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Studium vazby spermii na zona pellucida oocytu

Souhrn

Spermie musi podstoupit nékolik procest, aby byly schopny navazat se na zona
pellucida (ZP) oocytu a nasledn¢ oplodnit oocyt. Mezi tyto procesy patii maturace v epididymu
a kapacitace v sami¢im reprodukénim traktu, béhem nichz dochazi k reorganizaci plazmatické
membrany a ptreskupeni povrchovych proteinti spermie. Béhem kapacitace jsou v dusledku
téchto zmén na povrchu spermii vystaveny proteiny, které mohou byt zapojeny do primarni
vazby spermii na ZP oocytu. Na povrchu spermii bylo popsano mnoho proteinti, které vykazuji
afinitu k ZP, pficemz jednim z moznych kandidati se ZP vazajici aktivitou by mohl byt také
kanc¢i lactadherin (p47).

Cilem této prace bylo lokalizovat a detekovat protein p47 v kanc¢ich ejakulovanych,
in vitro kapacitovanych a akrozomaln¢ zreagovanych spermiich a zjistit, zda dochazi k blokaci
vazby na ZP oocytu pomoci specifické protilatky proti p47.

Kan¢i protein p47 byl lokalizovan v ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermiich
v akrozomalni oblasti hlavicky, zatimco ve spermiich po akrozomadlni reakci byl nalezen v celé
oblasti hlavicky spermie. V extraktech ejakulovanych, in vitro kapacitovanych a akrozomalné
zreagovanych spermii byl p47detekovan jako dva proteinové prouzky o ptiblizné molekulové
hmotnosti 35 a 45 kDa. Po inkubaci spermii se specifickou protilatkou 1H9 proti p47 byla
¢astecné blokovana vazba spermii na ZP oocytu.

Nase vysledky naznacuji, ze lokalizace proteinu p47 neni ziejmé jen na povrchu
spermii, ale také uvnitf akrozomu, predev§im pak na vnitini akrozomélni membrang. Redukce
poétu spermii navazanych na oocyt v in vitro studii po inkubaci s protilatkou proti p47
naznacuje mozné zapojeni tohoto proteinu do vazby spermii na ZP oocytu.

Klicova slova: spermie, oocyt, lactadherin, Western blot, imunofluorescence



Study of sperm binding to the zona pellucida of the oocyte

Summary

Sperm must undergo several processes to gain ability to attach the zona pellucida (ZP)
of the oocyte and subsequently fertilize the oocyte. These processes include maturation in the
epididymis and capacitation in the female reproductive tract, during which the plasma
membrane is reorganized, and sperm surface proteins rearranged. During capacitation, due to
these changes, proteins are exposed on the surface of the sperm, which may be involved in the
primary binding of the sperm to the ZP of the oocyte. Many proteins have been described on the
surface of spermatozoa that show affinity for ZP, and boar lactadherin (p47) could also be one
of the possible candidates for ZP binding activity.

The aim of this work was to localize and detect the p47 protein in boar ejaculated,
in vitro capacitated and acrosome-reacted spermatozoa and to determine whether binding
to the ZP of the oocyte is blocked when using a specific anti-p47 antibody.

Boar p47 protein was localized in ejaculated and in vitro capacitated spermatozoa in the
acrosomal region of the head, while in the acrosome-reacted spermatozoa, p47 was located in
the entire region of the sperm head. In extracts of ejaculated, in vitro capacitated and acrosome-
reacted spermatozoa, p47 was detected as two protein bands with approximate molecular
weights of 35 and 45 kDa. Incubation of spermatozoa with a specific anti-p47 antibody 1H9
partially blocked sperm binding to ZP oocytes.

Our results suggest that the localization of the p47 protein is probably not only
on the surface of spermatozoa, but also inside the acrosome, especially in the inner acrosomal
membrane. The reduction in the number of oocyte-bound sperm in an in vitro study after
incubation with an anti-p47 antibody suggests a possible involvement of this protein in sperm
binding to the ZP of the oocyte.

Keywords: sperm, oocyte, lactadherin, Western blot, immunofluorescence
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1 Uvod

Spermie jsou po uvolnéni z varlat morfologicky zralé, ale nejsou schopny vazby na zona
pellucida (ZP) oocytu a nasledného oplozeni (Gatti et al. 1999). Aby spermie ziskaly schopnost
vazat se na ZP a nasledné¢ oplodnit oocyt, musi podstoupit epididymalni maturaci
v nadvarlatech a kapacitaci v sami¢im reprodukénim traktu, béhem nichz dochazi
Kk reorganizaci plazmatické membrany spermie a pieskupeni povrchovych proteinti. Béhem
kapacitace v dasledku téchto zmén jsou na povrch spermie vystaveny proteiny, které mohou
byt zapojeny do vazby na ZP oocytu (Florman & Fissore 2015). Na povrchu spermii bylo
popsano mnoho proteina s afinitou k ZP, které jsou vyznamné pro vazbu spermii na ZP.
Konkrétné na kancich spermiich byly popsany jako vazebné proteiny naptiklad spermadhesiny,
protein DQH, zonadhesin nebo proakrosin/akrosin (Tumova et al. 2021).

U kanct by jednim z moznych kandidati se ZP vazajici aktivitou mohl byt také
lactadherin (p47). Kanci p47 je periferni protein plazmatické membrany lokalizovan v apikalni
oblasti hlavicky spermie, u kterého byla popsana schopnost vazby k sacharidovym strukturdm
epitelu vejcovodu (Ensslin et al. 1998; Petrunkina et al. 2003). Béhem kapacitace se p47
dostava do celé akrozomalni oblasti hlavicky spermie a predpoklada se, Ze tato redistribuce
proteinu napomaha odpoutat se spermiim od epitelu vejcovodu (Silva et al. 2014). Nicméné
kanci protein p47 na povrchu spermii zistava i po kapacitaci (Zigo et al. 2015), a tak se lze
domnivat, Ze by mohl byt zapojen do dé€jii spojenych s vazbou spermii na ZP. U p47 sice byla
popsana vazebna aktivita na sacharidové struktury ZP oocytu (Ensslin et al. 1998), ale zda je
skutecné zapojen do vazby spermii na ZP, nebylo doposud pomoci vazebnych studii potvrzeno.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je ovéteni hypotézy, podle které dochazi k blokaci vazby spermii
na zona pellucida (ZP) oocytu s vyuzitim protilatky proti vybranému vazebnému receptoru
lactadherinu (p47), ktery je lokalizovan na povrchu spermie.

Na zékladé této hypotézy byly vytyCeny nésledujici cile prace:
1. lokalizace proteinu p47 ve spermiich kancti pomoci nepiimé imunofluorescencni
mikroskopie
2. detekce proteinu p47 v extraktech kancich spermii
3. blokace vazby spermii na ZP oocytu pomoci protilatky proti p47



3 Literarni reSerse

Spermie jsou vysoce diferenciované samc¢i pohlavni bunky, jejichz vyvoj probiha
ve varlatech béhem spermatogeneze. Spermie jsou po uvolnéni z varlat sice morfologicky zralé,
ale nejsou schopny vazby na zona pellucida (ZP) a nasledného oplozeni (Gatti et al. 1999).
Pro spravny pribéh oplozeni musi spermie nejprve dozrat v nadvarlatech, kde prodélavaji fadu
fyziologickych a biochemickych zmén, které souhrnné oznacujeme epididymalni maturace
(Guyonnet et al. 2011). Béhem epididymalni maturace dochazi ke zmén¢ rozmisténi nékterych
membranovych proteinti, nékteré proteiny jsou posttranslacné upraveny, jiné jsou odstranény
a nahrazeny proteiny z nadvarlete. Proteiny pochazejici z nadvarlat se vazou na plazmatickou
membranu spermie a nékteré z nich jsou dulezité pro vazbu na ZP oocytu (viz Obr. 1).
V pribéhu epididymalni maturace se méni i fyzikalni a chemické vlastnosti lipidi a fosfolipidt
plazmatické membrany. Do membrany se zabudovava cholesterol, ktery spole¢né s nékterymi
proteiny na plazmatické membrang, jenz maji funkci dekapacitacnich faktort, brani predcasné
akrozomalni reakci (AR) (Toshimori 2003).
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Obrazek 1: Klicové udalosti nezbytné pro oplozeni schopnost spermii a s nimi spojené zmeny
na povrchu spermie. Proces spermatogeneze probiha ve varlatech, kde se ze spermatid (4)
stavaji spermie (B). Na povrchu spermii se nachazi proteiny pochdzejici z varlat (¢), které se
mohou ucastnit vazby na ZP. C) Spermie opOusti varle a prechodem pres nadvarle, probiha
epididymdalni maturace spermii, kdy dochadzi k remodelaci plazmatické membrany, nahrazeni
nebo posttranslacni uprave nékterych proteinii (**), které maji vazebnou funkci kK ZP. Béhem
ejakulace se spermie dostdava do kontaktu se semennou plazmou, odkud se na spermii vazou
proteiny, dekapacitacni faktory (#), které brani predcasné kapacitaci. Proteiny pritomné
na ejakulované spermii mohou mit vazebnou afinitu jak k epitelu vejcovodu, tak k ZP. Po vstupu
spermii do samiciho reprodukcniho traktu se vazou k epitelu vejcovodu, vytvari oviduktalni
rezervodr a poté podstupuji kapacitaci. D) Proces kapacitace je zahdjen odstranénim
dekapacitacnich faktorit (#) a cholesterolovym efluxem. E) V pribéhu kapacitace dochazi
I K reorganizaci plazmatické membrany a preskupeni povrchovych proteinii (*), které jsou
zapojeny do vazby na ZP. Prevzato a upraveno podle Reid et al. (2011).
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Béhem ejakulace spermie opousti ocas nadvarlete a ptes chamovod jsou dopraveny
do mocové trubice. Z mocCové trubice jsou pak spermie vypuzeny ven ze samciho
reprodukéniho traktu spoleéné se semennou plazmou Vv podobé ejakulatu, pricemz pocet
spermii a objem ejakulatu se mezi savéimi druhy lisi (Markham & Coffey 1994). V prubéhu
ejakulace jsou spermie piimo vystaveny sekretim piidavnych pohlavnich Z14z (semenné vacky,
prostata, Cowperovy zlazy). Tyto sekrety souhrnn¢ tvoii semennou plazmu, kterd spermiim
poskytuje vhodné prostiedi k pieziti v sami¢im pohlavnim traktu apravou pH. Semenna plazma
obsahuje naptiklad fruktézu, kyselinu citronovou, volné aminokyseliny, ionty hoi¢iku, vapniku
a zinku, prostaglandiny, cholesterol a proteiny, které se vazou na povrch spermie
prostfednictvim membranovych fosfolipidi (Markham & Coffey 1994; Jonakova et al. 2007).
Proteiny semenné plazmy maji v reprodukci mnoho funkci. Chrani vazebna mista na povrchu
spermii, jsou dilezité pro vazbu na sacharidové struktury ve vejcovodu a nékteré proteiny
semenné plazmy funguji jako dekapacitacni faktory, jejichz wlohou je bréanit predcasné
kapacitaci. V neposledni fadé mohou byt vyznamné i pro vazbu spermie na ZP oocytu
(Petrunkina et al. 2001; Leahy & Gadella 2011).

Ejakulované spermie vstupuji do samiciho pohlavniho traktu a pies délozni krcek
a délohu se dostavaji az k istmické ¢asti vejcovodu, kde se vazou na epitel vejcovodu, ¢imz
vznika oviduktalni rezervoar (Hunter 1981). Vznik oviduktalniho rezervoaru je zprosttedkovan
lektinovymi vazbami, kdy se povrchové proteiny spermii vazou na sacharidové struktury
epitelu vejcovodu. Ulohou oviduktalniho rezervoaru je prodlouZit Zivotaschopnost spermii
a synchronizovat kapacitaci spermii s ovulaci oocytu (Topfer-Petersen et al. 2002). Uvolnovani
spermii z oviduktalniho rezervoaru je doprovazeno mnoha biochemickymi a fyziologickymi
zménami jak vné, tak uvnitf spermie. Tyto zmény jsou souhrnné pojmenovany jako kapacitace
spermii (Austin 1951; Chang 1951). Kapacitace je zahajena uvolnénim dekapacita¢nich faktorti
z povrchu spermie a cholesterolovym efluxem, diky kterému se membrana stava fluidnéjsi.
Dochéazi k mnoha dal§im zménam, jako je napiiklad reorganizace plazmatické membrany
Ciurychleni  metabolismu  spermie, ke zménam v koncentracich  vapenatych
a hydrogenuhli¢itanovych iontl, k hyperpolarizaci membranového potencialu a ke zméné pH
(Florman & Fissore 2015). Vysledkem kapacitace jsou hyperaktivované spermie, které jsou
schopny uvolnit se z oviduktalniho rezervoaru, interagovat se ZP, podstoupit akrozomalni
reakci a oplodnit oocyt (Tulsiani et al. 2007) (viz Obr. 1).



3.1 Vazba spermii na zona pellucida

Diulezitym krokem v priabéhu oplozeni je rozpoznani gamet a primarni vazba spermie
na zona pellucida (ZP) oocytu. Tuto schopnost spermie ziskava po kapacitaci v sami¢im
pohlavnim traktu. Primarni vazba je dtlezita nejen z hlediska vazby spermie k ZP, ale také tim,
ze iniciuje signalni kaskadu, ktera spousti akrozomalni reakci (AR) (Yanagimachi 1994).
Existuji i vyjimky, jako je naptiklad mys, u které bylo popséno, ze k AR dochazi jesté
ptred kontaktem se ZP oocytu (Jin et al. 2011). V prabéhu AR dochézi k fuzi apikalni
plazmatické membrany s vné&jsi akrozomalni membranou, ¢imz se uvolni obsah akrozomu,
a to umozni spermii penetrovat ZP. Vysledkem AR je odhaleni vazebnych mist pro sekundérni
vazbu spermie na ZP a umoznéni pruchodu spermie skrz ZP (Yanagimachi 1994).

3.1.1 Glykoproteiny zona pellucida

Zona pellucida (ZP) je nebunéény glykoproteinovy obal, ktery obklopuje oocyt. ZP je
elastickd, fibrilarni extracelularni matrix, jejiz povrch je porovity a propustny
pro makromolekuly (Wassarman & Mortillo 1991). Glykoproteiny ZP mohou byt
syntetizovany bud’ jenom oocytem, nebo pouze folikularnimi buitkami anebo oocytem
I folikularnimi bunkami zaroven. U mysi jsou glykoproteiny syntetizovany rostoucim oocytem,
coz se projevuje i na tloustce ZP (Sinowatz et al. 2001), je ten¢i a ma piiblizné 5 um (Dunbar
et al. 1994). Naopak u prasete a ¢loveka jsou glykoproteiny ZP syntetizovany oocytem
a zaroven folikularnimi bunkami (Sinowatz et al. 2001) a tloustka ZP se tak u prasete a ¢lovéka
pohybuje mezi 13-16 um (Dunbar et al. 1994).

ZP chrani oocyt a brani polyspermnimu oplozeni (Epifano & Dean 1994). ZP kromé¢
oocytu chrani také embryo v jeho raném stadiu vyvoje. Pomaha zachovavat jeho integritu
béhem néekolika prvnich déleni, brani pfichyceni blastomer k epitelidlni vystelce vejcovodu
a chrani pfed potencialnim imunologickym odmitnutim matky (Gupta et al. 2012). Nicmén¢& ZP
ma kromé fyzické ochrany mnoho dal§ich dualezitych funkci. Poskytuje vazebna mista
pro receptory lokalizované na povrchu spermii, ¢imz zprostfedkovava naslednou vazbu spermiti
na ZP a podili se na zahajeni AR spermii u n€kterych sav¢ich druht (Epifano & Dean 1994;
Ozgur et al. 1998).

Sav¢i ZP se sklada ze tii nebo ¢ty glykoproteinu (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4) v zavislosti
na druhu (Goudet et al. 2008). Glykoproteiny ZP mohou byt také oznaceny podle tii hlavni
gent ZPA, ZPB a ZPC, kterymi jsou kodovany (Harris et al. 1994). Heterogenitu glykoproteind
ZP zajist'uji posttransla¢ni modifikace, jako naptiklad glykosylace a sulfatace, diky kterym mayji
glykoproteiny u riznych sav¢ich druhti odlisné molekulové hmotnosti (Wassarman 1990;
Hedrick 1996). Mezidruhové rozdily ve slozeni glykoproteinti ZP jsou uvedeny v Tab. 1.



Tabulka 1: Slozeni glykoproteinii zona pellucida u vybranych savéich druhii.

. Molekularni
Druh ZP gen ZP protein hmotnost (kDa)
ZP1 (ZPB1) ZP1 200 (dimer)
) ZP2 (ZPA) ZP2 120
mys
ZP3 (ZPC) ZP3 83
ZP4 (ZPB/ZPB2) neni exprimovan -
ZP1 (ZPB1) ZP1 65
dovik ZP2 (ZPA) ZP2 120
cove ZP3 (ZPC) ZP3 58
ZP4 (ZPB/ZPB2) ZP4 65
ZP1 (ZPB1) neni exprimovan -
ZP2 (ZPA) ZP2/PZPL 90
prase
ZP3 (ZPC) ZP3/ZP3-B 55
ZP4 (ZPB/ZPB?2) ZP4/ZP-q, 55

Prevzato a upraveno podle Tumova et al. (2021).

3.1.2 Vazebna mista pro spermie na zona pellucida

Stejné jako zastoupeni, tak i role jednotlivych glykoproteinti zona pellucida (ZP) neni
u vSech sav¢ich druhti stejna a vazebna mista se mohou lisit.

U mysi se pivodné za vazebné misto pro spermie povazoval glykoprotein ZP3, ktery byl
dilezity z hlediska primarni vazby spermie na ZP a nasledného spusténi akrozomalni reakce
(AR) (Bleil & Wassarman 1980, 1983; Beebe et al. 1992). Nicméné tento fakt byl vyvracen
autory Jin et al. (2011) ktefi zjistili, ze u mysi dochazi k AR jesté pied dosazenim ZP. Pouzili
transgenni mysi s fluorescenéné znacenym akrozomem a zjistili, Ze spermie, které neprodélaly
AR pfed kontaktem se ZP oocytu, jen zfidka penetrovaly skrz ZP. Zatimco spermie, které
zaCaly AR pred dosazenim ZP, byly schopny penetrovat ptes ZP snadnéji (Jin et al. 2011).
Vazebna mista se u mysi nachazeji 1 na glykoproteinu ZP2, ktery funguje jako sekundarni
receptor pro vazbu spermie na ZP oocytu a vaze spermie po AR (Bleil & Wassarman 1988).
Glykoprotein ZP1 zajistuje stabilitu ZP tim, ze pripojuje vlakna, ktera vytvaii glykoproteiny
ZP2 a ZP3 (Greve & Wassarman 1985).

U lidi bylo zjisténo, ze primarni vazby se Gcastni glykoproteiny ZP1, ZP3 a ZP4, které
jsou schopny vazat kapacitované spermie a spousti AR (Gupta et al. 2012). Glykoprotein ZP2
funguje jako sekundarni receptor a je schopen vazat jenom akrozomalné zreagované spermie
(Chiu et al. 2008).

U prasat je pro primarni vazbu na ZP dulezita spoluprace dvou glykoproteinti, a to ZP3
a ZP4, u kterych je nezbytné, aby tvofily heterokomplex. Na samotny glykoprotein ZP3
se spermie nejsou schopny vazat a nasledné podstoupit AR (Yurewicz et al. 1998).

Glykoprotein ZP2 pak zastdva ulohu sekunddrniho vazebného mista a vaze spermie po AR
(Prasad et al. 2000).



3.2 Vazebné receptory pro zona pellucida na spermii

Na povrchu spermii bylo popsano mnoho receptort s afinitou k zona pellucida (ZP), které
jsou vyznamné pro primarni vazbu. Primarni vazebné receptory jsou lokalizovany v apikalni
oblasti hlavicky spermie, kam se dostanou v pritbéhu spermiogeneze nebo béhem maturace
V nadvarleti, ¢i pfimo ze semenné plazmy. Naopak receptory, které jsou zapojeny do sekundarni
vazby na ZP, pochazeji z varlat a jsou lokalizovany na vnitini akrozomalni membrané anebo
ptimo v akrozomalni matrix (Yanagimachi 1994).

V této kapitole jsou uvedeny pouze ptiklady nejznaméjsich receptort, které byly u mysi,
¢lovéka a prasete popsany jako vazebné (viz Tab. 2). Kromé zminénych molekul byla u mnoha
savCich druhli nalezena fada dalSich receptorti lokalizovanych na spermii, jez jsou pro vazbu
na ZP vyznamné, ale jejich popis je jiz nad rdmec této prace.

Tabulka 2: Prehled nejznameéjsich vazebnych receptorii spermii u vybranych savcich druhii
a jejich lokalizace na spermii.

Protein Druh Lokalizace na spermii Zdroje
myS  PM akrozomalni oblasti (Lopez et al. 1985)
Bl’ 4 -
galaktosyltransferaza clovék neznama (Huszar et al. 1997)
(BAGALT1/GalTase)
kanec PM akrozomalni oblasti (Larson & Miller 1997)
OAM, akrozomdlni matrix
S ’ ’ Gao & Garbers 1998
s apikalni oblast hlavicky (Gao arbers )
Zonadhesi :
(ZO/ZiI) esin ¢lovék PM akrozomalni oblasti (Gao et al. 1997)
kanec = OAM, akrozomalni matrix (Bi 2002)
v PM akrozomalni oblasti, (Tanphaichitr et al.
i Y® akrozomélni matrix 1993)
Arylsulfataza A
(ARSA/AS-A/ ¢lovék  oblast akrozomu (Redgrove et al. 2012)
SLIP1)
kanec PM akrozomalni oblasti (Carmona et al. 2002a)
myS  PM akrozomalni oblasti (Langford et al. 1993)
Enzym konvertujici PM akrozomalni oblasti,
angiotenzin 1 kvatoridlniho segmentu
(ACE1) lovek © g (Kohn et al. 1998)

a postakrozomalni oblasti
a stfedni ¢ast biciku



Tabulka 2 (pokracovani)

ACE1 kanec = PM akrozomalni oblasti (Williams et al. 1992)
myS  oblast akrozomu (Kallajoki et al. 1986)
Proakrosin/akrosin IAM, ekvatorialni oblast
Clovék ’ Tesaiik et al. 1
(ACR) Clove akrozomu (Tesatik et al. 1988)
e | il ELTERO, DU (Schill et al. 1975)
akrozomu
myS  PM akrozomalni oblasti (Ensslin & Shur 2003)

Lactadherin

(MFGES/SED1/p47) élovék PM akrozomalni oblasti (Copland et al. 2009)

kanec = PM apikalni oblasti hlavicky (Ensslin et al. 1998)

Vysvetlivky: PM — plazmaticka membrana, OAM — vnéjsi akrozomdlni membrana, 1AM —
vnitini akrozomdlni membrana. Prevzato a upraveno podle Tumova et al. (2021).

p1, 4-galaktosyltranferaza (BAGALT1/GalTase)

Jednim z prvnich prozkoumanych receptori pro vazbu spermii na ZP je B1,4-

galaktosyltranferaza (BAGALT1/GalTase), ktery byl popsan u mysi (Shur & Hall 1982)
auprasat (Rebeiz & Miller 1999). B4GALT! je transmembranovy protein, ktery je
inkorporovan do plazmatické membrany v oblasti akrozomu spermie béhem jejiho vyvoje
ve varlatech.
U prasat a mysi se BAGALT1 vaze na sacharidové zbytky na ZP3 (Shur & Hall 1982; Larson
& Miller 1997; Rebeiz & Miller 1999). Po vazbé na glykoproteiny ZP3 dochazi k agregaci
B4GALTI na povrchu spermii, coz spousti jejich akrozomalni reakci (AR) (Miller et al. 1992).
Pivodné se predpokladalo, Ze mysi B4GALT1 je dulezitym vazebnym receptorem. Pozdéji
Lu & Shur (1997) zjistili, Ze mysi S knockoutovanym genem pro B4AGALTI1 jsou oplozeni
schopné, a tudiZ B4GALT1 neni nepostradatelnym nebo jedinym vazebnym receptorem pro ZP
na spermii. Pritomnost BAGALT1 ale poskytuje spermiim vyhodu pfi vazbé na ZP, nebot’ mysi
spermie s knockoutovanym genem pro BAGALT1 se na oocyty vazaly v menSim poctu
oproti spermiim, které na svém povrchu B4GALT1 exprimovaly (Lu & Shur 1997).

Zonadhesin (ZAN)

Zonadhesin (ZAN) je protein s multifunkéni mozaikovou doménou, ktery byl poprvé
izolovan z kan¢ich spermii (Hardy & Garbers 1994). Pozd&ji byl ZAN nalezen také
ve spermiich mysi (Gao & Garbers 1998) a lidi (Wilson et al. 2001). ZAN vykazuje
mezi zminénymi druhy velice podobnou strukturu (Gao & Garbers 1998).



ZAN byl detekovan jiz ve spermatidach v akrozomalnim vacku a u kapacitovanych
spermii je lokalizovan v plazmatické membrang apikalni oblasti hlavi¢ky (Bi et al. 2003; Olson
etal. 2004). Pritomnost ZAN na kapacitovanych spermiich napovida, ze se GiCastni vazby na ZP.
Bylo zjisténo, ze ZAN je vyznamny z hlediska kontroly druhové specifity béhem adheze gamet.
Jeho absence totiz umoznuje spermiim vazat se na ZP jinych druhli. Mysi spermie, které
neexprimovaly na svém povrchu ZAN se s Vyssi afinitou vazaly k ZP prasete, kravy nebo
kralika (Tardif & Cormier 2011).

Arylsulfatiza A (ARSA/AS-A/SLIP1)

Arylsulfatasa A (ARSA/AS-A/SLIP1) byla popsana u spermii prasat (Dudkiewicz 1984),
mysi (White et al. 2000) a lidi (Rattanachaiyanont et al. 2001). ARSA byla nalezena
vV epididymalni  tekutiné, kam je sekretovana epitelidlnimi bunikami nadvarlat
(Weerachatyanukul et al. 2003; Ngernsoungnern et al. 2004) a také na plazmatické membrané
hlavicky spermie v jeji akrozomalni oblasti (White et al. 2000). U mysi bylo zjisténo, ze
se ARSA nachdzi i na vnitini akrozomélni membrané spermie a ma schopnost vdzat se nejen
na glykoprotein ZP3, ale i ZP2 (Xu et al. 2012).

Bylo popsano, 7e ARSA se nachazi v mistech, kde na spermiich nachazime
sulfogalaktosylglycerolipid (SGG). SGG je lipid nachazejici se na plazmatické membrané
hlavicky spermii (White et al. 2000), ktery mtiZe interagovat se sacharidovymi zbytky na ZP,
atim pomaha stabilizovat vazbu spermie na ZP oocytu (Carmona et al. 2002b). ARSA
se na SGG vaze pti prachodu nadvarletem a spole¢né se vazou na glykoprotein ZP3 (Carmona
et al. 2002a; Tantibhedhyangkul et al. 2002).

Enzym konvertujici angiotenzin 1 (ACE1)

Enzym konvertujici angiotenzin 1 (ACE1) byl popsan u mysi (Langford et al. 1993),
prasat (Williams et al. 1992) a lidi (Pauls et al. 2003).

ACEL1 byl identifikovan ve dvou formach — somaticka (SACE) a zarode¢na (tACE)
(Hubert et al. 1991). Somatickou formu nachazime v Leydigovych bunikach, nadvarlatech
a prostaté (Pauls et al. 2003), zatimco zarodecna forma tACEL se nachazi na spermatidach
a spermiich (Lanzillo et al. 1985; Langford et al. 1993). U lidi jsou molekuly tACE1 vystaveny
na povrch spermii v pritbé¢hu kapacitace a nasledné i v pribéhu AR (Foresta et al. 1987; K6hn
et al. 1995).

Hagaman et al. (1998) prokazali, Ze ACE1 ma duleZitou tilohu v procesu oplozeni. Mysi,
kterym byly knockoutovany obé formy ACE1L, vykazovaly horsi motilitu spermii ve vejcovodu
a také nizsi schopnost vazby na ZP oocytu. Pozdgji se Kessler et al. (2000) zaméfili na studium
pouze tACE1 a zjistili, ze mysi s knouckoutovanym genem pro tACEL jsou neplodné a oplozeni
schopnost znovu ziskaji po zapnuti genu pro tento protein.



Proakrosin/akrosin (ACR)

Akrosin (ACR) je enzym, ktery byl popsan jako vazebny receptor a je lokalizovan
v akrozomalni matrix (Jones et al. 1996). ACR byl nalezen nejen u mysi (Kallajoki et al. 1986),
ale také u prasat (Topfer-Petersen et al. 1985) a u ¢lovéka (Liu & Baker 1993). Ve spermatidach
byl nalezen jako neaktivni forma (zymogen) proakrosin, ktery se diky zvyseni
intraakrozomalniho pH v pribéhu kapacitace méni na svoji aktivni formu akrosin (Baba et al.
1989a, 1989D).

ACR se ucastni AR, vazby spermie k ZP oocytu a také napomaha penetraci spermie
skrzZP (Mao & Yang 2013). ACR je sckundarni vazebny receptor, ktery se vaze
na glykoprotein ZP2 (Howes et al. 2001). Zajimavé je, ze mySi spermie S knockoutovanym
genem pro ACR jsou oplozeni schopné, ale skrz ZP penetruji pomaleji oproti spermiim
s exprimovanym ACR. ACR urychluje rozptyleni akrozomalni matrix, tudiz spermie, které
exprimuji ACR dokazou oplodnit oocyt rychleji nez spermie, kterym byl gen pro ACR
knockoutovan. U mysi s knockoutovanym genem pro ACR dochazi k pomalej$imu uvoliiovani
nékterych akrozomalnich protein (Adham et al. 1997; Mao & Yang 2013).

3.2.1 Vazebné receptory u kanci

Nejznaméjsi a nejlépe popsané vazebné receptory specifické pro kance jsou proteiny
semenné plazmy, které patii do skupiny spermadhesint a protein DQH.

Spermadhesiny

Spermadhesiny jsou periferni membranové proteiny, které tvori vétsinu proteini semenné
plazmy (Dostalova et al. 1994). K nejlépe prozkoumanym spermadhesintm patii AWN, AQNI1,
AQNS3, PSP-1 a PSP-II, které maji rizn¢ glykosylované izoformy (Topfer-Petersen et al. 1998).
Spermadhesiny jsou sekretovany semennymi vacky, ale také prostatou a nadvarletem (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2002; Manaskova & Jondkova 2008). Jediné AWN je zarovenl syntetizovan
i epitelialnimi buiikami v rete testis a tubuli recti (Sinowatz et al. 1995; Ekhlasi-Hundrieser
et al. 2002). Spermadhesiny jsou lokalizovany Vv akrozomalni oblasti hlavicky spermie, kam
se vazou v prubéhu ejakulace (Topfer-Petersen et al. 1998; Jondkova & Ticha 2004,
Manaskova & Jonakova 2008).

Spermadhesiny maji v reprodukci mnoho funkci. Stabilizuji plazmatickou membranu
a ucastni se tvorby oviduktalniho rezervoaru (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005; Liberda et al.
2006). Kan¢i AQN1 je protein vazajici glykany, ktery je zapojen do vazby spermii
k oviduktalnimu rezervoaru. AQN1 vaze manosové a galaktosové zbytky na bunkach epitelu
vejcovodu (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005). Dale spermadhesiny funguji jako dekapacita¢ni
faktory. AWN a AQN3 se vazi na povrch spermii prostiednictvim interakci s fosfolipidy
V plazmatické membranég a brani predcasné AR (Dostalova et al. 1995). V prabé&hu kapacitace
je &ast spermadhesint z povrchu spermii uvolnéna (Dostalova et al. 1994). Cast spermadhesind,
Ktera zustava na povrchu spermii po kapacitaci je zapojena do vazby spermii na ZP oocytu
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(Ensslin et al. 1995; Topfer-Petersen et al. 1998). Hlavnimi kandidaty pro vazbu na ZP jsou
AWN, AQNI1 a AQN3, které¢ maji schopnost vazat se na sacharidové struktury ZP (Topfer-
Petersen et al. 2008).

DQH/BSP1/pB1

DQH/pBL1 je povrchovy protein spermii, ktery patfi mezi adhezni proteiny (Calvete et al.
1997; Jonakova et al. 1998; Bezouska et al. 1999). DQH protein je homologni s bovinnim
proteinem semenné plazmy (BSP) a s hiebéim HSP-1 a 2 (Seidah et al. 1987; Calvete et al.
1995). DQH byl nalezen v tekutiné a tkani semennych vackt a na povrch spermii se vaze béhem
ejakulace. Je lokalizovan Vv akrozomalni oblasti hlavicky spermii (Manaskova et al. 2007).
DQH protein ma sice oproti spermadhesinim odliSnou strukturu, ale vykazuje velmi podobné
vazebné vlastnosti (Manaskova et al. 2007). DQH interaguje s epitelialnimi bunkami vejcovodu
a pravdépodobné se Gcastni tvorby oviduktalniho rezervoaru (Liberda et al. 2006). Interaguje
nejen se sulfatovanymi polysacharidy, ale také s hyaluronovu kyselinou, ktera se nachazi
ve vejcovodu (Manaskova et al. 2007). DQH je schopen vazat glykoproteiny ZP
a monoklonalni protilatky pfipravené proti tomuto proteinu snizovaly vazbu spermii na oocyty
(Jonakova et al. 1998; Manaskova et al. 2007).

U kanct byly popsany i dalsi proteiny, které se ucastni vazby spermie na ZP oocytu.
Kromé vyse zminénych k nim patii naptiklad adhezni protein z (APz). APz je membranovy
protein, patii k primarnim vazebnym receptorim spermii pro ZP a vaze se na glykoprotein ZP3
(Peterson et al. 1991). Dale kanci sp38, ktery je homologem mysiho IAM 38 a lidského ZPB1
a ma podobnou charakteristiku vyskytu ve spermiich jako proakrosin. Protein sp38 je
lokalizovan na vnitini a vnéj§i akrozomalni membrané a v akrozomalni matrix
a pravdépodobné je zapojen do sekundarni vazby spermii na ZP oocytu (Mori et al. 1993, 1995;
McLeskey et al. 1997; Yu et al. 2006). Jednim z podrobnéji prozkoumanych moznych
kandidati se ZP vazajici aktivitou na kancich spermiich je také lactadherin, jehoz uloha
Vv reprodukci je popsédna nize.

3.3 Lactadherin

Lactadherin je glykoprotein, ktery byl nalezen u vice sav¢ich druhii (viz Tab. 3). Patii
mezi proteiny, které jsou sekretovany extracelularni matrix. Lactadherin ma multidoménovou
strukturu a ucastni se mnoha biologickych a fyziologickych procesi, jako napiiklad fagocytoza,
ateroskler6za, angiogeneze, ¢i regulace hemostazy (Kaminska et al. 2018). Lactadherin byl
nalezen nejen v mlé¢né zlaze u mysi a lidi, ¢i v mléku krav, ale také v mozku potkanti, v mysich
varlatech nebo na kanc¢ich spermiich (Shur et al. 2004) (viz Tab. 3).
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Tabulka 3: Lokalizace a nomenklatura lactadherinu v riznych savcich tkanich a télnich
tekutindach.

Druh Zdroj Nomenklatura Zdroje
5 varlata SED1 (Ensslin & Shur 2003)
s sl 6 MFGES (Stubbs et al. 1990)
potkan mozek rAGS (Ogura et al. 1996)
mléko PAS-6/7 (Andersen et al. 1997)
krava .
mléko Lactadherin (Andersen et al. 2000)
prase spermie p47 (Ensslin et al. 1998)
¢lovék mlééna Zlaza BA46 (Couto et al. 1995)

Prevzato a upraveno podle Shur et al. (2004).

Zajimava je tloha mysiho lactadherinu v mlééné Zlaze, kde je zapojen do remodelace
mlécné zldzy a do procestt spojenych s rozpoznanim bunék podstupujicich apoptdzou.
Nedostatek lactadherinu vede k akumulaci tukovych kapének v mlécnych kanalcich,
coz zpusobuje jejich zanét a mastididu (Hanayama & Nagata 2005).

Za zminku stoji i lactadherin nalezen v mlééné zlaze u lidi a izolovany z mléka (Giuffrida
et al. 1998). Jeho zvySena hladina v mlécné Zzlaze muze indikovat vyskyt nadorového
onemocnéni mléénych zlaz. Zajimavé je, Ze protilatky proti lactadherinu z mlécné Zlazy lidi
blokuji tvorbu nadoru u mysi, a pravé proto by mohl slouzit jako marker karcinomu mléénych
zlaz (Ceriani et al. 1982; Larocca et al. 1991; Couto et al. 1995; Carmon et al. 2002).
Fyziologicka koncentrace lactadherinu v mléce poskytuje ochranu proti rotavirové infekci
U kojenych déti. K imobilizaci viru pravdépodobné dochazi po navazani viru na jednu
z lactadherinovych domén (Newburg et al. 1998; Kvistgaard et al. 2004).

Nicméng lactadherin ma svou dulezitou ulohu i v reprodukci, kde je mimo jiné jednim
z kandidatu zapojenych do vazby na zona pellucida (ZP) oocytu.

3.3.1 Lactadherin u mysi (SED1)

Mysi SED1 je mozaikovy protein o molekulové hmotnosti pfiblizn¢ 53 kDa, ktery
se sklada ze dvou discoidinovych domén (F5/8 C domény) a ze dvou EGF domén (z angl.
epidermal growth factor) (Raymond et al. 2009). SED1 je protein nalezen na spermiich,
u kterého byla popséna vazebna aktivita na ZP oocytu. Kromé spermii je SED1 exprimovan
I v dalsich tkanich, jako napiiklad v mozku, plicich, srdci, brzliku, ledvinach, d¢loze,
nadledvinach, mandlich, svalech, slezin¢, pankreasu, potnich zlazach a Zlu¢niku. Nicmén¢ jeho
presna funkce v téchto tkanich ztstava neznama (Ensslin et al. 1998; Ensslin & Shur 2003;
Shur et al. 2004).

Spermaticky SED1 se poprvé objevuje ve vyvijejicich se gonadach. Dale je lokalizovan
v Golgiho komplexu spermatogennich bun¢k. V prabéhu epididymalni maturace a pti prichodu
spermii nadvarlaty se SED1 dostava na povrch spermii (Shur et al. 2006). SED1 se nachazi
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na plazmatické membrané hlavicky spermie v oblasti prekryvajici akrozom v misté, kde
dochazi k vazbé spermie na ZP oocytu (Ensslin & Shur 2003; Petrunkina et al. 2003).

Mysi SED1 se vaze na sacharidové zbytky glykoproteinii ZP2 a ZP3. Domény
discoidinu jsou zodpovédné za piipojeni SED1 na povrch spermie a za interakci se ZP
(Reitherman et al. 1975; Wassarman et al. 2001; Fuentes-Prior et al. 2002). Discoidinova
doména zprostiedkovava vazbu Siroké skaly proteinti jak na bunééné membrany, tak 1 na slozky
extracelularni matrix (Fuentes-Prior et al. 2002).

Byly navrzeny dva modely, které vysvétluji funkci SED1 beéhem vazby spermie na ZP.
Podle prvniho modelu SEDI1 funguje jako monomer a obsahuje dvé discoidinové domény,
pfi¢emz jedna je navazana na plazmatickou membranu spermie, zatimco druhd ma vyssi afinitu
k ZP (viz Obr. 2a) (Fuentes-Prior et al. 2002; Shur et al. 2004). Druhou moznosti je, ze SED1
funguje jako dimer nebo oligomer, kdy je vazba v dimeru zprosttedkovana dvéma EGF
doménami, které se vazou antiparalelné. Pfedpoklada se, Ze jedna discoidinova doména dimeru
SED1 zodpovida za vazbu SED1 na plazmatickou membranu spermie a na ZP oocytu, zatimco
druhé discoidinova doména vytvari bo¢ni interakce, které vedou k tvorb¢ tetrameru. Tetramery
predstavuji prvni a nezbytny krok k vytvofeni mezibunéénych kontakti (viz Obr. 2b) (Balzar
et al. 2001; Shur et al. 2004).

(a) .

EGF
repeats

(b)

Obrdazek 2: Mozné zpuisoby vazby SED1 na plazmatickou membranu spermie a zona pellucida
(ZP) oocytu. A) SED1 funguje jako monomer — jedna discoidinova doména se vdize
na plazmatickou membranu spermie, druhd discoidinova doména se vize na ZP oocytu.
B) SED1 funguje jako dimer — jedna discoidinovda doména se vdze na plazmatickou membranu
spermie a ZP oocytu, druha discoidonova doména zprostiedkovava tvorbu tetrameru z EGF
domén, kterym vytvari mezibunécnou interakci mezi spermii a oocytem. F5/8 C — discoidin
domain, EGF — z angl. epidermal growth factor. Prevzato a upraveno podle Shur et al. (2004).

13



3.3.2 Lactadherin u prasat (p47)

Na kanc¢ich spermiich byl lactadherin (p47) detekovan jako 47 kDa protein (Ensslin et al.
1998). p47 je periferni protein plazmatické membrany spermie lokalizovan v apikalni oblasti
hlavicky. Spermie opoustéjici varlata maji na svém povrchu p47, ktery je maskovan dalSimi
testikularnimi proteiny. Protein p47 se na spermie vaze i béhem jejich prichodu nadvarlaty
a mize byt odhalen v pribehu epididymalni maturace diky remodelaci plazmatické membrany
(Ensslin et al. 1998; Petrunkina et al. 2003).

Kanci p47 je schopen vazat se na sacharidové struktury epitelu vejcovodu (viz Obr. 3)
(Topfer-Petersen et al. 2008). Soucasti epitelu vejcovodu jsou sacharidové Lewis X struktury
(Kadirvel et al. 2012). Lewis X je trisacharidova struktura, ktera je tvofena z monosacharidi
N-acetyl glukosaminu, galaktozy a fukdzy (Peréz et al. 1996). Protein p47 se ucastni
rozpoznavani Lewis X struktur v epitelu vejcovodu a tim napomaha spermiim navazat
se do oviduktalniho rezervoaru (Kadirvel et al. 2012; Machado et al. 2014). Silva et al. (2017)
potvrdili ucast p47 piivazbé spermii na epitel vejcovodu. Inkubovali bunky vejcovodu
s rekombinantnim p47, ktery obsadil vazebna mista pro p47 na buiikach vejcovodu a spermie
pak nebyly schopny se na epitel vejcovodu navazat (Silva et al. 2017).

Krom¢ vazby na sacharidové Lewis X struktury je p47 zapojen i do vazby s integriny
v epitelu vejcovodu (Andersen et al. 2000; Chegini et al. 2001). Integriny jsou
transmembranové glykoproteiny, které jsou slozeny ze dvou podjednotek a vytvareji
heterodimery. Zprostiedkovavaji vazbu na extracelularni matrix nebo pomahaji bunikam vazat
se na jiné bunky prostfednictvim integrinovych receptorti (Alberts et al. 2002).

1. sperm-oviduct

binding
oviductal epithelium \
J ' R -
k sperm ST ;
membrane \| |,‘ LI |
uncapacitated sperm capacitated sperm

Obrazek 3: Uloha proteinu p47 ve vazbé spermii k epitelu vejcovodu. Ejakulované spermie se
prostrednictvim proteinu p47, ktery je pritomen na jejich povrchu, vazou na sacharidové
struktury epitelu vejcovodu, kde podstupuji kapacitaci. Pri kapacitaci dochazi k reorganizaci
plazmatické membrany a redistribuci proteinu p47. Prevzato a upraveno podle Topfer-Petersen
et al. (2008).
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Béhem kapacitace se méni distribuce kanc¢iho p47. Z apikalni oblasti hlavicky se dostava
do celé akrozomalni oblasti spermie (Petrunkina et al. 2003). Predpoklada se, Ze redistribuce
p47 napomaha spermiim odpoutat se od epitelu vejcovodu (Silva et al. 2014). Dale
se piedpoklada, ze se redistribuce a degradace kanciho p47 v pribéhu kapacitace ucastni
ubiquitin-proteasomovy systém (UPS). Béhem degradace proteinu pomoci UPS dochazi
k ubiquitinaci lactadherinu a k jeho nasledné degradaci 26S proteasomem na kanc¢ich spermiich
(Zigo et al. 2019).

Nicméné kanci protein p47 na spermiich zlstava i po kapacitaci (Zigo et al. 2015), coz
napovida, ze by se mohl Gi¢astnit také procest spojenych s vazbou spermie na ZP oocytu, stejné
jako to bylo popsano u mysiho SED1. U p47 sice byla popsana vazebna aktivita na sacharidové
struktury ZP  oocytu (Ensslin et al. 1998), ale zda je skute¢né zapojen
do primarni vazby spermii na ZP, nebylo doposud pomoci vazebnych studii potvrzeno.

15



4 Material a metodika

K experimenttim byl pouzit kan¢i ejakulat z inseminacni stanice (IS) Skr$in NATURAL,
spol. s.r.0.) a z IS Kout na Sumavé (CHOVSERVIS a.s.), ktery byl v podobé& inseminaénich
davek prevazen do laboratotfe v termoboxu pii teploté 17 °C. Prasec¢i vajecniky byly ziskany
z jatek v Piibrami a do laboratofe byly transportovany v termoboxu ve fyziologickém roztoku
pfti teploté 39 °C.

Pokud Vv praci neni uvedeno jinak, pro vSechny experimenty byly pouzity chemikalie
znac¢ky Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA.

4.1 Priprava vzorki spermii pro Western blot detekci a neprimou
imunofluorescenci

Pro Western blot detekci a nepfimou imunofluorescenéni mikroskopii byly spermie
rozdéleny do tfi skupin — ejakulované, kapacitované a akrozomalné zreagované. Spermie byly
nejprve sto¢eny (5 min, 250 x g, 17 °C) a nasledné 3x promyty v PBS (0,01 M Phosphate-
buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCI, pH 7,4). Poté byla ¢ast spermii kapacitovana
po dobu 1,5 hod pii teploté 38 °C a 5 % CO2 Vv kapacitatnim médiu (sloZeni kapacitacniho
média viz Tab. 4). Po kapacitaci byla ¢ast zkapacitovanych spermii odebrana a 3x promyta
v PBS (5 min, 250 x g). K druhé ¢asti kapacitovanych spermii byl pfidan 10 uM kalcium
ionofor pro navozeni akrozomalni reakce. Spermie byly inkubovany s kalcium ionoforem
pii teploté¢ 38 °C a 5 % COz po dobu 1 hod. Poté byly akrozomalné zreagované spermie
3x promyty v PBS. Takto pfipravené spermie (ejakulované, kapacitované a akrozomalné
zreagované) byly pouZity pro piipravu vzorkli pro SDS elektroforézu a pro nepiimou
imunofluorescen¢ni mikroskopii.

Pro extrakci proteinti pro SDS elektroforézu byl k peleté ejakulovanych, kapacitovanych
a akrozomdln& zreagovanych spermii o pfiblizné koncentraci 5x10’ spermii/ml ptidan
redukujici pufr (3,8 ml H20, 1,0 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (Bio-Rad, Hercules, California,
USA), 0,8 ml glycerol, 1,6 ml 10% SDS, 0,4 ml 0,05% bromfenolova modf, 0,4 ml
2- merkaptoetanol) v poméru 1:2 (peleta:mnozstvi vzorkového pufru). Vzorky byly ponechany
na ledu pro lepsi 1yzu bunék po dobu 30 min a kazdych 5 min byly fadn€ promichany. Poté byly
vzorky povareny pii 100 °C po dobu 5 min a nasledné byly stoceny (3 min, 10 000 x g). Takto
ptipravené vzorky byly pouzity pro SDS elektroforézu.

Pro nepfimou imunofluorescenci bylo kpelet¢ promytych ejakulovanych,

kapacitovanych a akrozomalné zreagovanych spermii pfidano PBS, aby finalni koncentrace
¢inila pFiblizng 1x10° spermii/ml.
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Tabulka 4: Slozeni kapacitacniho média

Chemikalie MnozZstvi rozpusténo v 1 1 destilované vody
NaCl 6,663 ¢
KCI 0,238 ¢
NazHPO4 0,041 ¢
laktat sodny 1,4 ml
MgCl2 x 6 H20 0,102 ¢
HEPES 2,383 9
pyruvat sodny 0,022 g
sorbitol 2,186 g
gentamicin 0,025 g
penicilin 0,065 g
PVA 0,100 g
glukoza 1,980 g
pyruvat sodny 0,550 g
BSA 209
NaHCOs 0,168 ¢
CaCl2 x 2 H.0 0,294 ¢

4.2 Neprima imunofluorescen¢ni mikroskopie

Pro nepfimou imunoflourescenci byla pouzita suspenze spermii ejakulovanych,
kapacitovanych a akrozomaln¢ zreagovanych (viz 4.1 Pfiprava vzorkl spermiti).
Pfed nanesenim suspenze spermii byla na podlozni skli¢cka pomoci PAN Pen (Liquid Blocker
Super PAN Pen, Agar Scientific, Stansted, UK) nakreslena kolecka. Do kolecek bylo naneseno
20 pl suspenze spermii a do suspenze spermii bylo pfidano 50 pl acetonu. Suspenze spermii
byla fixovana 10 min.

Po fixaci byla sklicka se spermiemi oplachnuta PBS a destilovanou vodou. Po zaschnuti
byla na skli¢ka nanesena primarni protilatka 1H9 proti lactadherinu (p47) (Zigo et al. 2015)
Vv poméru 1:10 a inkubovéna ptes noc pii 4 °C ve tmé a vlhké komirce. Vzorky spermii, které
byly ponechany pro negativni kontrolu, byly inkubovany pouze s PBS pfes noc pti 4 °C ve tmé
a vlhké komtirce. Po inkubaci byla sklicka oplachnuta PBS a destilovanou vodu. Po zaschnuti
byla na vzorky nanesena sekundarni protilatka proti my$im imunoglobulintim Alexa Flour™
488 anti-mouse 1gG (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) fedéna v poméru 1:300 v PBS
a inkubovédna po dobu 1 hod pii pokojové teploté ve tme¢ a vlhké komiirce. Po inkubaci
se sekundarni protilatkou byla sklicka oplachnuta PBS a destilovanou vodou a byla ponechéana
k zaschnuti. Poté byl na skli¢cka nanesen PNA lektin konjugovany s Rhodaminem (Rhodamine
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Peanut Agglutinin; Vector laboratories, Burlingame, California, USA) fedény 1:500 v PBS.
Preparaty byly s PNA inkubovany pii pokojové teploté, ve vlhké komtrce a tmé po dobu
30 min. Po inkubaci a promyti skli¢ek PBS a destilovanou vodou bylo na preparaty aplikovano
10 pl montovaciho média DAPI (Vecta-Shield DAPI, Antifade Mounting Medium, Vector
laboratories, Burlingame, California, USA). Skli¢ka s preparaty spermii byla piekryta krycim
sklem a zafixovdna pomoci laku na nehty. Takto pfipravené preparaty byly nasnimany
pod fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E 600 a zdokumentovany pomoci kamery
(Nikon Digital Sight DS-Fil, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.

4.3 SDS elektroforéza a Western blot detekce

Pro SDS elektroforézu byla pouzita aparatura pro vertikalni elektroforézu — systém Mini-
PROTEAN Tetra (Bio-Rad, Hercules, California, USA). Do skel s pfipravenym
15% akrylamidovym separa¢nim gelem: 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (Bio-Rad, Hercules,
California, USA), 5,0 ml 30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, Hercules, California, USA),
2,5 ml destilovand voda, 100 ul 10% SDS, 4,5 ul TEMED, 70 ul 10% persiran amonny
a 4% zaostiovacim gelem: 1,52 ml destilovana voda, 0,625 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (Bio-
Rad, Hercules, California, USA), 0,325 ml 30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, Hercules,
California, USA), 0,025 ml 10% SDS, 3,8 ul TEMED, 50 ul 10% APS byl vlozen hiebinek
pro tvorbu jamek. Skla byla po ztuhnuti geli pfenesena do aparatury a zalita
5X koncentrovanym elektrodovym pufrem (15 g TRIS, 72 g glycin, 5 g SDS, rozpusténo v 1 1
destilované vody, fedéno 1:4). Poté byly vytaZzeny hiebinky a nasledné byly do jamek naneseny
proteinové extrakty jednotlivych skupin spermii o objemu 15 pl a 3 pl proteinového standardu
Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad, Hercules, California, USA) pro odhad
molekulové hmotnosti separovaného proteinu. Elektroforéza probihala 20 min pfi konstantnim
napéti 80 V a poté 1,5 hod pti 140 V.

Pro elektroptenos proteinit na PVDF (Millipore, Burlington, Massachusetts, USA) byl
pouzit systétm od firmy Bio-Rad (Hercules, California, USA). Nejprve byl pfipraven
transferovy pufr (3,03 g TRIS, 14,4 g glycin, 200 ml metanol, rozpusténo v 800 ml destilované
vody), do kterého byl namacen material pro elektropfenos. Kazeta pro Western blot byla
sestavena nasledovné: houbicka, filtra¢ni papir membranu (Whatman chromatography paper,
GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA), gel se separovanymi proteiny, PVDF membrana, ktera
byla pied pouzitim aktivovana v metanolu po dobu cca 1 minuty, filtraéni papir a houbicka.
Takto zkompletovana kazeta byla vloZzena do aparatury pro elektropfenos. Pfenos proteina byl
provadén pii konstantnim proudu 500 mA po dobu 45 min.

Membréna s pienesenymi proteiny byla po vyjmuti z kazety po dobu 30 vtefin barvena
Ponceau (Ponceau S Solution) pro vizualizaci proteinti. Poté bylo pozadi membrany odmyto
destilovanou vodou a promyto v PBS s 0,5% Tweenem (PBS-T). Volna mista na membrané
byla deaktivovana 5% susenym mlékem (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk; Bio-Rad,
Hercules, California, USA) rozpuSténym v PBS po dobu 1 hodiny. Nasledovala inkubace
s mysi monoklonalni protilatkou 1H9 proti p47 (Zigo et al. 2015) fedénou 1:100 v 1% mléce
pii 4 °C pfes noc. Pro negativni kontrolu byla membrana inkubovana pouze v 1% mléce
pii 4 °C pies noc. Pro normalizaci mnozstvi proteinti Ve vzorku byla membrana inkubovana
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s my$i monoklonalni protilatkou proti a-tubulinu DM1A fedénou Vv poméru 1:5000 v PBS
pii4 °C pres noc. Po inkubaci sprimarni protilaitkou 1H9 proti p47, s protilatkou
proti a- tubulinu DM1A nebo pouze v 1% mléku byla membrana promyvana 3x po dobu 10 min
PBS-T a poté¢ inkubovana se sekundarni protilatkou proti mySim imunoglobuliniim (Goat anti-
mouse 1gG (L+H), Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad, California, USA) fedénou
v poméru 1: 3 000 v 1% mléce po dobu 1 hod pii pokojové teplote. Po inkubaci byla membrana
6x promyta po dobu 10 min v PBS-T.

Pomoci chemiluminiscen¢niho substratu (Super Signal West Pico Plus, Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) byla v ptistroji Azure ¢300 (Azure Biosystems,
Dublin, California, USA) provedena vizualizace specifické detekce proteinu.

4.4 Vazebné studie

4.4.1 Priprava oocyti

Oocyty byly ziskavany aspiraci z folikulti o velikosti 2-5 mm injek¢ni stiikackou s jehlou
18 G. Bylo ptipraveno modifikované kultivacni médium M199 obohacené o laktat vapenaty
(0,6 mg/ml), pyruvat sodny (0,25 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml),
sérovy albumin (0,005 g/ml) a fetalni bovinni sérum (50 pl/ml). Pro experiment byly
pod stereomikroskopem vybrany pouze oocyty s kompaktnim obalem kumularnich bunék
a nepoSkozenou cytoplazmou. Oocyty byly pfeneseny do ctyfjamkovych Petriho misek
a do kultivaéniho média byly ptidany tii kapky P. G. 600 (15,5 IU eCG : 6,6 IU hCG/ml)
(Intervet, Boxmeer, Holland). Oocyty byly kultivovany pii 39 °C v 5 % CO> po dobu 48 hodin.
Po 48 hodinach byly z oocytll odstranény kumulédrni bunky a poté byly oocyty 3x promyty
v mTBM médiu (sloZzeni média viz Tab. 5).

Tabulka 5: Slozeni mTBM média

Chemikalie Mnozstvi rozpusténé v 100 ml destilované vody
NaCl 0,6611 g
KCI 0,0224 g
CaClz x 2 H.0 0,1102 g
TRIS 0,2423 g
glukoza 0,1982 g
pyruvat sodny 0,0550 g
kofein 0,0667 g
BSA 0,2000 g
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4.4.2 Priprava spermii

Kanci spermie byly nejprve spocitany v Biirkerové komtrce. Poté byly spermie stoCeny
(5 min, 250 x g, 17 °C). Nasledné byl odebran supernatant a k pelet¢ spermii byl pfidan
1 ml PBS-PVA (4 g NaCl, 0,1 g KCl, 0,13 g KH2POy4, 0,55 g Na2HPO4, 0,50 g PVA, 500 ml
destilované vody). Spermie byly lehce resuspendovany a promyty (5 min, 250 x g, 17 °C).
Spermie byly promyty celkem 3x. Po promyti byla koncentrace spermii upravena
na 10° spermii/ml a poté byly spermie pouZity pro vazebné studie.

Pro vazebné studie byly pouzity tii odliSné metodiky. V rdmci jedné metodiky byly
spermie rozdéleny do tii experimentalnich skupin pro sledovani vazebné aktivity lactadherinu:
1. skupina — monoklonalni protilatka 1H9 proti lactadherinu v poméru 1:1
2. skupina — pozitivni kontrola s pouzitim mysiho IgG v poméru 1:500
3. skupina — negativni kontrola bez pouziti protilatky

4.4.3 Vazebna studie — metodika ¢. 1

Po promyti spermii bylo k peleté ptfidano 5 ml kapacitacniho média (slozeni média viz
Tab. 4) a suspenze byla resuspendovana. Spermie byly kapacitovany po dobu 1,5 hod pfi teploté
38 °C a 5 % COa.. Po kapacitaci byly spermie opét 3x promyty v PBS-PVA (5 min, 250 x g,
17 °C). Promyté spermie byly resuspendovany v 1 ml mTBM média (slozeni média viz Tab. 5).
Poté byly spermie rozdéleny do tfi skupin (viz 4.4.2 Ptiprava spermii) a spermie byly
ponechany na 30 min pii teploté 38 °C a 5 % CO2. Po inkubaci bylo 10 pl spermii ptidano
K promytym oocytim v 50 pul mTMB média. Suspenze spermii s oocyty byla pfevrstvena
mineralnim olejem a poté byly spole¢né inkubovany ve vazebném mTBM médiu 30 min
pfti teploté 39 °C a 5 % COa.

Inkubace spermii  Inkubace spermii s oocytem
s protilatkou

Centrifugace a Centrifugace a
promyti spermii promyti spermii

3x 3x ‘\/’t\-"}

d"' {f. \/’r\-".}

(- o D T e
1,5 hod 30 min 30 min
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4.4.4 Vazebna studie — metodika ¢. 2

Promyté spermie byly rozdéleny do tii skupin (viz 4.4.2 Piiprava spermii) a inkubovany
s protilatkou 30 min pfi teploté 38 °C a 5 % CO». Po inkubaci bylo 10 ul spermii ptidano
K promytym oocytim v 50 ul mTMB média, kde byly spermie zaroven kapacitovany. Suspenze
spermii s oocyty byla pfevrstvena minerdlnim olejem a poté byly spoleéné inkubovany
ve vazebném mTBM médiu 1,5 hodiny pfi teploté 39 °C a 5 % COx.

Inkubace spermii Inkubace spermii s oocytem

s protilatkou
Centrifugace a
promyti spermii

30 min 1,5 hod

4,45 Vazebna studie — metodika ¢. 3

Promyté spermie byly rozdéleny do tfi skupin (viz 4.4.2 Ptiprava spermii). Ze suspenze
spermii bylo odebrano 10 ul spermii a pfidano k promytym oocytim v 50 pl mTBM média,
kde byly spermie zaroven kapacitovany. Suspenze spermii s oocyty byla pievrstvena
mineralnim olejem a poté byly spole¢né inkubovany ve vazebném mTBM médiu 1,5 hodiny
pfti teploté 39 °C a 5 % COa.

Inkubace spermii

. s protilatkou a oocytem
Centrifugace a

promyti spermii ¢ &
ax v\<..?

#-g..:_. \_,/W\"Q o

1,5 hod
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4.4.6 Hodnoceni vazby spermii na zona pellucida

Po inkubaci byly oocyty s navdzanymi spermiemi pfeneseny na teflonova sklicka.
Do kapky s oocyty s navazanymi spermiemi bylo pfidano 5 ul montovaciho média VectaShield
DAPI (Anifade Mounting Medium; Vector Laboratories, Burlingame, California, USA).
Teflonové sklicko byly ptekryto krycim sklickem a zafixovano pomoci laku na nehty.
Zhotovené preparaty byly pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem Nikon Eclipse E 600,
zdokumentovany pomoci kamery (Nikon Digital Sight DS-Fil, Japonsko) a softwaru
pro analyzu obrazu NIS Elements.

4.5 Statistické vyhodnoceni

Vysledky detekce lactadherinu ze Etyt opakovani byly denzitometricky zpracovany
pomoci programu C-Digit Image Studio (verze 4.0). Data ziskana z denzitometrické analyzy
jsou prezentovana jako prumér + smérodatna odchylka (SD) a byla statisticky vyhodnocena
pouzitim jednovybérového testu — analyzy rozptylu (ANOVA) pomoci programu Excel
(Microsoft Office Professional Plus 2016).
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5 Vysledky

5.1 Lokalizace kanciho lactadherinu ve spermiich

Nepifimou imunofluorescenéni mikroskopii byla sledovana lokalizace kanciho
lactadherinu (p47) v ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomalné zreagovanych spermiich
fixovanych a permeabilizovanych acetonem. K detekci byla pouzita mysi monoklonalni
protilatka 1H9 proti p47 a k vizualizaci sekundarni protilatka proti mySim imunoglobulinim
Alexa Flour™ 488 anti-mouse 1gG (zelena fluorescence). Akrozom byl oznaden PNA lektinem
konjugovanym s Rhodaminem (Cervena fluorescence) a jadro bylo znaceno DAPI (modra
fluorescence). U negativni kontroly byly vzorky inkubovany pouze se sekundarni protilatkou
proti my$im imunoglobuliniim Alexa Flour™ 488 anti-mouse 1gG.

Na obrazku 4 jsou zobrazeny kanci ejakulované spermie, které byly fixovany
a permeabilizovany acetonem. Protein p47 byl lokalizovan pomoci protilatky v akrozomalni
oblasti hlavicky spermie. Na obrazku 4D je zobrazen detail ejakulované spermie fixované
a permeabilizované acetonem.

Obrazek 4: Ejakulované kanci spermie fixované a permeabilizované acetonem. Detalil
ejakulované spermie (D). Jadro oznacené DAPI (A, A"), akrozom oznaceny PNA lektinem
konjugovanym s Rhodaminem (B, B"), reakce s protildatkou 1H9 proti p47 (C, C"). Meritko
10 um, zvétseni 400x.



Na obrazku 5 jsou zobrazeny kanci kapacitované spermie, které byly fixovany
a permeabilizovany acetonem. Protein p47 byl lokalizovan pomoci protilatky v akrozomalni
oblasti hlavicky spermie. Na obrazku 5D je zobrazen detail kapacitované spermie fixované
a permeabilizované acetonem.

Obrazek 5: Kapacitované kanci spermie fixované a permeabilizované acetonem. Detail
kapacitované spermie (D). Jadro oznacené DAPI (A, A’), akrozom oznaceny PNA lektinem
konjugovanym s Rhodaminem (B, B"), reakce s protilatkou 1HY proti p47 (C, C’). Méritko
10 um, zvetseni 400x.
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Na obrazku 6 jsou zobrazeny kanc¢i akrozomalné zreagované spermie, které byly fixovany
a permeabilizovany acetonem. Protein p47 byl lokalizovan Vv celé oblasti hlavicky spermie.
Naobrdzku 6D je zobrazen detail akrozomdln¢ zreagované spermie fixované

a permeabilizované acetonem.

Obrazek 6: Akrozomalné zreagované kanci spermie fixované a permeabilizované acetonem.
Detail akrozomalné zreagované spermie (D). Jadro oznacené DAPI (A, A’), akrozom oznaceny
PNA lektinem konjugovanym s Rhodaminem (B, B’), reakce s protilatkou 1H9 proti p47
(C, C"). Meritko 10 um, zvetseni 400x.
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Na obrazku 7 jsou zobrazeny negativni kontroly pro kanc¢i spermie, které byly fixovany
a permeabilizovany acetonem a inkubovany pouze se sekundarni protildtkou proti mySim

imunoglobulinim Alexa Flour™ 488 anti-mouse 1gG. Negativni kontrola potvrdila, Ze nedoglo
Kk nespecifické reakci.

--

Obrazek 7: Kanci ejakulované (E), kapacitované (K) a akrozomdalné zreagované (AR)
spermie fixované a permeabilizované acetonem. Jadro oznacené DAPI (A), akrozom
oznaceny PNA lektinem konjugovanym s Rhodaminem (B), reakce s protildtkou proti mysim
19G (C). Meritko 10 um, zvétseni 400x.

26



5.2 Detekce kan¢iho lactadherinu v extraktech spermii

Kan¢i lactadherin (p47) byl detekovan za redukujicich podminek v extraktech
ejakulovanych, kapacitovanych a akrozomaln¢ zreagovanych spermii. Membrana
se separovanymi proteiny z extrakt kancich spermii je zobrazena na obrazku 8A. Byly patrné
dva proteinové prouzky o molekulovych hmotnostech pfiblizn¢ 35 a 45 kDa. Membrana
na obrazku 8B slouzila jako negativni kontrola inkubovana pouze se sekundarni protilatkou.
Na obrazku 8C je zobrazena membrana s detekci a-tubulinu pro normalizaci optické denzity
detekovaného proteinu p47.

kba St E KAR St E K AR St E K AR

250 —»

150 —>»

100 —» -

75 —»

50 —» 45 kDa -
‘—

37 —» <+ -
35kDa

25 —»

20 —»

15 —»

Obrazek 8: Imunodetekce proteinu p47 v extraktech kancich spermii pomoci protilatky 1H9.
Detekce p47 protilatkou 1H9 (A), negativni kontrola (B), detekce tubulinu pro normalizaci
optické denzity (C). St — standardy molekulovych hmotnosti, E — ejakulované spermie,
K — kapacitované spermie, AR — akrozomdalné zreagované spermie.

Extrakty proteinii z membrany vizualizované chemiluminiscenénim substratem
a z membrany, kde byl detekovan a-tubulin, byly denzitometricky vyhodnoceny a ziskana data
byla analyzovana. Byl zjistén podil denzitometrickych hodnot detekce proteinu p47
a a-tubulinu jako referen¢niho proteinu v kazdém extraktu.

Hodnoty relativni optické denzity ze Ctyf opakovéani byly vyjadieny jako pramér
+ smérodatné odchylka (SD) a mnozstvi p47 ve vzorcich bylo vztahovano k hodnoté relativni
optické denzity ejakulovanych spermii. Primérna hodnota intenzity signalu ve vzorku
kapacitovanych spermii ¢inila 1,02+0,36 a akrozomaln¢ zreagovanych spermii 0,87+0,28 (viz
Graf 1).
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Graf 1: Prumérna hodnota signadlu reakce protilatky 1H9 s proteinem p47 u ejakulovanych,
kapacitovanych a akrozomalné zreagovanych spermii vztazena k optické denzité detekce
p47 v ejakulovanych spermiich.

Hodnoty relativni optické denzity byly podrobeny jednofaktorovému testu ANOVA.
V mnozZstvi proteinu p47 nebyl nalezen mezi ejakulovanymi, kapacitovanymi a akrozomalné
zreagovanymi spermiemi statisticky vyznamny rozdil (P>0,05).

5.3 Blokace vazby spermii na zona pellucida oocytu s vyuzitim
monoklonalni protilatky 1H9 proti lactadherinu

Pro sledovani vazebné aktivity kanciho lactadherinu (p47) se zona pellucida (ZP) oocytu
byly spermie rozdéleny do tii skupin — spermie inkubované s monoklonalni protilatkou 1H9
proti p47, spermie inkubované s mySim IgG (negativni kontrola) a spermie bez inkubace
s protilatkou (pozitivni kontrola). Jadra spermii byla ozna¢ena DAPI (modré fluorescence).

5.3.1 Studium vazby podle metodiky €. 1

V metodice €. 1 (viz kap. 4.4.3 Vazebna studie — metodika ¢. 1) byly pro vazbu spermii
na oocyty pouzity kapacitované spermie. Spermie byly rozdé€leny do tfi skupin (viz vyse)
a po dobu 30 min inkubovany V ptisluSnych skupinéach s protilatkou 1H9 proti p47, s mySim
IgG a bez protilatky. Poté byly spermie ve skupinidch ptfidany k5 oocytim a spolecné
inkubovany ve vazebném médiu mTBM po dobu 30 min.

Na obrazku 9 jsou zobrazeny oocyty s navazanymi spermiemi. Nejvice spermii
se na oocyt navazalo v kontrolni skupiné bez predeslé inkubace spermii s protilatkou (viz
obrazek 9C). V porovnani s pozitivni kontrolou bylo na oocytech ve skupin€¢ po inkubaci
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spermii s my$im IgG méné navazanych spermii (viz obrazek 9B). Nejméné spermii bylo
na oocytech navazano ve skupiné¢ po inkubaci spermii s monoklonalni protildtkou 1H9
proti p47 (viz obrazek 9A). Primérny pocet spermii navazanych na 5 oocyti je zobrazen
v grafu 2.

Obrazek 9: Kapacitované spermie navazanée na oocyty po inkubaci ve vazebném médiu mTBM
s protilatkou 1HY proti p47 (A), s protilatkou proti mysim IgG — negativni kontrola (B),
bez pridané protilatky — pozitivni kontrola (C). Méritko 20 um, zvétseni 400x.
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Graf 2. Prumérny pocet spermii navdazanych na 5 oocytii podle metodiky ¢. 1. Spermie
inkubované s protilatkou 1H9 proti p47, s mysim IgG a spermie inkubované bez protilatky.

5.3.2 Studium vazby podle metodiky €. 2

V metodice €. 2 (viz kap. 4.4.4 Vazebna studie — metodika ¢. 2) byly pro vazbu spermii
na oocyty pouzity ejakulované spermie. Spermie byly rozdéleny do tii skupiny (viz vyse)
a po dobu 30 min inkubovany V piislusnych skupinach s protilatkou 1H9 proti p47, s mySim
IgG a bez protilatky. Poté byly spermie ve skupinach pifidany k5 oocytim a spolecné
inkubovany ve vazebném médiu mTBM po dobu 30 min, kde byly spermie zaroveil
I kapacitovany.
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Na obrazku 10 jsou zobrazeny oocyty S navazanymi spermiemi. Nejvice spermii
se na oocyt navazalo v kontrolni skupiné bez ptedeslé inkubace spermii s protilatkou (viz
obrazek 10C). V porovnani s pozitivni kontrolou bylo na oocytech ve skupiné po inkubaci
spermii s mySim IgG méné navazanych spermii (viz obrazek 10B). Nejméné spermii bylo
na oocytech navazano ve skupiné po inkubaci spermii s monoklonalni protilatkou 1H9
proti p47 (viz obrazek 10A). Pramérny pocet spermii navazanych na oocyty je zobrazen
v grafu 3.

Obrazek 10: Kanci spermie navdzané na oocyty po inkubaci ve vazebném médiu mTBM
s protilatkou 1H9 proti p47 (A), s mysim IgG — negativni kontrola (B), bez pridané protilatky
— pozitivni kontrola (C). Méritko 20 um, zvétseni 400x.
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Graf 3: Prumeérny pocet spermii navazanych na 5 oocytii podle metodiky ¢. 2. Spermie
inkubované s protilatkou 1H9 proti p47, s mysim 1gG a spermie inkubované bez protilatky.

5.3.3 Studium vazby podle metodiky ¢. 3

V metodice €. 3 (viz kap. 4.4.5 Vazebna studie — metodika ¢. 3) byly pro vazbu spermii
na oocyty pouzity ejakulované spermie, které byly rozdéleny do tii skupin a ptidany k péti
oocytim. Ke skupindm byly pfidany protilatky proti p47, proti mys$im IgG a jedna skupina byla
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inkubovéna bez protilatek. Poté byly spole¢né inkubovany ve vazebném médiu mTBM po dobu
1,5 hod, kdy spermie zaroven podstoupily kapacitaci.

Na obrazku 11 jsou zobrazeny oocyty s navazanymi spermiemi. Nejvice navazanych
spermii bylo v kontrolni skupiné, kde spermie nebyly inkubovany s protilatkou ani mySim IgG
(viz obrazek 11C). Mén¢ navazanych spermii na oocytech bylo ve skupiné, kde spermie byly
inkubovany s mysim IgG (viz obrazek 11B). Nejmén¢ navazanych spermii na oocytech bylo
ve skuping, kde spermie byly inkubovany s protilatkou proti p47 (viz obrazek 11A). Praimérny
pocet spermii navazanych na oocyty je zobrazen v grafu 4.

Obrazek 11: Kanci spermie navdzané na oocyty po inkubaci ve vazebném médiu mTBM
s protilatkou 1H9 proti p47 (A), s mysim IgG — negativni kontrola (B), bez pridané protilatky
— pozitivni kontrola (C). Méritko 20 um, zvétseni 400x.
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Graf 4: Primeérny pocet spermii navazanych na 5 oocytit podle metodiky ¢. 3. Spermie
inkubované s protilatkou 1H9 proti p47, s mysim I1gG a spermie inkubované bez protilatky.

Vzhledem K nizkému poctu oocytit pouzitych v jednotlivych metodikach nebylo mozné
statistické vyhodnoceni vysledkli primérného poctu spermii navazanych na oocyty Vv ramci
skupin.
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6 Diskuze

Spermie musi podstoupit nékolik procesti, aby byly schopny navazat se na oocyt
anasledné jej oplodnit. Mezi tyto procesy patii epididymalni maturace, ktera probiha
v nadvarlatech a kapacitace v sami¢im pohlavnim traktu, béhem nichz dochazi k reorganizaci
plazmatické membrany a pteskupeni povrchovych proteinti (Toshimori 2003). Béhem
kapacitace dochazi k odhaleni povrchovych proteinti, které mohou byt zapojeny do primarni
vazby spermii k zona pellucida (ZP) oocytu (Florman & Fissore 2015). Primarni vazba spermii
k ZP oocytu iniciuje signalni kaskadu, ktera spousti akrozomalni reakci (AR), béhem které
dochazi k odkryti sekundarnich vazebnych receptort (Yanagimachi 1994).

Vazebnych receptori s afinitou k ZP byla na povrchu spermii riznych druhti popsana
cela fada (viz kapitola 3.2 Vazebné receptory pro ZP na spermii). Na kanéich spermiich byly
charakterizovany spermadhesiny nebo naptiklad protein DQH a jako kandidat pro vazbu k ZP
oocytu byl navrzen i kanci lactadherin (p47).

V nasi praci jsme se zamé&fili na lokalizaci proteinu p47 v kanc¢ich spermiich v riznych
stadiich jejich post-testikularniho vyvoje, kdy jsme protein p47 detekovali v akrozomalni
oblasti hlavi¢ky ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii. Nase vysledky jsou ¢astecné
v souladu s jiz diive publikovanymi daty. Ensslin et al. (1998) a Petrunkina et al. (2003)
se zabyvali lokalizaci p47 ve spermiich pochazejicich z varlat a nadvarlat a také spermiich
po in vitro kapacitaci. Autofi ve svych studiich lokalizovali protein p47 v apikalni oblasti
akrozomalni ¢epicky ejakulovanych spermiich a po celé akrozomalni oblasti u kapacitovanych
spermii. Ensslin et al. (1998) ve své praci vyuzili fixaci spermii v metanolu, na rozdil
od Petrunkina et al. (2003), ktefi fixovali spermie paraformaldehydem. V nasi studii jsme
protein p47 lokalizovali po fixaci spermii acetonem. Nase vysledky jsou navic doplnény
0 lokalizaci proteinu p47 v akrozomalné zreagovanych spermiich, kde byl p47 nalezen v celé
oblasti hlavicky spermie, coZ znamena jeho pravdépodobnou lokalizaci ve vnitini akrozomalni
membrang.

Pomoci protilatky 1H9 jsme detekovali protein p47 v extraktech kancich spermii.
Vychazeli jsme ze studie Zigo et al. (2015), ktery pouzil protilatku 1H9 k detekci proteinu p47
Vv ejakulovanych a kapacitovanych spermiich a pozoroval dva proteinové prouzky o piiblizné
molekulové hmotnosti 35 a 45 kDa. Nase studie je v souladu s publikovanym vysledkem,
a navic je doplnéna o detekci proteinu p47 v extraktech akrozomaln¢ zreagovanych spermiich,
kde byly detekovany dva proteinové prouzky o stejné molekulové hmotnosti (35 a 45 kDa)
jako v ejakulovanych a kapacitovanych spermiich. Proteinovy prouzek s nizsi molekulovou
hmotnosti je pravdépodobné zkracenou formou proteinu p47. Domnivame se tak z toho
diavodu, protoze vyskyt dlouhé a kratké formy lactadherinu byl zaznamenan v tkanich nadvarlat
umysi (Raymond & Shur 2009). Nase vysledky ¢astecné koresponduji i s vysledky, které uvadi
ve svych studiich Ensslin et al. (1998) i Petrunkina et al. (2003). Zminéni autofi detekovali
protein p47 jako protein s molekularni hmotnosti 47 kDa. Absence kratsi formy p47 v jejich
studii miize byt zpisobena rozdilnou reaktivitou zvolené protilatky, kterd nemusi tuto izoformu
rozpoznavat oproti na$i protildtce 1H9 vyrobené imunizaci mysi proteiny izolovanymi
z povrchu kanéi spermie (Zigo et al. 2015).

Zaroven jsme v nasi studii zjistili, Ze mnoZzstvi detekovaného proteinu v ejakulovanych
a kapacitovanych spermiich se neménilo a po akrozomdélni reakci mnozstvi proteinu
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ve spermiich zdanlivé ubyvalo, ale tento rozdil nebyl statisticky vyznamny. Nicméné je potieba
udélat vice opakovéni detekce proteinu p47 ve spermiich, abychom mohli potvrdit bytek
proteinu by mohl byt zplisoben i1 tim, ze ne vSechny spermie mohly prodélat AR.
Pro specifictéjsi detekci p47 ve spermiich po AR bychom mohli vyuzit tfidéni spermii
S neporuSenym akrozomem a spermii bez akrozomu pomoci prutokové cytometrie — konkrétné
FACS (z angl. Flourescent Activated Cell Sorting). Nasledné¢ bychom detekovali mnozstvi
proteinu pouze v extraktech spermii, které byly bez akrozomu. Pro konkrétni odliSeni ptivodu
izolovaného proteinu ve spermiich by bylo dobré v budoucnu vyzkouset i jiné extrak¢ni
postupy, které by cilen¢ izolovaly proteiny z urCitych ¢asti bunky. Moznym extrakénim
postupem by mohla byt kyseld extrakce proteinu p47 z kancich spermii pouzitim 2% kyseliny
octové, kdy dochazi kizolaci proteinti jak zpovrchu spermii (Jondkova et al. 1991),
tak i z akrozomu (Wolff & Schill 1975; Cechovad et al. 1988). Jak jsme pomoci
imunoflourescence zjistili, protein p47 by mohl byt lokalizovan jak na povrchu spermii, tak
| uvnitf — nejen v akrozomalni matrix, ale i ve vnitini akrozomalni membrané. Abychom tyto
pfedpoklady mohli potvrdit, bylo by nutné provést dalsi zkouméni provedenim naptiklad
frakcionalizace membran spermii na plazmatickou, vnéjs$i a vnitini akrozomalni membranu
(Jankovicova et al. 2020) nebo bychom mohli pouzit cilenou izolaci proteinti z povrchu spermii
(Zigo et al. 2015). Déle bychom mohli vyuzit také mikroskopii s vyssi schopnosti rozliseni
pro lepsi lokalizaci proteinu p47 ve spermiich.

Lokalizaci kan¢iho p47 na povrchu spermii také dokazuje jeho vazebna aktivita jak
k sacharidovym Lewis X strukturam epitelu vejcovodu, kterou ve své studii popisuji Silva et al.
(2017), tak i k integrinim na povrchu oviduktalnich bunék (Andersen et al. 2000; Chegini
et al. 2001). Jakou ma protein p47 Glohu ve vazbé spermii na ZP oocytu se doposud nepodaftilo
objasnit.

MySim homologem ke kanc¢imu proteinu p47 je protein SEDI, ktery byl detekovan
na povrchu mysich spermii. Stejn¢ jako kanc¢i p47 je mysi SEDI1 lokalizovan v akrozomalni
oblasti hlavi¢ky zralych spermii (Ensslin & Shur 2003). Ensslin & Shur (2003) ve své studii
zkoumali ¢ast SED1 na rozpoznani a vazb¢é gamet. Zjistili, ze SEDI1 se vaZe na neoplozené
oocyty a na fragmenty ZP ziskané z vaje¢nikt (Ensslin & Shur 2003). Pro spravnou biologickou
funkci SED1 potiebuje svoji discoidinovou doménu, kterou se vaze k plazmatické membrané
spermie a na ZP oocytu (Shur et al. 2004). Dale bylo zjisténo, ze mysi SED1 rozpoznava a vaze
se na glykoproteiny mZP2 i mZP3. Je zajimavé, ze SED1 ma afinitu jak k primarnimu
receptoru, coz je glykoprotein mZP3, ale zaroven se vaze 1 na glykoprotein mZP2, ktery hraje
roli v sekundarni vazbé a je ligandem pro akrozomalné zreagované spermie (Wassarman et al.
2001; Shur et al. 2004). Stejné jako byla popsana vazba mysiho SED1 na glykoproteiny ZP,
tak se predpoklada, ze i kanc¢i p47 se ucastni vazby k sacharidovym strukturam na ZP (Ensslin
et al. 1998; Zigo et al. 2015).

Jednim z cild prace bylo i sledovani vazebné aktivity proteinu p47 k ZP. Vychazeli jsme
ze studie Zigo et al. (2015), ktery identifikoval protein p47 na povrchu ejakulovanych
a kapacitovanych spermii. Zaroven ve své studii urCil vazebnou aktivitu proteinu p47,
izolovaného z povrchu ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii S biotinem zna¢enymi
glykoproteiny ZP. Vzhledem k tomu, Ze nezname piesnou lokalizaci proteinu p47 ve spermiich
a protein muze byt piitomen na plazmatické membrané spermii, ale i na vnitini akrozomalni
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membrané, popfipadé¢ Vv akrozomalni matrix, kde mtze hrat roli sekundarniho vazebného
receptoru, rozhodli jsme se vyuzit tiech riznych postupt K blokaci vazby pomoci protilatky
1H9 proti p47. V nasi studii jsme vyuzili pfedpoklad pfitomnosti proteinu p47 na povrchu
ejakulovanych spermii, proto jsme je pfed vazbou na oocyt inkubovali s protilatkou 1H9
proti p47 a nasledné pfidali k oocytim. Béhem spole¢né inkubace spermii s oocyty doslo
ke kapacitaci spermii a jejich navazani na ZP oocytu v niz§im poc¢tu, nez kdyZ spermie nebyly
inkubovany s protilatkou. Z tohoto experimentu i naSich vysledkd z imunofluorescencni
analyzy spolu s detekci v extraktech spermii vyplyva, Ze protein p47 v pribehu kapacitace zcela
z povrchu spermii neodchazi a miize se tak ucastnit vazby na ZP oocytu. Béhem nasi druhé
navrzené metodiky jsme blokovali protein p47 na plazmatické membrané in vitro
kapacitovanych spermii, kdy byly spermie nejprve kapacitovany a nésledné¢ inkubovany
s protilatkou 1H9 proti p47 a poté pfidany k oocytim. Béhem spoleéné inkubace
jiz kapacitovanych spermii s oocyty doslo k ¢astecné blokaci vazby spermii na ZP, coz ukazuje
na pritomnost proteinu p47 na kapacitovanych spermiich a jeho mozném zapojeni ve vazbé
na oocyt. Jak jiz bylo fec¢eno, protein p47 zlstava na spermiich 1 po kapacitaci a jeho pfitomnost
jsme prokazali inaakrozomalné zreagovanych spermiich, kde je pfitomen na vnitini
akrozomalni membran¢. Podle imunofluorescencniho znaceni na permeabilizovanych
spermiich mizeme odhadovat i jeho pfitomnost v akrozomalni matrix spermii. Podle téchto
predpokladii by se protein p47 mohl ucastnit sekundarni vazby na ZP oocytu. Ejakulované
spermie byly inkubovany spole¢né s oocyty a protilatkou 1H9 proti p47 v médiu, kde byly
spermie zaroven kapacitovany. V tomto piipadé mohlo dojit k blokaci vazby az po spusténi
akrozomalni reakce a odkryti vazebnych mist spermii pro ZP uvnitf akrozomu nebo na vnitini
akrozomalni membrané, na néZ se v piipadé pritomnosti p47 mohla protilatka 1H9 navazat.
Ve vsech ptipadech experimentli béhem blokace pomoci protilatky 1H9 doslo k redukci vazby
spermii na oocyt. Nicmén¢ je potieba do experimentd zahrnout vétsi skupiny oocytdl a nami
navrzené metodiky studia vazby vice propracovat. Pivodné jsme Vv nasi studii pfedpokladali
pravdépodobnou tlohu proteinu p47 jenom v primarni vazb¢ spermii na ZP oocytu. Pro spravné
nastaveni metodiky je kli¢ové, aby byly oocyty v odpovidajicim stadiu jejich meiotické
kompetence. Naptiklad studie vazebné aktivity proteinu p47 s glykoproteiny ZP v praci Zigo
et al. (2015) neuvadi, v jakém stadiu zrani se oocyty nachazely. Autofi ve své studii pouze
uvadi, Ze protein p47 pfitomny na kapacitovanych spermiich se vdze k ZP vic nez p47
pochazejici z ejakulovanych spermii.

Dale je nutné sledovat, zda spermie navazané na oocyty maji akrozomy. Pfitomnost
akrozomu na navazanych spermiich bychom mohli sledovat pod fluorescen¢nim mikroskopem
pouzitim lektinu PNA, kterym bychom mohli pfitomnost akrozomu potvrdit nebo vyvratit.
Zapojeni p47 proteinu do sekundarni vazby spermii na ZP bychom mohli ovéfit na spermiich,
u kterych by byla pfedem navozena AR a nasledné by byly inkubovany s protilatkou 1H9.
Pro kontrolu bychom mohly vyzkousSet inkubaci spermii s oocytem krat$i nebo delsi dobu
nez 1,5 hodiny u metodik, kde pfedpokladame ptfitomnost p47 na ejakulovanych a akrozomalné
zreagovanych spermiich a kratsi nebo del$i dobu nez 30 min u kapacitovanych spermii.

Ze vSech naSich experimentd je patrné, Ze protein p47 je pfitomen jak na povrchu,
tak i uvnité spermii. Céste¢né jsme blokovali vazbu proteinu p47 na urovni plazmatické
membrany, tak pfipadné na urovni akrozomalniho obsahu. Ac¢koliv byl protein p47, na zaklad¢
studii na mySich spermiich, povaZzovéan za vazebny receptor pro ZP, jeho aktivita ve vazb¢
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na ZP oocytu nebyla doposud uspokojivé prozkoumand. Nicmén¢ nase predbézna studie vede
Kk potvrzeni piedpokladu, Ze protein p47 by mohl byt do vazby spermii na ZP oocytu zapojen.
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7 Zavér

V této praci jsme vychazeli z hypotézy, podle které dochazi k blokaci vazby spermii
na zona pellucida (ZP) oocytu s vyuzitim protilatky proti proteinu lactadherinu (p47), ktery je
lokalizovan na povrchu kancich spermii. Cilem prace bylo lokalizovat p47 ve spermiich kanct
pomoci neptimé imunofluorescenéni mikroskopie, detekovat p47 v extraktech kanéich spermii
a blokovat vazbu spermii na ZP oocytu pomoci monoklonalni protilatky 1H9 proti p47.

Kanc¢i p47 byl lokalizovan v akrozomalni oblasti hlavicky ejakulovanych
a in vitro kapacitovanych spermii. V akrozomalné zreagovanych spermiich byl p47 lokalizovan
Vv celé oblasti hlavicky spermie. Kan¢i p47 byl také detekovan v extraktech ejakulovanych,
kapacitovanych a akrozomaln¢ zreagovanych spermii. Byly detekovany dva proteinové
prouzky o ptiblizné molekulové hmotnosti 35 a 45 kDa. K tbytku mnozstvi detekovaného
proteinu dochézelo ve spermiich po akrozomalni reakci, nicméné tento ubytek nebyl statisticky
vyznamny. Pomoci vazebnych studii se nam podafilo pomoci inkubace s protilatkou 1H9
proti p47 ¢astecné zablokovat vazbu spermii na ZP oocytu.

Z nasich vysledkt vyplyva, Ze stanovena hypotéza o blokaci spermii na ZP oocytu byla
pomoci specifické protilatky proti p47 Céasteéné potvrzena a miizeme piedpokladat, ze tento
spermaticky protein se mize vazby se ZP ucastnit i na vice urovnich. Navic by bylo vhodné
do dalsich experimenti zahrnout vice oocytl v odpovidajicim stadiu jejich meiotické
kompetence a vyuzit ke studiu vazby spermie po indukci akrozomalni reakce. U takovychto
spermii bychom po inkubaci Se specifickou protilatkou proti p47 mohli zjistit, zda se protein
p47 skutecné Gcastni 1 sekundarni vazby spermie k ZP.
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