukazala nejvétSi rozdil ve vazbé lektinu SNA a PSA na povrchové proteiny
apikdlnich bunck epitelu oviduktu v odliSnych fazich hormonalniho cyklu. Navic byly
detekovany riizné sacharidové struktury v glykoproteinech bun¢k oviduktu odlisnych velikosti,
u kterych byla zaznamenana zména v ramci hormonalniho stadia.

Hypotéza, ze vazba kancich spermii na oviduktalni epitel se bude lisit v zavislosti na
hormonalnim cyklu samice a kapacitatnim stavu spermii, byla nami potvrzena. Nicméng¢ tato
prace je predbéznou studii a do budoucna je nutné ziskat mnohem vice experimentalnich dat
pro jasnou identifikaci molekul, které se pfimo ucastni tvorby oviduktalniho rezervodru u

prasat.

38



8 Seznam literatury

Bedford JM, Mock OB, Nagdas SK, Winfrey VP, Olson GE. 1999. Reproductive features
of the eastern mole (Scalopus aquaticus) and star-nose mole (Condylura cristata). J
Reprod Fertil. 117: 345-53.

Briissow KP, Ratky J, Rodriguez-Martinez H. 2008. Fertilization and early embryonic
development in the porcine fallopian tube. Reprod Domest Anim. 43(Suppl 2):245-51.

Buhi WC. 2002. Characterization and biological roles of oviduct-specific, oestrogen
dependent glycoprotein. Reproduction 123:355-362.

Calvete JJ, Raida M, Gentzel M, Urbanke C, Sanz L, To pferPetersen E. 1997. Isolation
and characterization of heparin-and phosphorylcholine binding proteins of boar and stallion
seminal plasma. Primary structure of porcine pB1. FEBS Lett. 407(2):201-206.

Carrasco LC, Romar R, Aviles M, Gadea J, Coy P. 2008. Determination of glycosidase
aktivity in porcine oviductal fluid at the different phases of the estrous cycle. Reproduction.
136:833-842.

Carrasco LC, Coy P, Avilés M, Gadea J, Romar R. 2008b. Glycosidase determination in
bovine oviductal fluid at the follicular and luteal phases of the oestrous cycle. Reproduction,
Fertility and Development. 20:808-817.

Coy P, Garcia-Vazquez FA, Visconti PE, Avilés M. 2012. Roles of the oviduct in
mammalian fertilization. Reproduction. 144: 649-660.

Dacheux J-L, Castella S, Gatti JL, Dacheux F. 2005. Epididymal cell secretory activities
and the role of proteins in boar sperm maturation. Theriogenology. 63: 319-341.

Dacheux J-L, Dacheux F. 2014. New insights into epididymal function in relation to
sperm maturation. Reproduction. 147(2):27-42.

Dacheux J-L, Druart X, Fouchecourt S, Syntin P, Gatti J-L, Okamura N, Dacheux F.
1998. Role od epididymal secretory proteins in sperm maturation with particular reference
to the boar. Journal of Reproduction and Fertility. 53:99-107.

De Jonge CHJ, Barratt CH. 2006. The Sperm Cell. New York. Cambridge University Press.

DeMott RP, Lefebvre R, Suarez SS. 1995. Carbohydrates mediate the adherence of hamster
sperm to oviductal epithelium. Biol Reprod. 52:1395-1403.

Dobrinski I, Ignotz GG, Thomas PGA, Ball BA. 1996. Role of carbohy- drates in the
attachment of equine spermatozoa to uterine tubal (ovi- ductal) epithelial cells in vitro. Am
J Vet Res. 57:1635-1639.

Drab T, Ren S, Manaskova-Postlerova P, Ticha M, Jondkova V, Liberda J. 2017.

Glycosidases in porcine follicular fluid and their effect on zona pellucida-AWN 1
spermadhesin interaction. Theriogenology. 100:80-87.

39



Ekhlasi-Hundrieser M, Gohr K, Wagner A, Tsolova M, Petrunkina A, To pfer-Petersen E.
2005. Spermadhesin AQNL is a candidate receptor molecule involved in the formation of
the oviductal sperm reservoir in the pig. Biol Reprod. 73(3):536-545.

Elliott RM, Lloyd RE, Fazeli A, Sostaric E, Georgiou AS, Satake N. 2009. Effects of
HSPAS8, an evolutionarily conserved oviductal protein, on boar and bull spermatozoa.
Reproduction. 137(2):191-203.

Fazeli A, Elliott RM, Duncan AE, Moore A, Watson PF, Holt WV. 2003. In vitro
maintenance of boar sperm viability by a soluble fraction obtained from oviductal apical
plasma membrane preparations. Reproduction. 125(4):509-517.

Georgiou AS, Snijders AP, Sostaric E, Aflatoonian R, Vazquez JL, Vazquez JM. 2007.
Modulation of the oviductal environment by gametes. J Proteome Res. 6(12):4656—66

Ghersevich S, Estefania M, Zumoffen C. 2015. Oviductal secretion and gamete
interaction. Reproduction. 149:1470-1626.

Green CE, Bredl J, Holt WV, Watson PF, Fazeli A. 2001. Carbohydrate mediation of boar
sperm binding to oviductal epithelial cells in vitro. Reproduction. 122(2):305-15.

Gualtieri R, Talevi R. 2000. In Vitro-Cultured Bovine Oviductal Cells Bind Acrosome-
Intact Sperm and Retain This Ability upon Sperm Release. Biology of Reproduction.
62:1754 1762.

Guyonnet B, Dacheux F, Dacheux J-L, Gatti J-L. 2011. The Epididymal Transcriptome
and Proteome Provide Some Insights Into New Epididymal Regulations. Journal of
Andrology. 32(6):651-664.

Gwathmey TM, Ignotz GG, Suarez SS. 2003. PDC-109 (BSP-A1/A2) promotes bull sperm
binding to oviductal epithelium in vitro and may be involved in forming the oviductal sperm
reservoir. Biology of Reproduc-tion 69: 809-815.

Hung PH, Suarez SS. 2010. Regulation of sperm storage and movement in the ruminant
oviduct. Reproduction in Domestic Ruminants 7:255-264.

Hunter RH. 2008. Sperm release from oviduct epithelial binding is controlled hormonally
by peri-ovulatory graafian follicles. Mol Reprod Dev. 75(1):167-74.

Ignotz GG, Cho MY, Suarez SS. 2007. Annexins Are Candidate Oviductal Receptors for
Bovine Sperm Surface Proteins and Thus May Serve to Hold Bovine Sperm in the
Oviductal Reservoir. Biology of reproduction. 77 (6):906-913.

Jonakova V, Manaskova P, Kraus M, Liberda J, Tichd M. 2000. Sperm surface proteins in
mammalian fertilization. Molecular Reproduction and Development. 56(S2):275-277.

Jondkova V, Kraus M, Veselsky L, Cechova D, Bezouska K, Ticha M. 1998.
Spermadhesins of the AQN and AWN families, DQH sperm surface protein and HNK

40



protein in the heparin-binding fraction of boar seminal plasma. Reproduction. 114(1):25-
34.

Kadirvel G, Machado SA, Korneli C, Collins E, Miller P, Bess KN, Aoki K, Tiemeyer M,
Bovin N, Miller DJ. 2012. Porcine sperm bind to specific 6-sialylated biantennary glycans
to form the oviduct reservoir. Biol Reprod 87:147.

Knobil E, Neill JD. 2006. Knobil and Neill's Physiology of Reproduction. USA: Gulf
Professional Publishing.

Knox R. 2001. Improving reproductive efficiency of the breeding herd. Artificial
insemination of swine. 1-16.

Lefebvre R, DeMott RP, Suarez SS, Samper JC. 1995. Specific inhibition of equine sperm
binding to oviductal epithelium. Biology of reproduction. 52(1): 689-696.

Lefebvre R, Lo MC, Suarez SS. 1997. Bovine sperm binding to oviductal epithelium
involves fucose recognition. Biol Reprod. 56:1198-1204.

Liberda J, Manaskova P, Prelovska L, Ticha M, Jonakova V. 2006. Saccharide mediated
interactions of boar sperm surface proteins with components of the porcine oviduct.
Journal of Reproductive Immunology. 71(2):112-125.

Machado SA, Kadirvel G, Daigneault BW, Korneli C, Miller P, Bovin N, Miller DJ. 2014.
Lewis* -Containing Glycans on the Porcine Oviductal Epithelium Contribute to Formation
of the Sperm Reservoir. Biology of reproduction. 91(6): 1-9.

Manéskové P, Peknicova J, Elzeinova F, Tichd M, Jondkova V. 2007. Origin, localization
and binding abilities of boar DQH sperm surface protein tested by specific monoclonal
antibodies. J Reprod Immunol. 74:103-13.

Marini PE, Cabada MO. 2003 One step purification and biochemical characterization of a
spermatozoa-binding protein from porcine oviductal epithelial cells. Mol Reprod Dev.
66(4):383-90.

Métayer S, Dacheux F, Dacheux JL, Gatti JL. 2002. Comparison, characterization, and
identification of proteases and protease inhibitors in epididymal fluids of domestic
mammals. Matrix metalloproteinases are major fluid gelatinases. Biol Reprod.
66(5):1219-29.

Okamura N, Tamba M, Liao HJ, Onoe S, Sugita Y, Dacheux F, Dacheux J-L. 1995.
Cloning of complementary DNA aencoding a 135-kilodalton protein secreted from
porcine corpus epididymis and its identification as an epididymis-specific alpha-
mannosidase. Molecular Reproduction an Development. 42:141-148.

Reece WO. 1998. Fyziologie domacich zvitat. Praha: Grada.
Rodriguez-Martinez H, Kvist U, Ernerudh J, Sanz L, Calvete JJ. 2011. Seminal Plasma

Proteins: What Role Do They Play?. American Journal of Reproductive Immunology.
66(1):11-22.

41



Silva E, Frost D, Li L, Bovin N, Miller DJ. 2016. Lactahedrin is a candidate oviduct
Lewis X trisacharide receptor on porcine spermatozoa. Andrology. 5(3):1-9.

Smith TT, Yanagimachi R. 1991. Attachment and release of spermatozoa from the caudal
isthmus of the hamster oviduct. J Reprod Fertil. 91:567-573.

Solis D, Romero A, Jiménez M, Diaz-Maurino T, Calvete TT. 1998. Binding of mannose-
6-phosphate and heparin by boar seminal plasma PSP-11, a member of the spermadhesin
protein family. FEBS Lett. 431(2):273-8.

Song C, Gao B, Wu H, Wang X, Chen G, Mao J. 2010. Spatial and temporal expression of
spermadhesin genes in reproductive tracts of male and female pigs and ejaculated sperm.
Theriogenology. 73:551-559.

Stival C, Puga Molina L. del C, Paudel B, Buffone M. G, Visconti P. E, Krapf D.
2016. Sperm Capacitation and Acrosome Reaction in Mammalian Sperm. Advances in
Anatomy. Embryology and Cell Biology.220:93-106.

Suarez SS. 1987. Sperm transport and motility in the mouse oviduct: observa-tions in situ.
Biol Reprod. 36:203-10.

Suarez SS, Brockman K. Lefebvre R. 1997. Distribution of mucus and sperm in bovine
oviducts after artificial insemination: the physical environ-ment of the oviductal sperm
reservoir. Biol Reprod. 56:447-53.

Suarez SS. 1998. The Oviductal Sperm Reservoir in Mammals: Mechanism of Formation.
Biology of Reproduction. 58:1105-1107.

Suarez SS. 2001. Carbohydrate-Mediated Formation of the Oviductal Sperm Reservoir in
Mammals. Cells Tissues Organs. 168:105-112.

Suarez SS. 2006. Gamete and zygote transport. In The Physiology of Reproduction, 3rd
edn, Raven Press. Eds E Knobil& JD Neill. New York, NY: Raven Press.

Suarez SS. 2008. Regulation of sperm storage and movement in the mammalian oviduct.
Int. J. Dev. Biol. 52: 455-462.

Suarez SS. 2016. Mammalian sperm interactions with the female reproductive tract. Cell
Tissue Res. 363:185-194.

Talevi R, Gualtieri R. 2010. Molecules involved in sperm-oviduct adhesion and release.
Theriogenology. 73: 796-801.

Teijeiro JM, Cabada MO, Marini PE. 2008. Sperm binding glycoprotein (SBG) produces
calcium and bicarbonate dependent alteration of acrosome morphology and protein tyrosine
phosphorylation on boar sperm. J Cell Biochem. 103(5): 1413-23.

Teijeiro JM, Ignotz GG, Marini PE. 2009. Annexin A2 is involved in pig (Sus scrofa)
sperm oviduct interaction. Mol Reprod Dev. 76(4):334-41.

42



Teijeiro JM, Roldan ML, Marini PE. 2015. Annexin A2 and S100A10 in the mammalian
oviduct. Cell Tissue Res. 363(2):1-12.

Topfer-Petersen E, Romero A, Varela PF, Ekhlasi-Hundrieser M, Dostalova Z, Sanz L,
Calvete JJ. 1998. Spermadhesins: a new protein family. Facts, hypotheses and
perspectives. Andrologia. 30(4-5):217-224.

Topfer-Petersen E, Ekhlasi-Hundrieser M, Tsolova M. 2008. Glycobiology of fertilization
in the pig. The International journal of developmental biology. 52: 717-736.

Topfer-Petersen E, Romero A, Varela PF, Ekhlasi-Hundrieser M, Dostalova Z, Sanz L,
Calvete JJ. 2009. Spermadhesins: A new protein family. Facts, hypotheses and
perspectives. Andrologia. 30(4-5):217-224.

Wagner A, Ekhlasi-Hundrieser M, Hettel Ch, Petrunkina A, Waberski D, Nimtz M,
Topfer Petersen E. 2002. Carbohydrate-Based Interactions of Oviductal Sperm Reservoir
FormationDStudies in the Pig. Molecular reproduction and development. 61:249-257.

Wang L, Yuan Q, Chen S, Cai H, Lu M, Liu Y, Xu Ch. 2012. Antimicrobial Activity and
Molecular Mechanism of the CRES Protein. PLOS ONE. 7(11):1-8.

Weiss WI. 1994. Recognition of cell surface carbohydrates by C-type animal lectins. In:
Metcalf BW, Dalton BJ, Poste G (eds.), Cellular Adhesion. New York. New York: Plenum
Press.

Yamaguchi Y, Ouchi Y. 2012. Antimicrobial peptide defensin: identification of novel
isoforms and the characterization of their physiological roles and their significance in the
pathogenesis of diseases. 88(4):152-166.

Yurewicz EC, Matsuura F, Moghissi KS, 1982. Structural characterization of neutral of
oligosaccharides of human midcycle cervical mucin. J Biol Chem. 257 (5):2314-22.

43



