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Studium vazby spermií na zona pellucida oocytu 

 
 

Souhrn 

 

Spermie musí podstoupit několik procesů, aby byly schopny navázat se na zona 

pellucida (ZP) oocytu a následně oplodnit oocyt. Mezi tyto procesy patří maturace v epididymu 

a kapacitace v samičím reprodukčním traktu, během nichž dochází k reorganizaci plazmatické 

membrány a přeskupení povrchových proteinů spermie. Během kapacitace jsou v důsledku 

těchto změn na povrchu spermií vystaveny proteiny, které mohou být zapojeny do primární 

vazby spermií na ZP oocytu. Na povrchu spermií bylo popsáno mnoho proteinů, které vykazují 

afinitu k ZP, přičemž jedním z možných kandidátů se ZP vázající aktivitou by mohl být také 

kančí lactadherin (p47). 

Cílem této práce bylo lokalizovat a detekovat protein p47 v kančích ejakulovaných, 

in vitro kapacitovaných a akrozomálně zreagovaných spermiích a zjistit, zda dochází k blokaci 

vazby na ZP oocytu pomocí specifické protilátky proti p47. 

Kančí protein p47 byl lokalizován v ejakulovaných a in vitro kapacitovaných spermiích 

v akrozomální oblasti hlavičky, zatímco ve spermiích po akrozomální reakci byl nalezen v celé 

oblasti hlavičky spermie. V extraktech ejakulovaných, in vitro kapacitovaných a akrozomálně 

zreagovaných spermií byl p47detekován jako dva proteinové proužky o přibližné molekulové 

hmotnosti 35 a 45 kDa. Po inkubací spermií se specifickou protilátkou 1H9 proti p47 byla 

částečně blokována vazba spermií na ZP oocytů. 

Naše výsledky naznačují, že lokalizace proteinu p47 není zřejmě jen na povrchu 

spermií, ale také uvnitř akrozomu, především pak na vnitřní akrozomální membráně. Redukce 

počtu spermií navázaných na oocyt v in vitro studii po inkubaci s protilátkou proti p47 

naznačuje možné zapojení tohoto proteinu do vazby spermií na ZP oocytu. 

 

 

Klíčová 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. 
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1 Úvod 

Spermie jsou po uvolnění z varlat morfologicky zralé, ale nejsou schopny vazby na zona 

pellucida (ZP) oocytu a následného oplození (Gatti et al. 1999). Aby spermie získaly schopnost 

vázat se na ZP a následně oplodnit oocyt, musí podstoupit epididymální maturaci 

v nadvarlatech a kapacitaci v samičím reprodukčním traktu, během nichž dochází 

k reorganizaci plazmatické membrány spermie a přeskupení povrchových proteinů. Během 

kapacitace v důsledku těchto změn jsou na povrch spermie vystaveny proteiny, které mohou 

být zapojeny do vazby na ZP oocytu (Florman & Fissore 2015). Na povrchu spermií bylo 

popsáno mnoho proteinů s afinitou k ZP, které jsou významné pro vazbu spermií na ZP. 

Konkrétně na kančích spermiích byly popsány jako vazebné proteiny například spermadhesiny, 

protein DQH, zonadhesin nebo proakrosin/akrosin (Tumova et al. 2021). 

U kanců by jedním z možných kandidátů se ZP vázající aktivitou mohl být také 

lactadherin (p47). Kančí p47 je periferní protein plazmatické membrány lokalizován v apikální 

oblasti hlavičky spermie, u kterého byla popsána schopnost vazby k sacharidovým strukturám 

epitelu vejcovodu (Ensslin et al. 1998; Petrunkina et al. 2003). Během kapacitace se p47 

dostává do celé akrozomální oblasti hlavičky spermie a předpokládá se, že tato redistribuce 

proteinu napomáhá odpoutat se spermiím od epitelu vejcovodu (Silva et al. 2014). Nicméně 

kančí protein p47 na povrchu spermií zůstává i po kapacitaci (Zigo et al. 2015), a tak se lze 

domnívat, že by mohl být zapojen do dějů spojených s vazbou spermií na ZP. U p47 sice byla 

popsána vazebná aktivita na sacharidové struktury ZP oocytu (Ensslin et al. 1998), ale zda je 

skutečně zapojen do vazby spermií na ZP, nebylo doposud pomocí vazebných studií potvrzeno. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Cílem diplomové práce je ověření hypotézy, podle které dochází k blokaci vazby spermií 

na zona pellucida (ZP) oocytu s využitím protilátky proti vybranému vazebnému receptoru 

lactadherinu (p47), který je lokalizován na povrchu spermie. 

 

Na základě této hypotézy byly vytyčeny následující cíle práce: 

1. lokalizace proteinu p47 ve spermiích kanců pomocí nepřímé imunofluorescenční 

mikroskopie 

2. detekce proteinu p47 v extraktech kančích spermií 

3. blokace vazby spermií na ZP oocytu pomocí protilátky proti p47 
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3 Literární rešerše 

Spermie jsou vysoce diferenciované samčí pohlavní buňky, jejichž vývoj probíhá 

ve varlatech během spermatogeneze. Spermie jsou po uvolnění z varlat sice morfologicky zralé, 

ale nejsou schopny vazby na zona pellucida (ZP) a následného oplození (Gatti et al. 1999). 

Pro správný průběh oplození musí spermie nejprve dozrát v nadvarlatech, kde prodělávají řadu 

fyziologických a biochemických změn, které souhrnně označujeme epididymální maturace 

(Guyonnet et al. 2011). Během epididymální maturace dochází ke změně rozmístění některých 

membránových proteinů, některé proteiny jsou posttranslačně upraveny, jiné jsou odstraněny 

a nahrazeny proteiny z nadvarlete. Proteiny pocházející z nadvarlat se vážou na plazmatickou 

membránu spermie a některé z nich jsou důležité pro vazbu na ZP oocytu (viz Obr. 1). 

V průběhu epididymální maturace se mění i fyzikální a chemické vlastnosti lipidů a fosfolipidů 

plazmatické membrány. Do membrány se zabudovává cholesterol, který společně s některými 

proteiny na plazmatické membráně, jenž mají funkci dekapacitačních faktorů, brání předčasné 

akrozomální reakci (AR) (Toshimori 2003).  

Obrázek 1: Klíčové události nezbytné pro oplození schopnost spermií a s nimi spojené změny 

na povrchu spermie. Proces spermatogeneze probíhá ve varlatech, kde se ze spermatid (A) 

stávají spermie (B). Na povrchu spermií se nachází proteiny pocházející z varlat (•), které se 

mohou účastnit vazby na ZP. C) Spermie opouští varle a přechodem přes nadvarle, probíhá 

epididymální maturace spermií, kdy dochází k remodelaci plazmatické membrány, nahrazení 

nebo posttranslační úpravě některých proteinů (• •), které mají vazebnou funkci k ZP. Během 

ejakulace se spermie dostává do kontaktu se semennou plazmou, odkud se na spermii vážou 

proteiny, dekapacitační faktory (≠), které brání předčasné kapacitaci. Proteiny přítomné 

na ejakulované spermii mohou mít vazebnou afinitu jak k epitelu vejcovodu, tak k ZP. Po vstupu 

spermií do samičího reprodukčního traktu se vážou k epitelu vejcovodu, vytváří oviduktální 

rezervoár a poté podstupují kapacitaci. D) Proces kapacitace je zahájen odstraněním 

dekapacitačních faktorů (≠) a cholesterolovým efluxem. E) V průběhu kapacitace dochází 

i k reorganizaci plazmatické membrány a přeskupení povrchových proteinů (•), které jsou 

zapojeny do vazby na ZP. Převzato a upraveno podle Reid et al. (2011). 
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Během ejakulace spermie opouští ocas nadvarlete a přes chámovod jsou dopraveny 

do močové trubice. Z močové trubice jsou pak spermie vypuzeny ven ze samčího 

reprodukčního traktu společně se semennou plazmou v podobě ejakulátu, přičemž počet 

spermií a objem ejakulátu se mezi savčími druhy liší (Markham & Coffey 1994). V průběhu 

ejakulace jsou spermie přímo vystaveny sekretům přídavných pohlavních žláz (semenné váčky, 

prostata, Cowperovy žlázy). Tyto sekrety souhrnně tvoří semennou plazmu, která spermiím 

poskytuje vhodné prostředí k přežití v samičím pohlavním traktu úpravou pH. Semenná plazma 

obsahuje například fruktózu, kyselinu citronovou, volné aminokyseliny, ionty hořčíku, vápníku 

a zinku, prostaglandiny, cholesterol a proteiny, které se vážou na povrch spermie 

prostřednictvím membránových fosfolipidů (Markham & Coffey 1994; Jonáková et al. 2007). 

Proteiny semenné plazmy mají v reprodukci mnoho funkcí. Chrání vazebná místa na povrchu 

spermií, jsou důležité pro vazbu na sacharidové struktury ve vejcovodu a některé proteiny 

semenné plazmy fungují jako dekapacitační faktory, jejichž úlohou je bránit předčasné 

kapacitaci. V neposlední řadě mohou být významné i pro vazbu spermie na ZP oocytu 

(Petrunkina et al. 2001; Leahy & Gadella 2011).  

Ejakulované spermie vstupují do samičího pohlavního traktu a přes děložní krček 

a dělohu se dostávají až k istmické části vejcovodu, kde se vážou na epitel vejcovodu, čímž 

vzniká oviduktální rezervoár (Hunter 1981). Vznik oviduktálního rezervoáru je zprostředkován 

lektinovými vazbami, kdy se povrchové proteiny spermií vážou na sacharidové struktury 

epitelu vejcovodu. Úlohou oviduktálního rezervoáru je prodloužit životaschopnost spermií 

a synchronizovat kapacitaci spermií s ovulací oocytu (Töpfer-Petersen et al. 2002). Uvolňování 

spermií z oviduktálního rezervoáru je doprovázeno mnoha biochemickými a fyziologickými 

změnami jak vně, tak uvnitř spermie. Tyto změny jsou souhrnně pojmenovány jako kapacitace 

spermií (Austin 1951; Chang 1951). Kapacitace je zahájena uvolněním dekapacitačních faktorů 

z povrchu spermie a cholesterolovým efluxem, díky kterému se membrána stává fluidnější. 

Dochází k mnoha dalším změnám, jako je například reorganizace plazmatické membrány 

či urychlení metabolismu spermie, ke změnám v koncentracích vápenatých 

a hydrogenuhličitanových iontů, k hyperpolarizaci membránového potenciálu a ke změně pH 

(Florman & Fissore 2015). Výsledkem kapacitace jsou hyperaktivované spermie, které jsou 

schopny uvolnit se z oviduktálního rezervoáru, interagovat se ZP, podstoupit akrozomální 

reakci a oplodnit oocyt (Tulsiani et al. 2007) (viz Obr. 1).  
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3.1 Vazba spermií na zona pellucida 

Důležitým krokem v průběhu oplození je rozpoznání gamet a primární vazba spermie 

na zona pellucida (ZP) oocytu. Tuto schopnost spermie získává po kapacitaci v samičím 

pohlavním traktu. Primární vazba je důležitá nejen z hlediska vazby spermie k ZP, ale také tím, 

že iniciuje signální kaskádu, která spouští akrozomální reakci (AR) (Yanagimachi 1994). 

Existují i výjimky, jako je například myš, u které bylo popsáno, že k AR dochází ještě 

před kontaktem se ZP oocytu (Jin et al. 2011). V průběhu AR dochází k fúzi apikální 

plazmatické membrány s vnější akrozomální membránou, čímž se uvolní obsah akrozomu, 

a to umožní spermii penetrovat ZP. Výsledkem AR je odhalení vazebných míst pro sekundární 

vazbu spermie na ZP a umožnění průchodu spermie skrz ZP (Yanagimachi 1994).  

3.1.1 Glykoproteiny zona pellucida 

Zona pellucida (ZP) je nebuněčný glykoproteinový obal, který obklopuje oocyt. ZP je 

elastická, fibrilární extracelulární matrix, jejíž povrch je pórovitý a propustný 

pro makromolekuly (Wassarman & Mortillo 1991). Glykoproteiny ZP mohou být 

syntetizovány buď jenom oocytem, nebo pouze folikulárními buňkami anebo oocytem 

i folikulárními buňkami zároveň. U myší jsou glykoproteiny syntetizovány rostoucím oocytem, 

což se projevuje i na tloušťce ZP (Sinowatz et al. 2001), je tenčí a má přibližně 5 µm (Dunbar 

et al. 1994).  Naopak u prasete a člověka jsou glykoproteiny ZP syntetizovány oocytem 

a zároveň folikulárními buňkami (Sinowatz et al. 2001) a tloušťka ZP se tak u prasete a člověka 

pohybuje mezi 13-16 µm (Dunbar et al. 1994).   

ZP chrání oocyt a brání polyspermnímu oplození (Epifano & Dean 1994). ZP kromě 

oocytu chrání také embryo v jeho raném stádiu vývoje. Pomáhá zachovávat jeho integritu 

během několika prvních dělení, brání přichycení blastomer k epiteliální výstelce vejcovodu 

a chrání před potenciálním imunologickým odmítnutím matky (Gupta et al. 2012). Nicméně ZP 

má kromě fyzické ochrany mnoho dalších důležitých funkcí. Poskytuje vazebná místa 

pro receptory lokalizované na povrchu spermií, čímž zprostředkovává následnou vazbu spermií 

na ZP a podílí se na zahájení AR spermií u některých savčích druhů (Epifano & Dean 1994; 

Ozgur et al. 1998). 

Savčí ZP se skládá ze tří nebo čtyř glykoproteinů (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4) v závislosti 

na druhu (Goudet et al. 2008). Glykoproteiny ZP mohou být také označeny podle tří hlavní 

genů ZPA, ZPB a ZPC, kterými jsou kódovány (Harris et al. 1994). Heterogenitu glykoproteinů 

ZP zajišťují posttranslační modifikace, jako například glykosylace a sulfatace, díky kterým mají 

glykoproteiny u různých savčích druhů odlišné molekulové hmotnosti (Wassarman 1990; 

Hedrick 1996). Mezidruhové rozdíly ve složení glykoproteinů ZP jsou uvedeny v Tab. 1. 
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Tabulka 1: Složení glykoproteinů zona pellucida u vybraných savčích druhů.  

Druh ZP gen ZP protein 
Molekulární 

hmotnost (kDa) 

myš 

ZP1 (ZPB1) ZP1 200 (dimer) 

ZP2 (ZPA) ZP2 120 

ZP3 (ZPC) ZP3 83 

ZP4 (ZPB/ZPB2) není exprimován - 

člověk 

ZP1 (ZPB1) ZP1 65 

ZP2 (ZPA) ZP2 120 

ZP3 (ZPC) ZP3 58 

ZP4 (ZPB/ZPB2) ZP4 65 

prase 

ZP1 (ZPB1) není exprimován - 

ZP2 (ZPA) ZP2/PZPL 90 

ZP3 (ZPC) ZP3/ZP3-β 55 

ZP4 (ZPB/ZPB2) ZP4/ZP-α 55 

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

 

3.1.2 Vazebná místa pro spermie na zona pellucida 

Stejně jako zastoupení, tak i role jednotlivých glykoproteinů zona pellucida (ZP) není 

u všech savčích druhů stejná a vazebná místa se mohou lišit. 

U myší se původně za vazebné místo pro spermie považoval glykoprotein ZP3, který byl 

důležitý z hlediska primární vazby spermie na ZP a následného spuštění akrozomální reakce 

(AR) (Bleil & Wassarman 1980, 1983; Beebe et al. 1992). Nicméně tento fakt byl vyvrácen 

autory Jin et al. (2011) kteří zjistili, že u myší dochází k AR ještě před dosažením ZP. Použili 

transgenní myši s fluorescenčně značeným akrozomem a zjistili, že spermie, které neprodělaly 

AR před kontaktem se ZP oocytu, jen zřídka penetrovaly skrz ZP. Zatímco spermie, které 

začaly AR před dosažením ZP, byly schopny penetrovat přes ZP snadněji (Jin et al. 2011). 

Vazebná místa se u myší nacházejí i na glykoproteinu ZP2, který funguje jako sekundární 

receptor pro vazbu spermie na ZP oocytu a váže spermie po AR (Bleil & Wassarman 1988). 

Glykoprotein ZP1 zajišťuje stabilitu ZP tím, že připojuje vlákna, která vytváří glykoproteiny 

ZP2 a ZP3 (Greve & Wassarman 1985).   

U lidí bylo zjištěno, že primární vazby se účastní glykoproteiny ZP1, ZP3 a ZP4, které 

jsou schopny vázat kapacitované spermie a spouští AR (Gupta et al. 2012). Glykoprotein ZP2 

funguje jako sekundární receptor a je schopen vázat jenom akrozomálně zreagované spermie 

(Chiu et al. 2008). 

U prasat je pro primární vazbu na ZP důležitá spolupráce dvou glykoproteinů, a to ZP3 

a ZP4, u kterých je nezbytné, aby tvořily heterokomplex. Na samotný glykoprotein ZP3 

se spermie nejsou schopny vázat a následně podstoupit AR (Yurewicz et al. 1998). 

Glykoprotein ZP2 pak zastává úlohu sekundárního vazebného místa a váže spermie po AR 

(Prasad et al. 2000). 
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3.2 Vazebné receptory pro zona pellucida na spermii 

Na povrchu spermií bylo popsáno mnoho receptorů s afinitou k zona pellucida (ZP), které 

jsou významné pro primární vazbu. Primární vazebné receptory jsou lokalizovány v apikální 

oblasti hlavičky spermie, kam se dostanou v průběhu spermiogeneze nebo během maturace 

v nadvarleti, či přímo ze semenné plazmy. Naopak receptory, které jsou zapojeny do sekundární 

vazby na ZP, pocházejí z varlat a jsou lokalizovány na vnitřní akrozomální membráně anebo 

přímo v akrozomální matrix (Yanagimachi 1994). 

V této kapitole jsou uvedeny pouze příklady nejznámějších receptorů, které byly u myši, 

člověka a prasete popsány jako vazebné (viz Tab. 2). Kromě zmíněných molekul byla u mnoha 

savčích druhů nalezena řada dalších receptorů lokalizovaných na spermii, jež jsou pro vazbu 

na ZP významné, ale jejich popis je již nad rámec této práce. 

 
 

Tabulka 2: Přehled nejznámějších vazebných receptorů spermií u vybraných savčích druhů 

a jejich lokalizace na spermii.  

Protein Druh Lokalizace na spermii Zdroje 

β1, 4 -

galaktosyltransferáza 

(B4GALT1/GalTase) 

myš PM akrozomální oblasti (Lopez et al. 1985) 

člověk neznámá (Huszar et al. 1997) 

kanec PM akrozomální oblasti (Larson & Miller 1997) 

Zonadhesin 

(ZAN) 

myš 
OAM, akrozomální matrix, 

apikální oblast hlavičky 
(Gao & Garbers 1998) 

člověk PM akrozomální oblasti  (Gao et al. 1997) 

kanec OAM, akrozomální matrix (Bi 2002) 

Arylsulfatáza A 

(ARSA/AS-A/ 

SLIP1) 

myš 
PM akrozomální oblasti, 

akrozomální matrix 

(Tanphaichitr et al. 

1993) 

člověk oblast akrozomu (Redgrove et al. 2012) 

kanec PM akrozomální oblasti (Carmona et al. 2002a) 

Enzym konvertující 

angiotenzin 1 

(ACE1) 

myš PM akrozomální oblasti (Langford et al. 1993) 

člověk 

PM akrozomální oblasti, 

ekvatoriálního segmentu 

a postakrozomální oblasti 

a střední část bičíku 

(Köhn et al. 1998) 
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Tabulka 2 (pokračování) 

ACE1 kanec PM akrozomální oblasti (Williams et al. 1992) 

Proakrosin/akrosin 

(ACR) 

myš oblast akrozomu (Kallajoki et al. 1986) 

člověk 
IAM, ekvatoriální oblast 

akrozomu 
(Tesařík et al. 1988) 

kanec 
IAM, akrozom, povrch 

akrozomu 
(Schill et al. 1975) 

Lactadherin  

(MFGE8/SED1/p47) 

myš PM akrozomální oblasti (Ensslin & Shur 2003) 

člověk PM akrozomální oblasti (Copland et al. 2009) 

kanec PM apikální oblasti hlavičky (Ensslin et al. 1998) 

Vysvětlivky: PM – plazmatická membrána, OAM – vnější akrozomální membrána, IAM – 

vnitřní akrozomální membrána. Převzato a upraveno podle Tumova et al. (2021). 

 

β1, 4-galaktosyltranferáza (B4GALT1/GalTase) 

Jedním z prvních prozkoumaných receptorů pro vazbu spermií na ZP je β1,4-

galaktosyltranferáza (B4GALT1/GalTase), který byl popsán u myší (Shur & Hall 1982) 

a u prasat (Rebeiz & Miller 1999). B4GALT1 je transmembránový protein, který je 

inkorporován do plazmatické membrány v oblasti akrozomu spermie během jejího vývoje 

ve varlatech.  

U prasat a myší se B4GALT1 váže na sacharidové zbytky na ZP3 (Shur & Hall 1982; Larson 

& Miller 1997; Rebeiz & Miller 1999). Po vazbě na glykoproteiny ZP3 dochází k agregaci 

B4GALT1 na povrchu spermií, což spouští jejich akrozomální reakci (AR) (Miller et al. 1992). 

Původně se předpokládalo, že myší B4GALT1 je důležitým vazebným receptorem. Později 

Lu & Shur (1997) zjistili, že myši s knockoutovaným genem pro B4GALT1 jsou oplození 

schopné, a tudíž B4GALT1 není nepostradatelným nebo jediným vazebným receptorem pro ZP 

na spermii. Přítomnost B4GALT1 ale poskytuje spermiím výhodu při vazbě na ZP, neboť myší 

spermie s knockoutovaným genem pro B4GALT1 se na oocyty vázaly v menším počtu 

oproti spermiím, které na svém povrchu B4GALT1 exprimovaly (Lu & Shur 1997). 

 

Zonadhesin (ZAN) 

Zonadhesin (ZAN) je protein s multifunkční mozaikovou doménou, který byl poprvé 

izolován z kančích spermií (Hardy & Garbers 1994). Později byl ZAN nalezen také 

ve spermiích myší (Gao & Garbers 1998) a lidí (Wilson et al. 2001). ZAN vykazuje 

mezi zmíněnými druhy velice podobnou strukturu (Gao & Garbers 1998).  
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ZAN byl detekován již ve spermatidách v akrozomálním váčku a u kapacitovaných 

spermií je lokalizován v plazmatické membráně apikální oblasti hlavičky (Bi et al. 2003; Olson 

et al. 2004). Přítomnost ZAN na kapacitovaných spermiích napovídá, že se účastní vazby na ZP. 

Bylo zjištěno, že ZAN je významný z hlediska kontroly druhové specifity během adheze gamet. 

Jeho absence totiž umožňuje spermiím vázat se na ZP jiných druhů. Myší spermie, které 

neexprimovaly na svém povrchu ZAN se s vyšší afinitou vázaly k ZP prasete, krávy nebo 

králíka (Tardif & Cormier 2011).  

 

Arylsulfatáza A (ARSA/AS-A/SLIP1) 

Arylsulfatása A (ARSA/AS-A/SLIP1) byla popsána u spermií prasat (Dudkiewicz 1984), 

myší (White et al. 2000) a lidí (Rattanachaiyanont et al. 2001). ARSA byla nalezena 

v epididymální tekutině, kam je sekretována epiteliálními buňkami nadvarlat 

(Weerachatyanukul et al. 2003; Ngernsoungnern et al. 2004) a také na plazmatické membráně 

hlavičky spermie v její akrozomální oblasti (White et al. 2000). U myší bylo zjištěno, že 

se ARSA nachází i na vnitřní akrozomální membráně spermie a má schopnost vázat se nejen 

na glykoprotein ZP3, ale i ZP2 (Xu et al. 2012).  

Bylo popsáno, že ARSA se nachází v místech, kde na spermiích nacházíme 

sulfogalaktosylglycerolipid (SGG). SGG je lipid nacházející se na plazmatické membráně 

hlavičky spermií (White et al. 2000), který může interagovat se sacharidovými zbytky na ZP, 

a tím pomáhá stabilizovat vazbu spermie na ZP oocytu (Carmona et al. 2002b). ARSA 

se na SGG váže při průchodu nadvarletem a společně se vážou na glykoprotein ZP3 (Carmona 

et al. 2002a; Tantibhedhyangkul et al. 2002).  

 

Enzym konvertující angiotenzin 1 (ACE1) 

Enzym konvertující angiotenzin 1 (ACE1) byl popsán u myší (Langford et al. 1993), 

prasat (Williams et al. 1992) a lidí (Pauls et al. 2003).  

ACE1 byl identifikován ve dvou formách – somatická (sACE) a zárodečná (tACE) 

(Hubert et al. 1991). Somatickou formu nacházíme v Leydigových buňkách, nadvarlatech 

a prostatě (Pauls et al. 2003), zatímco zárodečná forma tACE1 se nachází na spermatidách 

a spermiích (Lanzillo et al. 1985; Langford et al. 1993). U lidí jsou molekuly tACE1 vystaveny 

na povrch spermií v průběhu kapacitace a následně i v průběhu AR (Foresta et al. 1987; Köhn 

et al. 1995).  

Hagaman et al. (1998) prokázali, že ACE1 má důležitou úlohu v procesu oplození. Myši, 

kterým byly knockoutovány obě formy ACE1, vykazovaly horší motilitu spermií ve vejcovodu 

a také nižší schopnost vazby na ZP oocytu. Později se Kessler et al. (2000) zaměřili na studium 

pouze tACE1 a zjistili, že myši s knouckoutovaným genem pro tACE1 jsou neplodné a oplození 

schopnost znovu získají po zapnutí genu pro tento protein.  
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Proakrosin/akrosin (ACR) 

Akrosin (ACR) je enzym, který byl popsán jako vazebný receptor a je lokalizován 

v akrozomální matrix (Jones et al. 1996). ACR byl nalezen nejen u myší (Kallajoki et al. 1986), 

ale také u prasat (Töpfer-Petersen et al. 1985) a u člověka (Liu & Baker 1993). Ve  spermatidách 

byl nalezen jako neaktivní forma (zymogen) proakrosin, který se díky zvýšení 

intraakrozomálního pH v průběhu kapacitace mění na svojí aktivní formu akrosin (Baba et al. 

1989a, 1989b).  

ACR se účastní AR, vazby spermie k ZP oocytu a také napomáhá penetraci spermie 

skrz ZP (Mao & Yang 2013). ACR je sekundární vazebný receptor, který se váže 

na glykoprotein ZP2 (Howes et al. 2001). Zajímavé je, že myší spermie s knockoutovaným 

genem pro ACR jsou oplození schopné, ale skrz ZP penetrují pomaleji oproti spermiím 

s exprimovaným ACR. ACR urychluje rozptýlení akrozomální matrix, tudíž spermie, které 

exprimují ACR dokážou oplodnit oocyt rychleji než spermie, kterým byl gen pro ACR 

knockoutován. U myší s knockoutovaným genem pro ACR dochází k pomalejšímu uvolňování 

některých akrozomálních proteinů (Adham et al. 1997; Mao & Yang 2013). 

 

 

3.2.1 Vazebné receptory u kanců 

Nejznámější a nejlépe popsané vazebné receptory specifické pro kance jsou proteiny 

semenné plazmy, které patří do skupiny spermadhesinů a protein DQH. 

 

Spermadhesiny 

Spermadhesiny jsou periferní membránové proteiny, které tvoří většinu proteinů semenné 

plazmy (Dostálová et al. 1994). K nejlépe prozkoumaným spermadhesinům patří AWN, AQN1, 

AQN3, PSP-I a PSP-II, které mají různě glykosylované izoformy (Töpfer-Petersen et al. 1998). 

Spermadhesiny jsou sekretovány semennými váčky, ale také prostatou a nadvarletem (Ekhlasi‐

Hundrieser et al. 2002; Manásková & Jonáková 2008). Jedině AWN je zároveň syntetizován 

i epiteliálními buňkami v rete testis a tubuli recti (Sinowatz et al. 1995; Ekhlasi‐Hundrieser 

et al. 2002). Spermadhesiny jsou lokalizovány v akrozomální oblasti hlavičky spermie, kam 

se vážou v průběhu ejakulace (Töpfer-Petersen et al. 1998; Jonáková & Tichá 2004; 

Manásková & Jonáková 2008).  

Spermadhesiny mají v reprodukci mnoho funkcí. Stabilizují plazmatickou membránu 

a účastní se tvorby oviduktálního rezervoáru (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005; Liberda et al. 

2006). Kančí AQN1 je protein vázající glykany, který je zapojen do vazby spermií 

k oviduktálnímu rezervoáru. AQN1 váže manosové a galaktosové zbytky na buňkách epitelu 

vejcovodu (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005). Dále spermadhesiny fungují jako dekapacitační 

faktory. AWN a AQN3 se váží na povrch spermií prostřednictvím interakcí s fosfolipidy 

v plazmatické membráně a brání předčasné AR (Dostálová et al. 1995). V průběhu kapacitace 

je část spermadhesinů z povrchu spermií uvolněna (Dostálová et al. 1994). Část spermadhesinů, 

která zůstavá na povrchu spermií po kapacitaci je zapojena do vazby spermií na ZP oocytu 
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(Ensslin et al. 1995; Töpfer-Petersen et al. 1998). Hlavními kandidáty pro vazbu na ZP jsou 

AWN, AQN1 a AQN3, které mají schopnost vázat se na sacharidové struktury ZP (Töpfer-

Petersen et al. 2008).  

 

DQH/BSP1/pB1 

DQH/pB1 je povrchový protein spermií, který patří mezi adhezní proteiny (Calvete et al. 

1997; Jonáková et al. 1998; Bezouska et al. 1999). DQH protein je homologní s bovinním 

proteinem semenné plazmy (BSP) a s hřebčím HSP-1 a 2 (Seidah et al. 1987; Calvete et al. 

1995). DQH byl nalezen v tekutině a tkáni semenných váčků a na povrch spermií se váže během 

ejakulace. Je lokalizován v akrozomální oblasti hlavičky spermií (Manásková et al. 2007). 

DQH protein má sice oproti spermadhesinům odlišnou strukturu, ale vykazuje velmi podobné 

vazebné vlastnosti (Manásková et al. 2007). DQH interaguje s epiteliálními buňkami vejcovodu 

a pravděpodobně se účastní tvorby oviduktálního rezervoáru (Liberda et al. 2006). Interaguje 

nejen se sulfatovanými polysacharidy, ale také s hyaluronovu kyselinou, která se nachází 

ve vejcovodu (Manásková et al. 2007). DQH je schopen vázat glykoproteiny ZP 

a monoklonální protilátky připravené proti tomuto proteinu snižovaly vazbu spermií na oocyty 

(Jonáková et al. 1998; Manásková et al. 2007). 

 

 

U kanců byly popsány i další proteiny, které se účastní vazby spermie na ZP oocytu. 

Kromě výše zmíněných k nim patří například adhezní protein z (APz). APz je membránový 

protein, patří k primárním vazebným receptorům spermií pro ZP a váže se na glykoprotein ZP3 

(Peterson et al. 1991). Dále kančí sp38, který je homologem myšího IAM 38 a lidského ZPB1 

a má podobnou charakteristiku výskytu ve spermiích jako proakrosin. Protein sp38 je 

lokalizován na vnitřní a vnější akrozomální membráně a v akrozomální matrix 

a pravděpodobně je zapojen do sekundární vazby spermií na ZP oocytu (Mori et al. 1993, 1995; 

McLeskey et al. 1997; Yu et al. 2006). Jedním z podrobněji prozkoumaných možných 

kandidátů se ZP vázající aktivitou na kančích spermiích je také lactadherin, jehož úloha 

v reprodukci je popsána níže. 

 

3.3 Lactadherin 

Lactadherin je glykoprotein, který byl nalezen u více savčích druhů (viz Tab. 3). Patří 

mezi proteiny, které jsou sekretovány extracelulární matrix. Lactadherin má multidoménovou 

strukturu a účastní se mnoha biologických a fyziologických procesů, jako například fagocytóza, 

ateroskleróza, angiogeneze, či regulace hemostázy (Kamińska et al. 2018). Lactadherin byl 

nalezen nejen v mléčné žláze u myší a lidí, či v mléku krav, ale také v mozku potkanů, v myších 

varlatech nebo na kančích spermiích (Shur et al. 2004) (viz Tab. 3).  
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Tabulka 3: Lokalizace a nomenklatura lactadherinu v různých savčích tkaních a tělních 

tekutinách.  

Druh Zdroj Nomenklatura Zdroje 

myš 
varlata SED1 (Ensslin & Shur 2003) 

mléčná žláza MFGE8 (Stubbs et al. 1990) 

potkan mozek rAGS (Ogura et al. 1996) 

kráva 
mléko PAS-6/7 (Andersen et al. 1997) 

mléko Lactadherin (Andersen et al. 2000) 

prase spermie p47 (Ensslin et al. 1998) 

člověk mléčná žláza BA46 (Couto et al. 1995) 

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

 

 

Zajímavá je úloha myšího lactadherinu v mléčné žláze, kde je zapojen do remodelace 

mléčné žlázy a do procesů spojených s rozpoznáním buněk podstupujících apoptózou. 

Nedostatek lactadherinu vede k akumulaci tukových kapének v mléčných kanálcích, 

což způsobuje jejich zánět a mastididu (Hanayama & Nagata 2005).  

Za zmínku stojí i lactadherin nalezen v mléčné žláze u lidí a izolovaný z mléka (Giuffrida 

et al. 1998). Jeho zvýšená hladina v mléčné žláze může indikovat výskyt nádorového 

onemocnění mléčných žláz. Zajímavé je, že protilátky proti lactadherinu z mléčné žlázy lidí 

blokují tvorbu nádoru u myší, a právě proto by mohl sloužit jako marker karcinomu mléčných 

žláz (Ceriani et al. 1982; Larocca et al. 1991; Couto et al. 1995; Carmon et al. 2002). 

Fyziologická koncentrace lactadherinu v mléce poskytuje ochranu proti rotavirové infekci 

u kojených dětí. K imobilizaci viru pravděpodobně dochází po navázání viru na jednu 

z lactadherinových domén (Newburg et al. 1998; Kvistgaard et al. 2004). 

Nicméně lactadherin má svou důležitou úlohu i v reprodukci, kde je mimo jiné jedním 

z kandidátů zapojených do vazby na zona pellucida (ZP) oocytu. 

 

3.3.1 Lactadherin u myší (SED1) 

Myší SED1 je mozaikový protein o molekulové hmotnosti přibližně 53 kDa, který 

se skládá ze dvou discoidinových domén (F5/8 C domény) a ze dvou EGF domén (z angl. 

epidermal growth factor) (Raymond et al. 2009). SED1 je protein nalezen na spermiích, 

u kterého byla popsána vazebná aktivita na ZP oocytu. Kromě spermií je SED1 exprimován 

i v dalších tkáních, jako například v mozku, plicích, srdci, brzlíku, ledvinách, děloze, 

nadledvinách, mandlích, svalech, slezině, pankreasu, potních žlázách a žlučníku. Nicméně jeho 

přesná funkce v těchto tkáních zůstává neznámá (Ensslin et al. 1998; Ensslin & Shur 2003; 

Shur et al. 2004).  

Spermatický SED1 se poprvé objevuje ve vyvíjejících se gonádách. Dále je lokalizován 

v Golgiho komplexu spermatogenních buněk. V průběhu epididymální maturace a při průchodu 

spermií nadvarlaty se SED1 dostává na povrch spermií (Shur et al. 2006). SED1 se nachází 
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na plazmatické membráně hlavičky spermie v oblasti překrývající akrozom v místě, kde 

dochází k vazbě spermie na ZP oocytu (Ensslin & Shur 2003; Petrunkina et al. 2003).  

Myší SED1 se váže na sacharidové zbytky glykoproteinů ZP2 a ZP3. Domény 

discoidinu jsou zodpovědné za připojení SED1 na povrch spermie a za interakci se ZP 

(Reitherman et al. 1975; Wassarman et al. 2001; Fuentes-Prior et al. 2002). Discoidinová 

doména zprostředkovává vazbu široké škály proteinů jak na buněčné membrány, tak i na složky 

extracelulární matrix (Fuentes-Prior et al. 2002). 

Byly navrženy dva modely, které vysvětlují funkci SED1 během vazby spermie na ZP. 

Podle prvního modelu SED1 funguje jako monomer a obsahuje dvě discoidinové domény, 

přičemž jedna je navázána na plazmatickou membránu spermie, zatímco druhá má vyšší afinitu 

k ZP (viz Obr. 2a) (Fuentes-Prior et al. 2002; Shur et al. 2004). Druhou možností je, že SED1 

funguje jako dimer nebo oligomer, kdy je vazba v dimeru zprostředkována dvěma EGF 

doménami, které se vážou antiparalelně. Předpokládá se, že jedna discoidinová doména dimeru 

SED1 zodpovídá za vazbu SED1 na plazmatickou membránu spermie a na ZP oocytu, zatímco 

druhá discoidinová doména vytváří boční interakce, které vedou k tvorbě tetrameru. Tetramery 

představují první a nezbytný krok k vytvoření mezibuněčných kontaktů (viz Obr. 2b) (Balzar 

et al. 2001; Shur et al. 2004).  

 

 

Obrázek 2: Možné způsoby vazby SED1 na plazmatickou membránu spermie a zona pellucida 

(ZP) oocytu. A) SED1 funguje jako monomer – jedna discoidinová doména se váže 

na plazmatickou membránu spermie, druhá discoidinová doména se váže na ZP oocytu. 

B) SED1 funguje jako dimer – jedna discoidinová doména se váže na plazmatickou membránu 

spermie a ZP oocytu, druhá discoidonová doména zprostředkovává tvorbu tetrameru z EGF 

domén, kterým vytváří mezibuněčnou interakci mezi spermií a oocytem.  F5/8 C – discoidin 

domain, EGF – z angl. epidermal growth factor. Převzato a upraveno podle Shur et al. (2004). 
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3.3.2 Lactadherin u prasat (p47) 

Na kančích spermiích byl lactadherin (p47) detekován jako 47 kDa protein (Ensslin et al. 

1998). p47 je periferní protein plazmatické membrány spermie lokalizován v apikální oblasti 

hlavičky. Spermie opouštějící varlata mají na svém povrchu p47, který je maskován dalšími 

testikulárními proteiny. Protein p47 se na spermie váže i během jejich průchodu nadvarlaty 

a může být odhalen v průběhu epididymální maturace díky remodelaci plazmatické membrány 

(Ensslin et al. 1998; Petrunkina et al. 2003).  

Kančí p47 je schopen vázat se na sacharidové struktury epitelu vejcovodu (viz Obr. 3) 

(Töpfer-Petersen et al. 2008). Součástí epitelu vejcovodu jsou sacharidové Lewis X struktury 

(Kadirvel et al. 2012).  Lewis X je trisacharidová struktura, která je tvořena z monosacharidů 

N-acetyl glukosaminu, galaktózy a fukózy (Peréz et al. 1996). Protein p47 se účastní 

rozpoznávání Lewis X struktur v epitelu vejcovodu a tím napomáhá spermiím navázat 

se do oviduktálního rezervoáru (Kadirvel et al. 2012; Machado et al. 2014). Silva et al. (2017) 

potvrdili účast p47 při vazbě spermií na epitel vejcovodu. Inkubovali buňky vejcovodu 

s rekombinantním p47, který obsadil vazebná místa pro p47 na buňkách vejcovodu a spermie 

pak nebyly schopny se na epitel vejcovodu navázat (Silva et al. 2017).  

Kromě 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 

transmembránové glykoproteiny, které jsou složeny ze dvou podjednotek a vytvářejí 

heterodimery. Zprostředkovávají vazbu na extracelulární matrix nebo pomáhají buňkám vázat 

se na jiné buňky prostřednictvím integrinových receptorů (Alberts et al. 2002).  

 

 

Obrázek 3: Úloha proteinu p47 ve vazbě spermií k epitelu vejcovodu. Ejakulované spermie se 

prostřednictvím proteinu p47, který je přítomen na jejich povrchu, vážou na sacharidové 

struktury epitelu vejcovodu, kde podstupují kapacitaci. Při kapacitaci dochází k reorganizaci 

plazmatické membrány a redistribuci proteinu p47. Převzato a upraveno podle Töpfer-Petersen 

et al. (2008).  

 

 



15 

Během kapacitace se mění distribuce kančího p47. Z apikální oblasti hlavičky se dostává 

do celé akrozomální oblasti spermie (Petrunkina et al. 2003). Předpokládá se, že redistribuce 

p47 napomáhá spermiím odpoutat se od epitelu vejcovodu (Silva et al. 2014). Dále 

se předpokládá, že se redistribuce a degradace kančího p47 v průběhu kapacitace účastní 

ubiquitin-proteasomový systém (UPS). Během degradace proteinu pomocí UPS dochází 

k ubiquitinaci lactadherinu a k jeho následné degradaci 26S proteasomem na kančích spermiích 

(Zigo et al. 2019). 

Nicméně kančí protein p47 na spermiích zůstává i po kapacitaci (Zigo et al. 2015), což 

napovídá, že by se mohl účastnit také procesů spojených s vazbou spermie na ZP oocytu, stejně 

jako to bylo popsáno u myšího SED1. U p47 sice byla popsána vazebná aktivita na sacharidové 

struktury ZP oocytu (Ensslin et al. 1998), ale zda je skutečně zapojen  

do primární vazby spermií na ZP, nebylo doposud pomocí vazebných studií potvrzeno. 
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4 Materiál a metodika 

K experimentům byl použit kančí ejakulát z inseminační stanice (IS) Skršín (NATURAL, 

spol. s.r.o.) a z IS Kout na Šumavě (CHOVSERVIS a.s.), který byl v podobě inseminačních 

dávek převážen do laboratoře v termoboxu při teplotě 17 °C. Prasečí vaječníky byly získány 

z jatek v Příbrami a do laboratoře byly transportovány v termoboxu ve fyziologickém roztoku 

při teplotě 39 ºC. 

Pokud v práci není uvedeno jinak, pro všechny experimenty byly použity chemikálie 

značky Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA. 

 

4.1 Příprava vzorků spermií pro Western blot detekci a nepřímou 

imunofluorescenci 

Pro Western blot detekci a nepřímou imunofluorescenční mikroskopii byly spermie 

rozděleny do tří skupin – ejakulované, kapacitované a akrozomálně zreagované. Spermie byly 

nejprve stočeny (5 min, 250 x g, 17 °C) a následně 3x promyty v PBS (0,01 M Phosphate-

buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCl, pH 7,4). Poté byla část spermií kapacitována 

po dobu 1,5 hod při teplotě 38 °C a 5 % CO2 v kapacitačním médiu (složení kapacitačního 

média viz Tab. 4). Po kapacitaci byla část zkapacitovaných spermií odebrána a 3x promyta 

v PBS (5 min, 250 x g). K druhé časti kapacitovaných spermií byl přidán 10 µM kalcium 

ionofor pro navození akrozomální reakce. Spermie byly inkubovány s kalcium ionoforem 

při teplotě 38 °C a 5 % CO2 po dobu 1 hod. Poté byly akrozomálně zreagované spermie 

3x promyty v PBS. Takto připravené spermie (ejakulované, kapacitované a akrozomálně 

zreagované) byly použity pro přípravu vzorků pro SDS elektroforézu a pro nepřímou 

imunofluorescenční mikroskopii. 

 

Pro extrakci proteinů pro SDS elektroforézu byl k peletě ejakulovaných, kapacitovaných 

a akrozomálně zreagovaných spermií o přibližné koncentraci 5x107 spermií/ml přidán 

redukující pufr (3,8 ml H2O, 1,0 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 (Bio-Rad, Hercules, California, 

USA), 0,8 ml glycerol, 1,6 ml 10% SDS, 0,4 ml 0,05% bromfenolová modř, 0,4 ml 

2- merkaptoetanol) v poměru 1:2 (peleta:množství vzorkového pufru). Vzorky byly ponechány 

na ledu pro lepší lýzu buněk po dobu 30 min a každých 5 min byly řádně promíchány. Poté byly 

vzorky povařeny při 100 °C po dobu 5 min a následně byly stočeny (3 min, 10 000 x g). Takto 

připravené vzorky byly použity pro SDS elektroforézu. 

 

Pro nepřímou imunofluorescenci bylo k peletě promytých ejakulovaných, 

kapacitovaných a akrozomálně zreagovaných spermií přidáno PBS, aby finální koncentrace 

činila přibližně 1x105 spermií/ml. 
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Tabulka 4: Složení kapacitačního média 

Chemikálie Množství rozpuštěno v 1 l destilované vody 

NaCl 6,663 g 

KCl 0,238 g 

Na2HPO4 0,041 g 

laktát sodný 1,4 ml 

MgCl2 x 6 H20 0,102 g 

HEPES 2,383 g 

pyruvát sodný 0,022 g 

sorbitol 2,186 g 

gentamicin 0,025 g 

penicilin 0,065 g 

PVA 0,100 g 

glukóza 1,980 g 

pyruvát sodný 0,550 g 

BSA 20 g 

NaHCO3 0,168 g 

CaCl2 x 2 H2O 0,294 g 

 

4.2 Nepřímá imunofluorescenční mikroskopie 

Pro nepřímou imunoflourescenci byla použita suspenze spermií ejakulovaných, 

kapacitovaných a akrozomálně zreagovaných (viz 4.1 Příprava vzorků spermií). 

Před nanesením suspenze spermií byla na podložní sklíčka pomocí PAN Pen (Liquid Blocker 

Super PAN Pen, Agar Scientific, Stansted, UK) nakreslena kolečka. Do koleček bylo naneseno 

20 µl suspenze spermií a do suspenze spermií bylo přidáno 50 µl acetonu. Suspenze spermií 

byla fixována 10 min. 

Po fixaci byla sklíčka se spermiemi opláchnuta PBS a destilovanou vodou. Po zaschnutí 

byla na sklíčka nanesena primární protilátka 1H9 proti lactadherinu (p47) (Zigo et al. 2015) 

v poměru 1:10 a inkubována přes noc při 4 °C ve tmě a vlhké komůrce. Vzorky spermií, které 

byly ponechány pro negativní kontrolu, byly inkubovány pouze s PBS přes noc při 4 °C ve tmě 

a vlhké komůrce. Po inkubaci byla sklíčka opláchnuta PBS a destilovanou vodu. Po zaschnutí 

byla na vzorky nanesena sekundární protilátka proti myším imunoglobulinům Alexa FlourTM 

488 anti-mouse IgG (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) ředěná v poměru 1:300 v PBS 

a inkubována po dobu 1 hod při pokojové teplotě ve tmě a vlhké komůrce. Po inkubaci 

se sekundární protilátkou byla sklíčka opláchnuta PBS a destilovanou vodou a byla ponechána 

k zaschnutí. Poté byl na sklíčka nanesen PNA lektin konjugovaný s Rhodaminem (Rhodamine 
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Peanut Agglutinin; Vector laboratories, Burlingame, California, USA) ředěný 1:500 v PBS. 

Preparáty byly s PNA inkubovány při pokojové teplotě, ve vlhké komůrce a tmě po dobu 

30 min. Po inkubaci a promytí sklíček PBS a destilovanou vodou bylo na preparáty aplikováno 

10 µl montovacího média DAPI (Vecta-Shield DAPI, Antifade Mounting Medium, Vector 

laboratories, Burlingame, California, USA). Sklíčka s preparáty spermií byla překryta krycím 

sklem a zafixována pomocí laku na nehty. Takto připravené preparáty byly nasnímány 

pod fluorescenčním mikroskopem Nikon Eclipse E 600 a zdokumentovány pomocí kamery 

(Nikon Digital Sight DS-Fi1, Japonsko) a softwaru pro analýzu obrazu NIS Elements.  

 

4.3 SDS elektroforéza a Western blot detekce 

Pro SDS elektroforézu byla použita aparatura pro vertikální elektroforézu – systém Mini-

PROTEAN Tetra (Bio-Rad, Hercules, California, USA). Do skel s připraveným 

15% akrylamidovým separačním gelem: 2,5 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 (Bio-Rad, Hercules, 

California, USA), 5,0 ml 30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, Hercules, California, USA), 

2,5 ml destilovaná voda, 100 µl 10% SDS, 4,5 µl TEMED, 70 µl 10% persíran amonný 

a 4% zaostřovacím gelem: 1,52 ml destilovaná voda, 0,625 ml 0,5 M Tris-HCl, 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 µl TEMED, 50 µl 10% APS byl vložen hřebínek 

pro tvorbu jamek. Skla byla po ztuhnutí gelů přenesena do aparatury a zalita 

5x koncentrovaným elektrodovým pufrem (15 g TRIS, 72 g glycin, 5 g SDS, rozpuštěno v 1 l 

destilované vody, ředěno 1:4). Poté byly vytaženy hřebínky a následně byly do jamek naneseny 

proteinové extrakty jednotlivých skupin spermií o objemu 15 µl a 3 µl proteinového standardu 

Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad, Hercules, California, USA) pro odhad 

molekulové hmotnosti separovaného proteinu. Elektroforéza probíhala 20 min při konstantním 

napětí 80 V a poté 1,5 hod při 140 V. 

Pro elektropřenos proteinů na PVDF (Millipore, Burlington, Massachusetts, USA) byl 

použit systém od firmy Bio-Rad (Hercules, California, USA). Nejprve byl připraven 

transferový pufr (3,03 g TRIS, 14,4 g glycin, 200 ml metanol, rozpuštěno v 800 ml destilované 

vody), do kterého byl namáčen materiál pro elektropřenos. Kazeta pro Western blot byla 

sestavena následovně: houbička, filtrační papír membránu (Whatman chromatography paper, 

GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA), gel se separovanými proteiny, PVDF membrána, která 

byla před použitím aktivována v metanolu po dobu cca 1 minuty, filtrační papír a houbička. 

Takto zkompletována kazeta byla vložena do aparatury pro elektropřenos. Přenos proteinů byl 

prováděn při konstantním proudu 500 mA po dobu 45 min.  

Membrána s přenesenými proteiny byla po vyjmutí z kazety po dobu 30 vteřin barvena 

Ponceau (Ponceau S Solution) pro vizualizaci proteinů. Poté bylo pozadí membrány odmyto 

destilovanou vodou a promyto v PBS s 0,5% Tweenem (PBS-T). Volná místa na membráně 

byla deaktivována 5% sušeným mlékem (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk; Bio-Rad, 

Hercules, California, USA) rozpuštěným v PBS po dobu 1 hodiny. Následovala inkubace 

s myší monoklonální protilátkou 1H9 proti p47 (Zigo et al. 2015) ředěnou 1:100 v 1% mléce 

při 4 °C přes noc. Pro negativní kontrolu byla membrána inkubována pouze v 1% mléce 

při 4 °C přes noc. Pro normalizaci množství proteinů ve vzorku byla membrána inkubována 



19 

s myší monoklonální protilátkou proti α-tubulinu DM1A ředěnou v poměru 1:5000 v PBS 

při 4 °C přes noc. Po inkubaci s primární protilátkou 1H9 proti p47, s protilátkou 

proti α- tubulinu DM1A nebo pouze v 1% mléku byla membrána promývána 3x po dobu 10 min 

PBS-T a poté inkubována se sekundární protilátkou proti myším imunoglobulinům (Goat anti-

mouse IgG (L+H), Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad, California, USA) ředěnou 

v poměru 1: 3 000 v 1% mléce po dobu 1 hod při pokojové teplotě. Po inkubaci byla membrána 

6x promyta po dobu 10 min v PBS-T.  

Pomocí chemiluminiscenčního substrátu (Super Signal West Pico Plus, Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) byla v přístroji Azure c300 (Azure Biosystems, 

Dublin, California, USA) provedena vizualizace specifické detekce proteinu.  

 

4.4 Vazebné studie 

4.4.1 Příprava oocytů  

Oocyty byly získávány aspirací z folikulů o velikosti 2-5 mm injekční stříkačkou s jehlou 

18 G. Bylo připraveno modifikované kultivační médium M199 obohacené o laktát vápenatý 

(0,6 mg/ml), pyruvát sodný (0,25 mg/ml), HEPES (1,5 mg/ml), gentamicin (0,025 mg/ml), 

sérový albumin (0,005 g/ml) a fetální bovinní sérum (50 µl/ml). Pro experiment byly 

pod stereomikroskopem vybrány pouze oocyty s kompaktním obalem kumulárních buněk 

a nepoškozenou cytoplazmou. Oocyty byly přeneseny do čtyřjamkových Petriho misek 

a do kultivačního média byly přidány tři kapky P. G. 600 (15,5 IU eCG : 6,6 IU hCG/ml) 

(Intervet, Boxmeer, Holland). Oocyty byly kultivovány při 39 °C v 5 % CO2 po dobu 48 hodin. 

Po 48 hodinách byly z oocytů odstraněny kumulární buňky a poté byly oocyty 3x promyty 

v mTBM médiu (složení média viz Tab. 5). 

 

Tabulka 5: Složení mTBM média 

Chemikálie Množství rozpuštěné v 100 ml destilované vody 

NaCl 0,6611 g 

KCl 0,0224 g 

CaCl2 x 2 H2O 0,1102 g 

TRIS 0,2423 g 

glukóza 0,1982 g 

pyruvát sodný 0,0550 g 

kofein 0,0667 g 

BSA 0,2000 g 
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4.4.2 Příprava spermií 

Kančí spermie byly nejprve spočítány v Bürkerově komůrce. Poté byly spermie stočeny 

(5 min, 250 x g, 17 °C). Následně byl odebrán supernatant a k peletě spermií byl přidán 

1 ml PBS-PVA (4 g NaCl, 0,1 g KCl, 0,13 g KH2PO4, 0,55 g Na2HPO4, 0,50 g PVA, 500 ml 

destilované vody). Spermie byly lehce resuspendovány a promyty (5 min, 250 x g, 17 °C). 

Spermie byly promyty celkem 3x. Po promytí byla koncentrace spermií upravena 

na 105 spermií/ml a poté byly spermie použity pro vazebné studie. 

 

  

Pro vazebné studie byly použity tři odlišné metodiky. V rámci jedné metodiky byly 

spermie rozděleny do tří experimentálních skupin pro sledování vazebné aktivity lactadherinu:  

1. skupina – monoklonální protilátka 1H9 proti lactadherinu v poměru 1:1  

2. skupina – pozitivní kontrola s použitím myšího IgG v poměru 1:500 

3. skupina – negativní kontrola bez použití protilátky 

 

4.4.3 Vazebná studie – metodika č. 1 

Po promytí spermií bylo k peletě přidáno 5 ml kapacitačního média (složení média viz 

Tab. 4) a suspenze byla resuspendována. Spermie byly kapacitovány po dobu 1,5 hod při teplotě 

38 °C a 5 % CO2. Po kapacitaci byly spermie opět 3x promyty v PBS-PVA (5 min, 250 x g, 

17 °C). Promyté spermie byly resuspendovány v 1 ml mTBM média (složení média viz Tab. 5). 

Poté byly spermie rozděleny do tří skupin (viz 4.4.2 Příprava spermií) a spermie byly 

ponechány na 30 min při teplotě 38 °C a 5 % CO2. Po inkubaci bylo 10 µl spermií přidáno 

k promytým oocytům v 50 µl mTMB média. Suspenze spermií s oocyty byla převrstvena 

minerálním olejem a poté byly společně inkubovány ve vazebném mTBM médiu 30 min 

při teplotě 39 °C a 5 % CO2. 
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4.4.4 Vazebná studie – metodika č. 2 

Promyté spermie byly rozděleny do tří skupin (viz 4.4.2 Příprava spermií) a inkubovány 

s protilátkou 30 min při teplotě 38 °C a 5 % CO2. Po inkubaci bylo 10 µl spermií přidáno 

k promytým oocytům v 50 µl mTMB média, kde byly spermie zároveň kapacitovány. Suspenze 

spermií s oocyty byla převrstvena minerálním olejem a poté byly společně inkubovány 

ve vazebném mTBM médiu 1,5 hodiny při teplotě 39 °C a 5 % CO2.  

 

 

 

 

4.4.5 Vazebná studie – metodika č. 3 

Promyté spermie byly rozděleny do tří skupin (viz 4.4.2 Příprava spermií). Ze suspenze 

spermií bylo odebráno 10 µl spermií a přidáno k promytým oocytům v 50 µl mTBM média, 

kde byly spermie zároveň kapacitovány. Suspenze spermií s oocyty byla převrstvena 

minerálním olejem a poté byly společně inkubovány ve vazebném mTBM médiu 1,5 hodiny 

při teplotě 39 °C a 5 % CO2. 
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4.4.6 Hodnocení vazby spermií na zona pellucida 

Po inkubaci byly oocyty s navázanými spermiemi přeneseny na teflonová sklíčka. 

Do kapky s oocyty s navázanými spermiemi bylo přidáno 5 µl montovacího média VectaShield 

DAPI (Anifade Mounting Medium; Vector Laboratories, Burlingame, California, USA). 

Teflonové sklíčko byly překryto krycím sklíčkem a zafixováno pomocí laku na nehty. 

Zhotovené preparáty byly pozorovány pod fluorescenčním mikroskopem Nikon Eclipse E 600, 

zdokumentovány pomocí kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi1, Japonsko) a softwaru 

pro analýzu obrazu NIS Elements.  

 

4.5 Statistické vyhodnocení 

Výsledky detekce lactadherinu ze čtyř opakování byly denzitometricky zpracovány 

pomocí programu C-Digit Image Studio (verze 4.0). Data získaná z denzitometrické analýzy 

jsou prezentována jako průměr ± směrodatná odchylka (SD) a byla statisticky vyhodnocena 

použitím jednovýběrového testu – analýzy rozptylu (ANOVA) pomocí programu Excel 

(Microsoft Office Professional Plus 2016).  
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5 Výsledky 

5.1 Lokalizace kančího lactadherinu ve spermiích 

Nepřímou imunofluorescenční mikroskopií byla sledována lokalizace kančího 

lactadherinu (p47) v ejakulovaných, kapacitovaných a akrozomálně zreagovaných spermiích 

fixovaných a permeabilizovaných acetonem. K detekci byla použita myší monoklonální 

protilátka 1H9 proti p47 a k vizualizaci sekundární protilátka proti myším imunoglobulinům 

Alexa FlourTM 488 anti-mouse IgG (zelená fluorescence). Akrozom byl označen PNA lektinem 

konjugovaným s Rhodaminem (červená fluorescence) a jádro bylo značeno DAPI (modrá 

fluorescence). U negativní kontroly byly vzorky inkubovány pouze se sekundární protilátkou 

proti myším imunoglobulinům Alexa FlourTM 488 anti-mouse IgG. 

 

Na obrázku 4 jsou zobrazeny kančí ejakulované spermie, které byly fixovány 

a permeabilizovány acetonem. Protein p47 byl lokalizován pomocí protilátky v akrozomální 

oblasti hlavičky spermie. Na obrázku 4D je zobrazen detail ejakulované spermie fixované 

a permeabilizované acetonem. 

Obrázek 4: Ejakulované kančí spermie fixované a permeabilizované acetonem. Detail 

ejakulované spermie (D). Jádro označené DAPI (A, A´), akrozom označený PNA lektinem 

konjugovaným s Rhodaminem (B, B´), reakce s protilátkou 1H9 proti p47 (C, C´). Měřítko 

10 µm, zvětšení 400x. 
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Na obrázku 5 jsou zobrazeny kančí kapacitované spermie, které byly fixovány 

a permeabilizovány acetonem. Protein p47 byl lokalizován pomocí protilátky v akrozomální 

oblasti hlavičky spermie. Na obrázku 5D je zobrazen detail kapacitované spermie fixované 

a permeabilizované acetonem. 

 

Obrázek 5: Kapacitované kančí spermie fixované a permeabilizované acetonem. Detail 

kapacitované spermie (D). Jádro označené DAPI (A, A´), akrozom označený PNA lektinem 

konjugovaným s Rhodaminem (B, B´), reakce s protilátkou 1H9 proti p47 (C, C´). Měřítko 

10 µm, zvětšení 400x. 
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Na obrázku 6 jsou zobrazeny kančí akrozomálně zreagované spermie, které byly fixovány 

a permeabilizovány acetonem. Protein p47 byl lokalizován v celé oblasti hlavičky spermie. 

Na obrázku 6D je zobrazen detail akrozomálně zreagované spermie fixované 

a permeabilizované acetonem. 

 

Obrázek 6: Akrozomálně zreagované kančí spermie fixované a permeabilizované acetonem. 

Detail akrozomálně zreagované spermie (D). Jádro označené DAPI (A, A´), akrozom označený 

PNA lektinem konjugovaným s Rhodaminem (B, B´), reakce s protilátkou 1H9 proti p47 

(C, C´). Měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 
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Na obrázku 7 jsou zobrazeny negativní kontroly pro kančí spermie, které byly fixovány 

a permeabilizovány acetonem a inkubovány pouze se sekundární protilátkou proti myším 

imunoglobulinům Alexa FlourTM 488 anti-mouse IgG. Negativní kontrola potvrdila, že nedošlo 

k nespecifické reakci. 

 

 

  

Obrázek 7: Kančí ejakulované (E), kapacitované (K) a akrozomálně zreagované (AR) 

spermie fixované a permeabilizované acetonem. Jádro označené DAPI (A), akrozom 

označený PNA lektinem konjugovaným s Rhodaminem (B), reakce s protilátkou proti myším 

IgG (C). Měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 
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5.2 Detekce kančího lactadherinu v extraktech spermií 

Kančí lactadherin (p47) byl detekován za redukujících podmínek v extraktech 

ejakulovaných, kapacitovaných a akrozomálně zreagovaných spermií. Membrána 

se separovanými proteiny z extraktů kančích spermií je zobrazena na obrázku 8A. Byly patrné 

dva proteinové proužky o molekulových hmotnostech přibližně 35 a 45 kDa. Membrána 

na obrázku 8B sloužila jako negativní kontrola inkubovaná pouze se sekundární protilátkou. 

Na obrázku 8C je zobrazena membrána s detekcí α-tubulinu pro normalizaci optické denzity 

detekovaného proteinu p47. 

 

 

Extrakty proteinů z membrány vizualizované chemiluminiscenčním substrátem 

a z membrány, kde byl detekován α-tubulin, byly denzitometricky vyhodnoceny a získaná data 

byla analyzována. Byl zjištěn podíl denzitometrických hodnot detekce proteinu p47  

a α-tubulinu jako referenčního proteinu v každém extraktu. 

 Hodnoty relativní optické denzity ze čtyř opakování byly vyjádřeny jako průměr 

± směrodatná odchylka (SD) a množství p47 ve vzorcích bylo vztahováno k hodnotě relativní 

optické denzity ejakulovaných spermií. Průměrná hodnota intenzity signálu ve vzorku 

kapacitovaných spermií činila 1,02±0,36 a akrozomálně zreagovaných spermií 0,87±0,28 (viz 

Graf 1).  

 

 

Obrázek 8: Imunodetekce proteinu p47 v extraktech kančích spermií pomocí protilátky 1H9. 

Detekce p47 protilátkou 1H9 (A), negativní kontrola (B), detekce tubulinu pro normalizaci 

optické denzity (C). St – standardy molekulových hmotností, E – ejakulované spermie, 

K – kapacitované spermie, AR – akrozomálně zreagované spermie.  
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Hodnoty relativní optické denzity byly podrobeny jednofaktorovému testu ANOVA. 

V množství proteinu p47 nebyl nalezen mezi ejakulovanými, kapacitovanými a akrozomálně 

zreagovanými spermiemi statisticky významný rozdíl (P>0,05). 

 

  

5.3 Blokace vazby spermií na zona pellucida oocytu s využitím 

monoklonální protilátky 1H9 proti lactadherinu 

Pro sledování vazebné aktivity kančího lactadherinu (p47) se zona pellucida (ZP) oocytu 

byly spermie rozděleny do tří skupin – spermie inkubované s monoklonální protilátkou 1H9 

proti p47, spermie inkubované s myším IgG (negativní kontrola) a spermie bez inkubace 

s protilátkou (pozitivní kontrola). Jádra spermií byla označena DAPI (modrá fluorescence). 

 

5.3.1 Studium vazby podle metodiky č. 1 

 V metodice č. 1 (viz kap. 4.4.3 Vazebná studie – metodika č. 1) byly pro vazbu spermií 

na oocyty použity kapacitované spermie. Spermie byly rozděleny do tří skupin (viz výše) 

a po dobu 30 min inkubovány v příslušných skupinách s protilátkou 1H9 proti p47, s myším 

IgG a bez protilátky. Poté byly spermie ve skupinách přidány k 5 oocytům a společně 

inkubovány ve vazebném médiu mTBM po dobu 30 min. 

 Na obrázku 9 jsou zobrazeny oocyty s navázanými spermiemi. Nejvíce spermií 

se na oocyt navázalo v kontrolní skupině bez předešlé inkubace spermií s protilátkou (viz 

obrázek 9C). V porovnání s pozitivní kontrolou bylo na oocytech ve skupině po inkubaci 

Graf 1: Průměrná hodnota signálu reakce protilátky 1H9 s proteinem p47 u ejakulovaných, 

kapacitovaných a akrozomálně zreagovaných spermií vztažena k optické denzitě detekce 

p47 v ejakulovaných spermiích. 
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spermií s myším IgG méně navázaných spermií (viz obrázek 9B). Nejméně spermií bylo 

na oocytech navázáno ve skupině po inkubaci spermií s monoklonální protilátkou 1H9 

proti p47 (viz obrázek 9A). Průměrný počet spermií navázaných na 5 oocytů je zobrazen 

v grafu 2. 

   

 

5.3.2 Studium vazby podle metodiky č. 2 

 V metodice č. 2 (viz kap. 4.4.4 Vazebná studie – metodika č. 2) byly pro vazbu spermií 

na oocyty použity ejakulované spermie. Spermie byly rozděleny do tří skupiny (viz výše) 

a po dobu 30 min inkubovány v příslušných skupinách s protilátkou 1H9 proti p47, s myším 

IgG a bez protilátky. Poté byly spermie ve skupinách přidány k 5 oocytům a společně 

inkubovány ve vazebném médiu mTBM po dobu 30 min, kde byly spermie zároveň 

i kapacitovány. 

Obrázek 9: Kapacitované spermie navázané na oocyty po inkubaci ve vazebném médiu mTBM 

s protilátkou 1H9 proti p47 (A), s protilátkou proti myším IgG – negativní kontrola (B), 

bez přidané protilátky – pozitivní kontrola (C). Měřítko 20 µm, zvětšení 400x. 

Graf 2: Průměrný počet spermií navázaných na 5 oocytů podle metodiky č. 1. Spermie 

inkubované s protilátkou 1H9 proti p47, s myším IgG a spermie inkubované bez protilátky.  



30 

 Na obrázku 10 jsou zobrazeny oocyty s navázanými spermiemi. Nejvíce spermií 

se na oocyt navázalo v kontrolní skupině bez předešlé inkubace spermií s protilátkou (viz 

obrázek 10C). V porovnání s pozitivní kontrolou bylo na oocytech ve skupině po inkubaci 

spermií s myším IgG méně navázaných spermií (viz obrázek 10B). Nejméně spermií bylo 

na oocytech navázáno ve skupině po inkubaci spermií s monoklonální protilátkou 1H9 

proti p47 (viz obrázek 10A). Průměrný počet spermií navázaných na oocyty je zobrazen 

v grafu 3. 

 

 

5.3.3 Studium vazby podle metodiky č. 3 

 V metodice č. 3 (viz kap. 4.4.5 Vazebná studie – metodika č. 3) byly pro vazbu spermií 

na oocyty použity ejakulované spermie, které byly rozděleny do tří skupin a přidány k pěti 

oocytům. Ke skupinám byly přidány protilátky proti p47, proti myším IgG a jedna skupina byla 

Obrázek 10: Kančí spermie navázané na oocyty po inkubaci ve vazebném médiu mTBM 

s protilátkou 1H9 proti  p47 (A), s  myším IgG – negativní kontrola (B), bez přidané protilátky 

– pozitivní kontrola (C). Měřítko 20 µm, zvětšení 400x. 

Graf 3: Průměrný počet spermií navázaných na 5 oocytů podle metodiky č. 2. Spermie 

inkubované s protilátkou 1H9 proti p47, s myším IgG a spermie inkubované bez protilátky. 
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inkubována bez protilátek. Poté byly společně inkubovány ve vazebném médiu mTBM po dobu 

1,5 hod, kdy spermie zároveň podstoupily kapacitaci.  

 Na obrázku 11 jsou zobrazeny oocyty s navázanými spermiemi. Nejvíce navázaných 

spermií bylo v kontrolní skupině, kde spermie nebyly inkubovány s protilátkou ani myším IgG 

(viz obrázek 11C). Méně navázaných spermií na oocytech bylo ve skupině, kde spermie byly 

inkubovány s myším IgG (viz obrázek 11B). Nejméně navázaných spermií na oocytech bylo 

ve skupině, kde spermie byly inkubovány s protilátkou proti p47 (viz obrázek 11A). Průměrný 

počet spermií navázaných na oocyty je zobrazen v grafu 4. 

 

Vzhledem k nízkému počtu oocytů použitých v jednotlivých metodikách nebylo možné 

statistické vyhodnocení výsledků průměrného počtu spermií navázaných na oocyty v rámci 

skupin.  

Obrázek 11: Kančí spermie navázané na oocyty po inkubaci ve vazebném médiu mTBM 

s protilátkou 1H9 proti p47 (A), s  myším IgG – negativní kontrola (B), bez přidané protilátky 

– pozitivní  kontrola (C). Měřítko 20 µm, zvětšení 400x. 

Graf 4: Průměrný počet spermií navázaných na 5 oocytů podle metodiky č. 3. Spermie 

inkubované s protilátkou 1H9 proti p47, s myším IgG a spermie inkubované bez protilátky. 
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6 Diskuze 

Spermie musí podstoupit několik procesů, aby byly schopny navázat se na oocyt 

a následně jej oplodnit. Mezi tyto procesy patří epididymální maturace, která probíhá 

v nadvarlatech a kapacitace v samičím pohlavním traktu, během nichž dochází k reorganizaci 

plazmatické membrány a přeskupení povrchových proteinů (Toshimori 2003). Během 

kapacitace dochází k odhalení povrchových proteinů, které mohou být zapojeny do primární 

vazby spermií k zona pellucida (ZP) oocytu (Florman & Fissore 2015). Primární vazba spermií 

k ZP oocytu iniciuje signální kaskádu, která spouští akrozomální reakci (AR), během které 

dochází k odkrytí sekundárních vazebných receptorů (Yanagimachi 1994). 

 Vazebných receptorů s afinitou k ZP byla na povrchu spermií různých druhů popsána 

celá řada (viz kapitola 3.2 Vazebné receptory pro ZP na spermii). Na kančích spermiích byly 

charakterizovány spermadhesiny nebo například protein DQH a jako kandidát pro vazbu k ZP 

oocytu byl navržen i kančí lactadherin (p47). 

V naší práci jsme se zaměřili na lokalizaci proteinu p47 v kančích spermiích v různých 

stádiích jejich post-testikulárního vývoje, kdy jsme protein p47 detekovali v akrozomální 

oblasti hlavičky ejakulovaných a in vitro kapacitovaných spermií. Naše výsledky jsou částečně 

v souladu s již dříve publikovanými daty. Ensslin et al. (1998) a Petrunkina et al. (2003) 

se zabývali lokalizací p47 ve spermiích pocházejících z varlat a nadvarlat a také spermiích  

po in vitro kapacitaci. Autoři ve svých studiích lokalizovali protein p47 v apikální oblasti 

akrozomální čepičky ejakulovaných spermiích a po celé akrozomální oblasti u kapacitovaných 

spermií. Ensslin et al. (1998) ve své práci využili fixaci spermií v metanolu, na rozdíl 

od Petrunkina et al. (2003), kteří fixovali spermie paraformaldehydem.  V naší studii jsme 

protein p47 lokalizovali po fixaci spermií acetonem. Naše výsledky jsou navíc doplněny 

o lokalizaci proteinu p47 v akrozomálně zreagovaných spermiích, kde byl p47 nalezen v celé 

oblasti hlavičky spermie, což znamená jeho pravděpodobnou lokalizaci ve vnitřní akrozomální 

membráně. 

Pomocí protilátky 1H9 jsme detekovali protein p47 v extraktech kančích spermií. 

Vycházeli jsme ze studie Zigo et al. (2015), který použil protilátku 1H9 k detekci proteinu p47 

v ejakulovaných a kapacitovaných spermiích a pozoroval dva proteinové proužky o přibližné 

molekulové hmotnosti 35 a 45 kDa. Naše studie je v souladu s publikovaným výsledkem, 

a navíc je doplněna o detekci proteinu p47 v extraktech akrozomálně zreagovaných spermiích, 

kde byly detekovány dva proteinové proužky o stejné molekulové hmotnosti (35 a 45 kDa) 

jako v ejakulovaných a kapacitovaných spermiích. Proteinový proužek s nižší molekulovou 

hmotností je pravděpodobně zkrácenou formou proteinu p47. Domníváme se tak z toho 

důvodu, protože výskyt dlouhé a krátké formy lactadherinu byl zaznamenán v tkáních nadvarlat 

u myší (Raymond & Shur 2009). Naše výsledky částečně korespondují i s výsledky, které uvádí 

ve svých studiích Ensslin et al. (1998) i Petrunkina et al. (2003). Zmínění autoři detekovali 

protein p47 jako protein s molekulární hmotností 47 kDa. Absence kratší formy p47 v jejich 

studii může být způsobena rozdílnou reaktivitou zvolené protilátky, která nemusí tuto izoformu 

rozpoznávat oproti naší protilátce 1H9 vyrobené imunizací myší proteiny izolovanými 

z povrchu kančí spermie (Zigo et al. 2015). 

Zároveň jsme v naší studii zjistili, že množství detekovaného proteinu v ejakulovaných 

a kapacitovaných spermiích se neměnilo a po akrozomální reakci množství proteinu 
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ve spermiích zdánlivě ubývalo, ale tento rozdíl nebyl statisticky významný. Nicméně je potřeba 

udělat více opakování detekce proteinu p47 ve spermiích, abychom mohli potvrdit úbytek 

detekovaného proteinu v akrozomálně zreagovaných spermiích. Nižší úbytek detekovaného 

proteinu by mohl být způsoben i tím, že ne všechny spermie mohly prodělat AR. 

Pro specifičtější detekci p47 ve spermiích po AR bychom mohli využít třídění spermií 

s neporušeným akrozomem a spermií bez akrozomu pomocí průtokové cytometrie – konkrétně 

FACS (z angl. Flourescent Activated Cell Sorting). Následně bychom detekovali množství 

proteinu pouze v extraktech spermií, které byly bez akrozomu. Pro konkrétní odlišení původu 

izolovaného proteinu ve spermiích by bylo dobré v budoucnu vyzkoušet i jiné extrakční 

postupy, které by cíleně izolovaly proteiny z určitých částí buňky. Možným extrakčním 

postupem by mohla být kyselá extrakce proteinu p47 z kančích spermií použitím 2% kyseliny 

octové, kdy dochází k izolaci proteinů jak z povrchu spermií (Jonáková et al. 1991), 

tak i z akrozomu (Wolff & Schill 1975; Čechová et al. 1988). Jak jsme pomocí 

imunoflourescence zjistili, protein p47 by mohl být lokalizován jak na povrchu spermií, tak 

i uvnitř – nejen v akrozomální matrix, ale i ve vnitřní akrozomální membráně. Abychom tyto 

předpoklady mohli potvrdit, bylo by nutné provést další zkoumání provedením například 

frakcionalizace membrán spermií na plazmatickou, vnější a vnitřní akrozomální membránu 

(Jankovicova et al. 2020) nebo bychom mohli použít cílenou izolaci proteinů z povrchu spermií 

(Zigo et al. 2015). Dále bychom mohli využít také mikroskopii s vyšší schopností rozlišení 

pro lepší lokalizaci proteinu p47 ve spermiích.  

Lokalizaci kančího p47 na povrchu spermií také dokazuje jeho vazebná aktivita jak 

k sacharidovým Lewis X strukturám epitelu vejcovodu, kterou ve své studii popisují Silva et al. 

(2017), tak i k integrinům na povrchu oviduktálních buněk  (Andersen et al. 2000; Chegini  

et al. 2001). Jakou má protein p47 úlohu ve vazbě spermií na ZP oocytu se doposud nepodařilo 

objasnit.  

Myším homologem ke kančímu proteinu p47 je protein SED1, který byl detekován 

na povrchu myších spermií. Stejně jako kančí p47 je myší SED1 lokalizován v akrozomální 

oblasti hlavičky zralých spermií (Ensslin & Shur 2003). Ensslin & Shur (2003) ve své studii 

zkoumali účast SED1 na rozpoznání a vazbě gamet. Zjistili, že SED1 se váže na neoplozené 

oocyty a na fragmenty ZP získané z vaječníků (Ensslin & Shur 2003). Pro správnou biologickou 

funkci SED1 potřebuje svojí discoidinovou doménu, kterou se váže k plazmatické membráně 

spermie a na ZP oocytu (Shur et al. 2004). Dále bylo zjištěno, že myší SED1 rozpoznává a váže 

se na glykoproteiny mZP2 i mZP3. Je zajímavé, že SED1 má afinitu jak k primárnímu 

receptoru, což je glykoprotein mZP3, ale zároveň se váže i na glykoprotein mZP2, který hraje 

roli v sekundární vazbě a je ligandem pro akrozomálně zreagované spermie (Wassarman et al. 

2001; Shur et al. 2004). Stejně jako byla popsána vazba myšího SED1 na glykoproteiny ZP, 

tak se předpokládá, že i kančí p47 se účastní vazby k sacharidovým strukturám na ZP (Ensslin 

et al. 1998; Zigo et al. 2015).  

Jedním z cílů práce bylo i sledování vazebné aktivity proteinu p47 k ZP. Vycházeli jsme 

ze studie Zigo et al. (2015), který identifikoval protein p47 na povrchu ejakulovaných 

a kapacitovaných spermií. Zároveň ve své studii určil vazebnou aktivitu proteinu p47, 

izolovaného z povrchu ejakulovaných a in vitro kapacitovaných spermií s biotinem značenými 

glykoproteiny ZP. Vzhledem k tomu, že neznáme přesnou lokalizaci proteinu p47 ve spermiích 

a protein může být přítomen na plazmatické membráně spermií, ale i na vnitřní akrozomální 
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membráně, popřípadě v akrozomální matrix, kde může hrát roli sekundárního vazebného 

receptoru, rozhodli jsme se využít třech různých postupů k blokaci vazby pomocí protilátky 

1H9 proti p47. V naší studii jsme využili předpoklad přítomnosti proteinu p47 na povrchu 

ejakulovaných spermií, proto jsme je před vazbou na oocyt inkubovali s protilátkou 1H9 

proti p47 a následně přidali k oocytům. Během společné inkubace spermií s oocyty došlo 

ke kapacitaci spermií a jejich navázání na ZP oocytu v nižším počtu, než když spermie nebyly 

inkubovány s protilátkou. Z tohoto experimentu i našich výsledků z imunofluorescenční 

analýzy spolu s detekcí v extraktech spermií vyplývá, že protein p47 v průběhu kapacitace zcela 

z povrchu spermií neodchází a může se tak účastnit vazby na ZP oocytu. Během naší druhé 

navržené metodiky jsme blokovali protein p47 na plazmatické membráně in vitro 

kapacitovaných spermií, kdy byly spermie nejprve kapacitovány a následně inkubovány 

s protilátkou 1H9 proti p47 a poté přidány k oocytům. Během společné inkubace 

již kapacitovaných spermií s oocyty došlo k částečné blokaci vazby spermií na ZP, což ukazuje 

na přítomnost proteinu p47 na kapacitovaných spermiích a jeho možném zapojení ve vazbě 

na oocyt. Jak již bylo řečeno, protein p47 zůstává na spermiích i po kapacitaci a jeho přítomnost 

jsme prokázali i na akrozomálně zreagovaných spermiích, kde je přítomen na vnitřní 

akrozomální membráně. Podle imunofluorescenčního značení na permeabilizovaných 

spermiích můžeme odhadovat i jeho přítomnost v akrozomální matrix spermií. Podle těchto 

předpokladů by se protein p47 mohl účastnit sekundární vazby na ZP oocytu. Ejakulované 

spermie byly inkubovány společně s oocyty a protilátkou 1H9 proti p47 v médiu, kde byly 

spermie zároveň kapacitovány. V tomto případě mohlo dojít k blokaci vazby až po spuštění 

akrozomální reakce a odkrytí vazebných míst spermií pro ZP uvnitř akrozomu nebo na vnitřní 

akrozomální membráně, na něž se v případě přítomnosti p47 mohla protilátka 1H9 navázat. 

Ve všech případech experimentů během blokace pomocí protilátky 1H9 došlo k redukci vazby 

spermií na oocyt. Nicméně je potřeba do experimentů zahrnout větší skupiny oocytů a námi 

navržené metodiky studia vazby více propracovat. Původně jsme v naší studii předpokládali 

pravděpodobnou úlohu proteinu p47 jenom v primární vazbě spermií na ZP oocytu. Pro správné 

nastavení metodiky je klíčové, aby byly oocyty v odpovídajícím stádiu jejich meiotické 

kompetence. Například studie vazebné aktivity proteinu p47 s glykoproteiny ZP v práci Zigo 

et al. (2015) neuvádí, v jakém stádiu zrání se oocyty nacházely. Autoři ve své studii pouze 

uvádí, že protein p47 přítomný na kapacitovaných spermiích se váže k ZP víc než p47 

pocházející z ejakulovaných spermií.  

Dále je nutné sledovat, zda spermie navázané na oocyty mají akrozomy. Přítomnost 

akrozomu na navázaných spermiích bychom mohli sledovat pod fluorescenčním mikroskopem 

použitím lektinu PNA, kterým bychom mohli přítomnost akrozomu potvrdit nebo vyvrátit. 

Zapojení p47 proteinu do sekundární vazby spermií na ZP bychom mohli ověřit na spermiích, 

u kterých by byla předem navozena AR a následně by byly inkubovány s protilátkou 1H9. 

Pro kontrolu bychom mohly vyzkoušet inkubaci spermií s oocytem kratší nebo delší dobu 

než 1,5 hodiny u metodik, kde předpokládáme přítomnost p47 na ejakulovaných a akrozomálně 

zreagovaných spermiích a kratší nebo delší dobu než 30 min u kapacitovaných spermií. 

Ze všech našich experimentů je patrné, že protein p47 je přítomen jak na povrchu, 

tak i uvnitř spermií. Částečně jsme blokovali vazbu proteinu p47 na úrovni plazmatické 

membrány, tak případně na úrovni akrozomálního obsahu. Ačkoliv byl protein p47, na základě 

studií na myších spermiích, považován za vazebný receptor pro ZP, jeho aktivita ve vazbě 
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na ZP oocytu nebyla doposud uspokojivě prozkoumaná. Nicméně naše předběžná studie vede 

k potvrzení předpokladu, že protein p47 by mohl být do vazby spermií na ZP oocytu zapojen. 
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7 Závěr 

V této práci jsme vycházeli z hypotézy, podle které dochází k blokaci vazby spermií 

na zona pellucida (ZP) oocytu s využitím protilátky proti proteinu lactadherinu (p47), který je 

lokalizován na povrchu kančích spermií. Cílem práce bylo lokalizovat p47 ve spermiích kanců 

pomocí nepřímé imunofluorescenční mikroskopie, detekovat p47 v extraktech kančích spermií 

a blokovat vazbu spermií na ZP oocytu pomocí monoklonální protilátky 1H9 proti p47.  

Kančí p47 byl lokalizován v akrozomální oblasti hlavičky ejakulovaných 

a in vitro kapacitovaných spermií. V akrozomálně zreagovaných spermiích byl p47 lokalizován 

v celé oblasti hlavičky spermie. Kančí p47 byl také detekován v extraktech ejakulovaných, 

kapacitovaných a akrozomálně zreagovaných spermií. Byly detekovány dva proteinové 

proužky o přibližné molekulové hmotnosti 35 a 45 kDa. K úbytku množství detekovaného 

proteinu docházelo ve spermiích po akrozomální reakci, nicméně tento úbytek nebyl statisticky 

významný. Pomocí vazebných studií se nám podařilo pomocí inkubace s protilátkou 1H9 

proti p47 částečně zablokovat vazbu spermií na ZP oocytu. 

Z našich výsledků vyplývá, že stanovená hypotéza o blokaci spermií na ZP oocytu byla 

pomocí specifické protilátky proti p47 částečně potvrzena a můžeme předpokládat, že tento 

spermatický protein se může vazby se ZP účastnit i na více úrovních. Navíc by bylo vhodné 

do dalších experimentů zahrnout více oocytů v odpovídajícím stádiu jejich meiotické 

kompetence a využít ke studiu vazby spermie po indukci akrozomální reakce. U takovýchto 

spermií bychom po inkubaci se specifickou protilátkou proti p47 mohli zjistit, zda se protein 

p47 skutečně účastní i sekundární vazby spermie k ZP.  
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