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Detekce tetraspaninů v samčím reprodukčním traktu 

a spermiích 

 
 

Souhrn 

 

Jedním z klíčových dějů během oplození je fúze spermie a vajíčka. Aby u savců mohlo 

dojít k momentu splynutí gamet, jsou nezbytné interakce proteinů, které zahrnují také proteiny 

z tetraspaninové nadrodiny. Ačkoli je v posledních letech vliv tetraspaninů na mechanismy 

reprodukce a jejich zapojení v nich předmětem intenzivního zkoumání, prozatím není zcela 

přesně znám. Nicméně víme, že pro mechanismy oplození je klíčové zapojení tetraspaninových 

členů a jejich schopnost asociovat s jinými povrchovými proteiny a vytvářet tím 

tetraspaninovou síť v gametách. 

Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 byly a stále jsou intenzivně studovány na plazmatické 

membráně vajíčka mnoha savčích druhů. Jejich výzkum probíhá v posledních letech taktéž na 

spermiích, nicméně pozornost byla zatím věnována jen několika savčím druhům.  Proto bylo 

cílem naší práce tyto tetraspaniny detekovat na membránách spermií a v reprodukčním traktu 

(1) prasat, u nichž byly studovány jen zřídka, a (2) hřebců, u kterých prozatím studovány vůbec 

nebyly. 

Rešeršní část této práce je zaměřena na shrnutí dosavadních informací o CD9, CD81 

a CD151. Předmětem experimentální části práce byla jejich detekce a lokalizace 

v reprodukčním traktu a spermiích. 

Pomocí nepřímé imunofluorescenční mikroskopie jsme tyto tetraspaniny lokalizovali 

v reprodukčních tkáních a v epididymálních a ejakulovaných spermiích. Protein CD9 byl 

pomocí specifických protilátek lokalizován ve spermatických buňkách semenotvorného 

kanálku a Leydigových buňkách varlat kanců. U hřebců byla lokalizace CD9 prokázána pouze 

ve spermatických buňkách. V kančím i hřebčím nadvarleti jsme CD9 lokalizovali ve spermiích 

uvnitř kanálku nadvarlete, ve tkáni a také v sekrečním epitelu. Zatímco výsledky detekce CD9 

u epididymálních hřebčích spermií byly negativní, u kanců jsme CD9 lokalizovali na vnitřní 

akrozomální membráně a u ejakulovaných kančích spermií navíc ještě v oblasti krčku. V oblasti 

akrozomu a krčku jsme detekovali CD9 u hřebčích ejakulovaných spermií. Získané výsledky 

jsme ověřili metodou Western blot a následné imunodetekce proteinů v extraktech 

epididymálních a ejakulovaných kančích a hřebčích spermií, kde byly detekovány proteiny 

o přibližných molekulových hmotnostech 26 a 28 kDa. 

V apikální oblasti akrozomu ejakulovaných kančích spermií jsme pomocí nepřímé 

imunofluorescenční mikroskopie lokalizovali tetraspanin CD81, který jsme rovněž 

imunodetekcí zaznamenali v extraktech ejakulovaných kančích spermií. U hřebců byl 

z extraktů epididymálních spermií detekován CD81 o molekulové hmotnosti 28 kDa. Zbývající 

výsledky detekce a lokalizace CD81 u kančího a hřebčího modelu byly negativní. 

A konečně byl také lokalizován tetraspanin CD151 ve spermatických buňkách 

semenotvorného kanálku kančího varlete. Pozitivní reakce protilátky byla rovněž viditelná 

v sekrečním epitelu kanálku kančího nadvarlete, kde byly zřetelné jednotlivé sekreční váčky. 

V intersticiální tkáni hřebčího varlete a ve tkáni a sekrečním epitelu kanálku hřebčího 



nadvarlete jsme zaznamenali pouze slabou reakci protilátky proti CD151. Výsledky 

imunolokalizace u hřebčích epididymálních spermií byly negativní. Naproti tomu jsme 

pozorovali pozitivní vazbu protilátky na protein CD151 u epididymálních kančích spermií, kde 

jsme CD151 lokalizovali v subekvatoriálním segmentu. U ejakulovaných kančích spermií byl 

CD151 detekován v oblasti akrozomu a taktéž v subekvatoriálním segmentu. V ekvatoriálním 

segmentu byl CD151 lokalizován u hřebčích ejakulovaných spermií. Imunodetekci jsme 

provedli rovněž u tetraspaninu CD151. V extraktech epididymálních kančích spermií jsme 

detekovali protein o molekulové hmotnosti 50 kDa a u hřebců protein o hmotnosti 49 kDa. 

Detekce CD151 z extraktů kančích ejakulovaných spermií byla negativní. Na druhou stranu 

u hřebců byl detekován protein o molekulové hmotnosti 38 kDa. Detekce CD151 ve vyšších 

molekulových hmotnostech ukazuje na glykosylované formy tohoto proteinu. 

Z našich výsledků je patrné, že lokalizace CD9, CD81 a CD151 v samčím reprodukčním 

traktu a ve spermiích prasat a koní je podobná lokalizaci, jež byla zjištěna u spermií jiných 

savčích druhů (např. u býka). Můžeme z toho usuzovat, že role těchto tří tetraspaninů na 

spermiích prasat a koní je velmi podobná funkci u jiných savčích druhů. Významné je 

především jejich zapojení v interakcích a fúzi spermie s vajíčkem. Do těchto interakcí se 

zapojují právě díky své schopnosti asociovat s jinými proteiny, a vytvářet tak organizovanou 

tetraspaninovou síť, pomocí které jsou schopny ovlivňovat mechanismy během oplození. 
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Detection of tetraspanins in the male reproductive tract 

and spermatozoa 

 
 

Summary 

 

One of the key events during fertilization is the fusion of sperm and egg. In mammals, 

interactions of tetraspanin superfamily proteins as well as other proteins are necessary for 

gamete fusion. Although the influence of tetraspanins on the mechanisms of reproduction and 

on their involvement in those mechanisms has been the subject of intensive research in recent 

years, it is not fully known yet. However, we know that the involvement of tetraspanin family 

members and their ability to associate with other surface proteins, and thus form a tetraspanin 

network in gametes, is crucial for fertilization mechanisms. 

The tetraspanins CD9, CD81, and CD151 have been intensively studied on the plasma 

membrane of eggs of many mammalian species. Their research has also been conducted on 

sperm in recent years, but so far only few mammalian species have received attention. 

Therefore, this thesis aimed to detect these tetraspanins on sperm membranes and in the 

reproductive tract of (1) pigs, in which they have been rarely studied, and (2) stallions, in which 

they have not been studied at all. 

In the research part of this thesis, we focused on summarizing the existing information 

about CD9, CD81, and CD151. The subject of the experimental part of the thesis was their 

detection and localization in sperm and reproductive tract. 

Using indirect immunofluorescence microscopy, we localized these tetraspanins in 

reproductive tissues and in epididymal and ejaculated sperm. Using specific antibodies, the 

CD9 protein was localized in spermatic cells inside the lumen of seminiferous tubules and 

Leydig cells of boar testes. In stallions, the localization of CD9 was demonstrated only in sperm 

cells. In boar and stallion epididymis, we localized CD9 in sperm inside the epididymal duct, 

in the tissue, and in the secretory epithelium. The results of CD9 detection in epididymal stallion 

sperm were negative; in boars, we localized CD9 on the inner acrosomal membrane, and in 

ejaculated boar sperm, we localized it on the inner acrosomal membrane and in the neck area. 

In the acrosome and neck area, we detected CD9 in stallion ejaculated sperm. We verified the 

obtained results by Western blot and immunodetection of proteins from extracts of epididymal 

and ejaculated boar and stallion sperm, where proteins with approximate molecular weights of 

26 and 28 kDa were detected. 

In the apical region of the acrosome of ejaculated boar sperm, we localized tetraspanin 

CD81 using indirect immunofluorescence microscopy. We also recorded CD81 by 

immunodetection from ejaculated boar sperm extracts. In stallions, CD81 with a molecular 

weight of 28 kDa was detected from epididymal sperm extracts. The remaining results of CD81 

detection and localization in the boar and stallion models were negative. 

Moreover, the tetraspanin CD151 was localized in spermatic cells inside the lumen of 

seminiferous tubules of boar testes. A positive antibody reaction was also visible in the 

secretory epithelium of the boar epididymal duct, where individual secretory vesicles were 

distinct. We observed only a weak anti-CD151 antibody response in the interstitial tissue of the 



stallion testes and in the tissue and secretory epithelium of the stallion epididymis. In stallion 

epididymal sperm, there were negative immunolocalization results. In contrast, we observed 

positive antibody binding to CD151 protein in epididymal boar sperm, where we localized 

CD151 in the subequatorial segment. In ejaculated boar sperm, CD151 was detected in the 

acrosome and also in the subequatorial segment. In the equatorial segment, CD151 was 

localized in ejaculated stallion sperm. We performed immunodetection on tetraspanin CD151, 

too. From extracts of epididymal boar sperm, we detected a protein with a molecular weight of 

50 kDa; and, in stallions, a protein with a molecular weight of 49 kDa. The detection of CD151 

from boar ejaculated sperm extracts was negative. On the other hand, in stallions, a protein with 

a molecular weight of 38 kDa was detected. Detection of CD151 at higher molecular weights 

indicates glycosylated forms of this protein. 

Our results show that the localization of CD9, CD81, and CD151 in the male reproductive 

tract and in the sperm of pigs and horses is similar to that found in the sperm of other 

mammalian species (e.g., bull). Based on that, we may assume that the role of these three 

tetraspanins in pig and horse sperm is very similar to their function in other mammalian species. 

Their involvement in interactions of sperm and egg and in the sperm-egg fusion is especially 

important. They engage in these interactions precisely because of their ability to associate with 

other proteins, and thus create an organized tetraspanin network, through which they are able 

to influence mechanisms during fertilization. 
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1 Úvod 

Oplození je složitý proces, jenž zahrnuje mnoho biologických dějů jak na straně vajíčka, 

tak na straně spermie. Aby mohlo dojít k úspěšnému oplození, je nezbytné, aby proběhly 

interakce mezi gametami, a to především adheze spermie na vajíčko a následná fúze těchto 

dvou pohlavních buněk. Mnoho mechanizmů týkajících se interakcí gamet však stále není plně 

objasněno, a v posledních letech se proto výzkumy zaměřují především na pochopení 

molekulární úrovně těchto mechanizmů. 

Na plazmatických membránách savčích oocytů byly nalezeny a popsány proteiny, 

u kterých se ukázalo, že jejich zapojení do gametových interakcí je velmi důležité, jelikož jejich 

zablokování či ztráta působí na reprodukci negativně: CD9 (Kaji et al. 2000; Miyado et al. 

2000), CD81 (Rubinstein et al. 2006b) a CD151 (Ziyyat et al. 2006). 

CD9, CD81 a CD151 jsou integrální membránové proteiny spadající do tetraspaninové 

rodiny, jež má svoji charakteristickou strukturu, a to čtyři transmembránové domény. První 

tetraspaniny byly objeveny na povrchu lidských leukocytů, ale jejich exprese byla potvrzena 

téměř na všech živočišných buňkách, kde jejich funkce souvisí s řadou normálních 

i patologických buněčných procesů. Významnou vlastností tetraspaninů je tvořit 

tetraspaninovou síť, do které jsou tetraspaniny schopné zapojovat také jiné proteiny, např. 

integriny (Boucheix & Rubinstein 2001). 

I přes identifikaci těchto tří tetraspaninů na vajíčku několika savčích druhů však nemáme 

zcela zmapovány jejich funkce během procesu oplození. Nejnovější výzkumy se zabývají 

komplexním pochopením funkcí tetraspaninů během gametových interakcí, a to nejen na 

vajíčku, ale také na spermii. Tetraspanin CD9 byl popsán např. na myších (Ito et al. 2010; 

Frolikova et al. 2018), prasečích (Kaewmala et al. 2011) či býčích spermiích (Antalíková et al. 

2015). Také tetraspanin CD81 byl objeven u býků (Jankovicova et al. 2016) či dalších savčích 

druhů. Nejnovější poznatky jsou pak zaznamenány u tetraspaninu CD151, který byl detekován 

na myších, býčích a lidských spermiích (Jankovicova et al. 2020). 

Navzdory tomu, že byly a stále jsou tetraspaniny hojně studovány na vajíčku i na 

spermiích savčích druhů, dosud nám chybí mnoho informací, ať už o detekci u zbylých savčích 

druhů či o zmapování všech jejich funkcí během procesu oplození a je podstatné se výzkumem 

tetraspaninů a jejich fungováním v reprodukci zabývat i nadále. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Pro tuto práci byla stanovena hypotéza, že některé tetraspaniny, jež byly původně 

popsány na plazmatické membráně savčího vajíčka, budou rovněž detekovány v membránách 

spermií. 

 

Na základě této hypotézy byly vytyčeny následující cíle práce: 

1) detekce a lokalizace vybraných tetraspaninů ve spermiích prasete a hřebce, 

2) detekce a lokalizace vybraných tetraspaninů v reprodukčních orgánech prasete 

a hřebce. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Morfologie pohlavních buněk 

3.1.1 Obecná stavba spermie 

Spermie je haploidní samčí gameta (pohlavní buňka), schopná pohybu. Jedná se 

o specializovanou buňku sloužící k jedinému účelu: oplodnit samičí gametu (vajíčko) a přenést 

svoji genetickou informaci do další generace. Spermii rozdělujeme na hlavičku, krček a nejdelší 

část spermie bičík, který se dále dělí na několik dalších částí. Jak bude popsáno níže, velikostí 

i stavbou se od sebe spermie druhově liší. 

3.1.1.1 Hlavička spermie 

Jedním z nejvýraznějších morfologických rozdílů mezi spermiemi různých druhů je tvar 

hlavičky. Hlavičku spermie savců můžeme rozdělit do několika málo skupin: (1) kulaté, které 

nalezneme například u primátů včetně člověka; (2) oválné, vyskytující se u kance; 

(3) falciformní – ve tvaru háčku – nacházející se u některých skupin hlodavců; a konečně 

(4) hlavičky s velkým akrozomem, které nalezneme například u veverek (Dvorakova et al. 

2005). Jak můžeme vidět na obrázku č. 1, na hlavičce spermie rozlišujeme tři části: část 

anteriorní, nazývanou také apikální akrozom (AA), ekvatoriální segment (ES) a posteriorní 

segment (PS) (Fawcett 1975). 

 
Obrázek 1: Hlavička spermie (převzato a upraveno dle Eddy 2006) 

A – falciformní tvar hlavičky; B – oválný tvar hlavičky 
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Hlavička spermie obsahuje dvě důležité organely – jádro a akrozomální váček, také 

nazývaný akrozom. Zploštělé jádro je nositelem genetické informace a obsahuje vysoce 

kondenzovaný chromatin, zahrnující DNA a protaminy. K postupné stabilizaci chromatinu 

dochází pomocí nahrazení chromozomálních histonů za protaminy a vytvoření disulfidických 

vazeb. Cílem této jaderné přestavby je usnadnění pohybu spermie díky snížení jaderného 

obsahu, ale také ochrana genomu před poškozením. Ke kondenzaci chromatinu dochází během 

spermatogeneze, neboli vývoje samčích pohlavních buněk (Fawcett 1975; Talebi et al. 2013). 

Druhou již zmíněnou organelou je akrozomální váček, hrající velmi důležitou roli během 

vazby spermie na vajíčko. Nezbytnost akrozomálního váčku plyne z výzkumů, které 

demonstrují, že samci lidí (Schill 1991; Dam et al. 2007) a myší (Sotomayor & Handel 1986; 

Kang-Decker 2001) nesoucí mutaci genu pro tvorbu akrozomu jsou neplodní či subfertilní. 

Akrozom je sekreční organela, odvozená od Golgiho aparátu. Připomíná buněčný lysozom, a to 

mimo jiné proto, že obě organely obsahují základní enzymy. Jedná se např. o proteázy, kyselé 

fosfatázy či esterázy (Tang et al. 1982; Tulsiani et al. 1998). I přes podobu s lysozomem má 

akrozomální váček svá specifika. Můžeme ho rozdělit na větší anteriorní část a rovníkovou část 

neboli ekvatoriální segment. Akrozomální váček je ohraničen jednou membránou, která se dále 

dělí na dvě části: (1) vnější akrozomální membránu (OAM) a (2) vnitřní akrozomální 

membránu (IAM). Vnější akrozomální membrána se vyskytuje pod plazmatickou membránou, 

situovanou po celém povrchu spermie; plazmatická membrána a vnější akrozomální membrána 

spolu dále interagují během akrozomální reakce (AR) za vzniku hybridních váčků. Vnitřní 

akrozomální membrána obklopuje jadernou membránu (Austin & Bishop 1958; Berruti 2016). 

 

3.1.1.2 Bičík spermie 

Bičík je buněčná struktura umožňující motilitu spermie. Hlavním úkolem této organely 

je dostat spermii v samičím reprodukčním traktu k vajíčku, aby mohlo dojít k jeho oplození. 

Bičík spermie zahrnuje několik částí. Jedná se o spojovací, střední, hlavní a koncovou část (viz 

obrázek č. 2). Spojovací část propojuje hlavičku s bičíkem spermie a spíše je známá pod 

pojmem krček. Energie pro pohyb spermie je zajišťována díky mitochondriím, které se 

vyskytují v mitochondriální pochvě ve středním segmentu bičíku. Střední část je tvořena 

axonemou, která tvoří osu bičíku až k jeho koncové části. Axonema je soubor osových vláken, 

sestávající se z devíti dvojic (dubletů) periferních mikrotubulů, které jsou rozmístěny 

soustředně kolem dvou centrálních mikrotubulů (Eddy 2006; Gaffney et al. 2011). Spoje mezi 

dublety se skládají z vnitřních a vnějších dyneinových ramen s ATPázovou aktivitou a 

představují hlavní hnací motor spermie. Mezi centrálním párem a periferními mikrotubuly 

nalezneme jinou vazbu: radiální paprsky (Cosson 1996). 
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Obrázek 2: Schéma spermie (převzato a upraveno dle Eddy 2006) 

3.1.2 Obecná stavba oocytu 

Oocyt je haploidní pohlavní buňka, tvořená ve vaječníku samice během procesu 

nazývaného oogeneze, který se skládá ze dvou po sobě jdoucích meiotických dělení. Oocyt je 

kulovitého tvaru, vyplněný cytoplazmou neboli ooplazmou, ve které se nachází jádro uložené 

v jaderném obalu a další organely, jako např. mitochondrie či endoplazmatické retikulum. 

Cytoplazmu obklopuje plazmatická membrána (oolemma), kterou dokola pokrývá zona 

pellucida. Mezi těmito dvěma vrstvami se nachází perivitelinní prostor. Zona pellucida je 

glykoproteinový obal oocytu, jež má několik významných funkcí během oplození, jako je např. 

vazba spermie na vajíčko, indukce akrozomální reakce nebo blokace polyspermie. Zona 

pellucida je radiálně obklopena folikulárními buňkami (tzv. granulózními buňkami), v jejichž 

cytoplazmě byly zjištěny glykoproteiny, ze kterých je zona pellucida složena. Folikulární 

buňky se okolo glykoproteinového obalu vyskytují ve dvou až třech vrstvách, přičemž první 

vrstva, jež těsně přiléhá k oocytu, se nazývá corona radiata. Funkce folikulárních buněk 

spočívá ve výživě a ochraně oocytu (Gilula 1978; Wassarman et al. 1999; Paulini et al. 2014). 

Oocyt je ovulován s ukončeným prvním meiotickým dělením a vyděleným pólovým 

tělískem. Druhé meiotické dělení oocytu je ukončeno oplozením, kdy dochází k vydělení 

druhého pólového tělíska (Hafez & Hafez 2000). 
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3.2 Vývoj a zrání spermie 

Tvorba mužských pohlavních buněk probíhá procesem nazývaným spermatogeneze. 

U samců na rozdíl od samic začíná vývoj gamet až postnatálně a vyskytuje se nepřetržitě po 

celé reprodukční období. Celý proces tvorby spermií probíhá v semenotvorných kanálcích 

varlete, přičemž začíná na periferii a postupuje směrem k lumen kanálku (Garner & Hafez 

2000). 

Vytvoření zralé spermie pomocí spermatogeneze spočívá v opakovaném mitotickém 

dělení spermatogoniálních kmenových buněk, dále dvou na sebe navazujících meiotických 

děleních a morfologické přeměně haploidních spermatid. Na základě těchto událostí můžeme 

spermatogenezi rozdělit na spermatocytogenezi a spermiogenezi (nazývanou také 

spermatohistogeneze). Princip tvorby spermií spočívá v několikanásobném rozdělení 

kmenových buněk za vzniku spermatocytů, které následně podléhají meióze I a II a jejichž 

genetický materiál se sníží na polovinu. Tyto děje včetně začáteční mitózy označujeme jako 

spermatocytogenezi. Jejím výsledkem jsou spermatidy, které jsou již díky meióze haploidní. 

Spermatidy poté prochází procesem zvaným spermiogeneze, kde nastává řada morfologických 

změn. Výsledkem jsou spermie, které podléhají epididymální maturaci a jsou následně uloženy 

v epididymis (Garner & Hafez 2000; Hess & de Franca 2008). 

3.2.1 Spermatocytogeneze 

Spermatocytogeneze je zahájena na začátku reprodukčního období samce, kdy gonocyty 

podléhají diferenciaci a vznikají spermatogonie typu A. Gonocyty jsou několikrát mitózou 

rozdělené primordiální buňky, které domigrovaly ze zárodečného váčku do místa budoucích 

gonád. Pomocí několika po sobě jdoucích mitotických dělení vzniká ze spermatogonie typu A 

spermatogonie typu B. Mitotické dělení různých stádií spermatogonií zajišťuje zachování počtu 

buněk, ze kterých se dále znovu budou vyvíjet spermie. Spermatogonie typu B se opět pomocí 

mitózy rozdělí za vzniku primárního spermatocytu, u kterého dochází k syntéze DNA, 

a můžeme o něm tedy říci, že je tetraploidní. Primární spermatocyt (4n) vstupuje do meiózy, 

kde dochází k redukčnímu dělení na sekundární spermatocyty (2n). Sekundární spermatocyty 

již bez syntézy DNA vstupují do druhého redukčního dělení a stávájí se z nich haploidní 

spermatidy (Bellve 1977; Garner & Hafez 2000; Hess & de Franca 2008). 

3.2.2 Spermiogeneze (spermatohistogeneze) 

Spermatidy, mající kruhový tvar, nyní musí projít řadou transformací na protáhlé a vysoce 

kondenzované spermie. Jedná se např. o vznik akrozomu díky produkci granul a váčků 

z Golgiho aparátu, které spolu fúzují a vytvoří tak jediný váček v anteriorní části hlavičky 

spermie. Dále dochází ke kondenzaci jaderného chromatinu, díky němuž dochází ke zploštění 

hlavičky spermie. Nadbytečná cytoplazma je vylučována ve formě cytoplazmatické kapky. 

Další důležitý děj je tvorba bičíku spermie, jenž se vytváří na opačném konci než akrozomální 

váček. Jako základ bičíku migruje proximální centriola co nejblíže jádru do místa, kde je 

předpokládané připevnění bičíku k hlavičce. Celou spermiogenezi můžeme rozdělit podle 

vývojových stádií spermatid na: (1) Golgiho fázi, (2) fázi čepičky, (3) akrozomální fázi 
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a (4) fází zrání. Po dokončení jsou spermie uvolňovány do lumen semenotvorných kanálků. 

Tento proces se nazývá spermiace (Garner & Hafez 2000; Hess & de Franca 2008). 

3.2.3 Epididymální maturace 

Spermie uvolněné po ukončení spermiogeneze do lumen semenotvorných kanálků jsou 

pasivně unášeny do epididymu (nadvarlete), kde jsou při jejich průchodu epididymem 

vystaveny specifickým podmínkám a dochází zde k postgonadální diferenciaci spermií. Jedná 

se o nezbytný a velmi složitý proces ve vývoji plodných spermií. Zrání testikulárních spermií 

v podmínkách in vitro zatím nebylo úspěšné. Díky průchodu epididymem jsou spermie později 

schopné projít kapacitací, akrozomální reakcí a navázat se na zona pellucida vajíčka. 

Epididymis se skládá ze tří částí. První část, kde dochází k resorpci tekutin ze semenotvorných 

kanálků, a tudíž ke zvýšení koncentrace spermií, se nazývá hlava. Dalšími částmi, kde následně 

dochází ke zpětnému toku tekutin a koncentrace je opět mírně snížena, jsou tělo a ocas 

(Dacheux et al. 2005; Dacheux et al. 2016). 

Změny, které jsou patrné během zrání, se týkají složení cytolazmatické membrány 

pokrývající spermii. Pomocí proteomických studií bylo zjištěno, že během průchodu 

epididymem testikulární spermie nejen získávají, ale také ztrácí povrchové proteiny. Ke ztrátě 

značného podílu testikulárních povrchových proteinů dochází kvůli proteolytické aktivitě 

v první části nadvarlete (Dacheux et al. 2016). Ve většině případů dochází právě proteolytickou 

aktivitou ke štěpení cílových proteinů na podjednotky, které poté mohou být lokalizovány 

v jiných povrchových doménách nebo mohou být částěčně či úplně uvolněny z povrchu 

spermie (Phelps et al. 1990; Métayer et al. 2002). 

Druhou modifikací spermatické membrány je výskyt nových povrchových proteinů. 

Počty nově vyskytujících se proteinů jsou však nižší než počty proteinů, které jsou během 

epididymální maturace ztraceny. Proces získávání nových proteinů by mohl být spojen 

s epididymosomy, které do spermie mohou přenášet i jiné molekuly – např. fragmenty tRNA 

(Dacheux et al. 2016; Sharma et al. 2016). 

Epididymosomy jsou kulovité extracelulární vezikuly v rozměru 50 – 250 nm nacházející 

se v epididymální tekutině. Byly již popsány u několika druhů hlodavců (Rejraji et al. 2006; 

Griffiths et al. 2008; Grimalt et al. 2009), býků (Frenette & Sullivan 2001; Frenette et al. 2002), 

beranů (Ecroyd et al. 2004) i lidí (Thimon et al. 2008). Yanagimachi et al. (1985) poprvé popsali 

epididymosomy u křečka jako mikrokuličky, které jsou v těsném kontaktu se spermií během 

epididymální maturace, a předpokládali, že jejich funkce spočívá ve stabilizaci membrány díky 

těmito vezikuly přenášenému cholesterolu. 

Epididymosomy zahrnují heterogenní populaci vezikulů s průměry uvedenými 

v předchozím odstavci. Jednotlivé vezikuly se liší právě dle velikosti. Jedním z typů těchto 

vezikulů jsou exosomy, které obsahují protein CD9 a mezi nimiž a spermiemi dochází k fúzi 

membrán, čímž jsou tyto exosomy schopné výměny proteinů i lipidů s různými typy buněk 

(Caballero et al. 2013; Sullivan 2016). Dále se v exozomech různých buněčných typů nacházejí 

další členové tetraspaninové proteinové rodiny – např. CD63, CD81, CD82 a také již zmíněný 

protein CD9 (Théry et al. 2002). 
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Heterogenní populace extracelulárních vezikulů se nachází také v semenné plazmě 

ejakulátu. Barranco et al. (2019) ve své studii pomocí ultracentrifugace vyizolovali ze semenné 

plazmy prasat dva typy extracelulárních vezikulů, přičemž v obou typech byly přítomné 

tetraspaniny CD9, CD63 a CD81. 

V epididymis dochází také k přeměně nepohyblivých spermií na spermie motilní 

s progresivním pohybem vpřed. Cytoplazmatická kapka, která je u ejakulovaných spermií 

známkou nezralosti, se během průchodu epididymem posouvá z oblasti krčku směrem 

ke střední části bičíku až do své ztráty (Garner & Hafez 2000; Dacheux et al. 2005; Dacheux et 

al. 2016). 

A konečně epididymis funguje také jako úložistě spermií a zachovává je životaschopné. 

Tato funkce je zajišťována inhibicí motility. Té je dosaženo pomocí snížení metabolismu 

spermií, pro kterou je nezbytné snížení teploty, nízký obsah kyslíku v epididymální tekutině 

a změna pH. Narušení některé z těchto potřeb může vést k poruchám plodnosti (Garner & Hafez 

2000; Dacheux et al. 2005; Dacheux et al. 2016). 

 

3.3 Kapacitace 

Před více než 60 lety nezávisle na sobě Austin (1951; 1952) a Chang (1951) popsali na 

spermii změny nezbytné pro oplození vajíčka. Soubor těchto změn pojmenovali kapacitace. 

Kapacitace je řada intracelulárních biochemických a fyziologických modifikací 

probíhajících ve spermii během průchodu samičím reprodukčním traktem. Tyto změny spermie 

podstupuje za účelem navázání se na vajíčko a jeho následné oplození. Pouze kapacitované 

spermie jsou schopny reagovat na induktory AR a následně ji podstoupit (De Jonge 2005; 

Hernández-González et al. 2006). 

Změny, které proces kapacitace pojímá, se zpočátku týkají zejména vyvázání 

cholesterolu z plazmatické membrány spermie (jinak nazýváno také jako cholesterolový eflux), 

což má za následek zvýšení membránové fluidity a propustnosti pro hydrogenuhličitanové 

(HCO3-) a vápníkové (Ca2+) ionty, jejichž koncentrace se tímto zvyšují. Dochází také 

k hyperpolarizaci plazmatické membrány. Díky rostoucím hladinám HCO3- a Ca2+ se zvyšuje 

hladina intracelulárního pH, což má za následek navýšení koncentrace cyklického adenosin 

monofosfátu (cAMP), jenž aktivuje proteinkinázu A (PKA). Tyto děje vedou k fosforylaci 

některých proteinů spermie, a to především k fosforylaci tyrozinových zbytků. Kapacitace 

v poslední řadě zahrnuje také změnu motility spermie. Tato změna se označuje jako 

hyperaktivace (De Jonge 2005; Hernández-González et al. 2006; Alonso et al. 2017). 
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3.4 Akrozomální reakce 

Akrozomální reakce je děj závislý na vápníkovém influxu, díky kterému dochází 

k exocytóze akrozomálního váčku. Tento děj je nezbytný pro pozdější interakce spermie 

s vajíčkem. Během AR dochází k vícenásobné fúzi vnější akrozomální membrány 

s plazmatickou membránou pokrývající spermii. Přes fúzní póry se do extracelulárního prostoru 

dostává akrozomální obsah (např. akrozin a další lytické enzymy), díky čemuž je štěpen 

glykoproteinový obal vajíčka zona pellucida a spermie je schopna jím prostoupit (Sosa et al. 

2015). 

V zona pellucida se nacházejí tzv. ZP glykoproteiny, díky kterým se následně spermie 

může na vajíčko specificky navázat. Počet těchto glykoproteinů je druhově rozdílný. Ve valné 

většině se jedná o tři glykoproteiny [např. u myši (Wassarman 1988), býka (Noguchi et al. 

1994) či prasete (Hedrick & Wardrip 1987; Gupta & Bhandari 2010; Yonezawa et al. 2012)], 

ale např. u člověka nalezneme i čtvrtý glykoprotein (Lefievre 2004; Chiu et al. 2008). 

Jako iniciátor AR je označován glykoprotein ZP3, na který se spermie naváže. Tímto 

krokem jsou aktivovány signální kaskády vedoucí ke zvýšení intracelulárních vápenatých iontů, 

a následně pak spermie podstoupí AR. Jin et al. (2011) publikovali studii, v níž ukázali, že myší 

spermie jsou schopné projít AR již během průchodu kumulárními buňkami obklopujícími 

vajíčko a jejich fertilní schopnost přitom zůstává stejná. Jako kandidát pro indukci AR před 

kontaktem spermie se zona pellucida je progesteron, který je sekretován právě kumulárními 

buňkami. Již před několika desítkami let se progesteron uváděl jako možný induktor AR u lidí 

(Osman et al. 1989). Oproti studii od Jin et al. (2011) uvádí Tanihara et al. (2014), že u prasat 

jsou hlavním induktorem AR ZP glykoproteiny; stejně tomu je u člověka (Gupta 2018). 

Indukovat AR lze také in vitro přidáním fyziologického induktoru, jímž může být již 

výše zmiňovaný progesteron, folikulární tekutina či kyselina hyaluronová, anebo přidáním 

nefyziologického induktoru, jako je např. calcium ionophor (Liu & Baker 1998; Gupta 

& Bhandari 2010). U spermií může docházet ke spontánní AR, tedy bez přidání jakéhokoliv 

induktoru. Spermie, které prošly spontánní AR, jsou schopné bez obtíží oplodnit vajíčko bez 

zona pellucida (Inoue at al. 2003). Inoue at al. (2003) ve své studii také uvádí, že je za zvýšenou 

míru spontánní AR zodpovědný protein CD46. CD46 knock-out myši měly vyšší výskyt 

spontánní AR než kontrolní skupina. Deficiencí proteinu CD46 může být ovlivněna distribuce 

membránových proteinů, které mohou asociovat s CD46 [např. některé β1 integriny (Lozahic 

et al. 2000)], což vede ke změně chování iontových kanálů. Zvyšuje se hladina 

cytoplazmatického vápníku, a může tedy dojít k AR. Předpokládá se, že hlavní funkcí proteinu 

CD46 je stabilizace akrozomální membrány. Nepřítomnost tohoto proteinu může vést 

k rychlejšímu rozpadu aktinových sítí, a tím pádem i k vyššímu výskytu spontánní AR (Inoue 

et al. 2003; Frolikova et al. 2012). 
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3.5 Vazba spermie na oocyt 

Vazba spermie na vajíčko je počátečním krokem samotného oplození. Jak již bylo 

v předchozí kapitole zmíněno, spermie je schopna se specificky navázat na vajíčko díky ZP 

glykoproteinům (ZP1 – ZP4, a to dle druhu savce) na zona pellucida. Tyto glykoproteiny jsou 

silně glykosylované s N- a O-vázanými glykany, které mají důležitou roli právě při iterakci ZP 

a spermie. 

Specifická vazba spermie na ZP je zprostředkovaná receptorem a ligandem, jež jsou 

exprimovány na povrchu spermie a ZP vajíčka. Díky studiím Bleila a Wassarmana (1980a; 

1980b; 1989) víme, že ZP3 působí jako primární ligand a u mnoha savců je iniciátorem AR. 

Neplatí to však u všech savčích druhů. Připomeňme si např. výše zmíněnou studii na myších, 

kterou provedli Jin et al. (2011), a která poukazuje na indukci AR u myší již během průchodu 

spermií kumulárními buňkami vajíčka. ZP3 u myší zůstává jako iniciátor AR in vitro a jako 

iniciátor in vivo byl navržen progesteron, jenž je kumulárními buňkami sekretován a v minulosti 

byl v souvislosti s touto funkcí či podporou AR již diskutován i u jiných savčích druhů (Osman 

et al. 1989; Melendrez et al. 1994; Meyers et al. 1995; Meizel et al. 1997; Therien 2003; Jin et 

al. 2011). 

Glykoprotein ZP2 se váže na vnitřní akrosomální membránu, a proto se zdá, že působí 

jako sekundární ligand. Předpokládá se také, že se ZP2 podílí na prevenci proti polyspermii, 

a to pomocí proteolytického štěpení ZP2 na formu ZP2f, ke kterému dochází díky ZP2 

proteináze, uvolněné z kortikálních granul během kortikální exocytózy. Změna ZP2 na ZP2f 

inhibuje vazbu ostatních spermií na zona pellucida  (Bleil & Wassarman 1980b; Moller 

& Wassarman 1989; Mortillo & Wassarman 1991). 

Jak uvádí Reid et al. (2010) původní model vazby spermie na vajíčko popisoval pouze 

jednoduchou vazbu dvou molekul – jednoho receptoru a jednoho ligandu. Dnes máme 

identifikovaných řadu kandidátních molekul na hlavičce spermie, které mohou hrát roli 

receptoru během této specifické vazebné události (Reid et al. 2010). Vzhledem k tomu, že tyto 

proteiny nejsou předmětem zkoumání této práce, budou krátce uvedeny jen některé z nich. 

 Mezi proteiny na straně spermie, zodpovědné za vazbu na ZP, patří: membránový 

protein β-1,4-galaktosyltransferasa (GalTase), přičemž stojí za zmínku, že GalTase deficientní 

myši se vyznačují subfertilitou (Lu & Shur 1997); intraakrozomální lektin sp56, označovaný 

jako ZP3R (Buffone et al. 2008); proteiny prasečí semenné plazmy spermadhesiny (Rodríguez-

Martínez et al. 1998); myší protein SED-1 (Ensslin & Shur 2003); či transmembránový protein 

zonadhesin, který byl jako první popsán na prasečí spermii (Gao & Garbers 1998). 
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3.6 Fúze spermie a oocytu 

Poté, co spermie pomocí lytických enzymů, obsažených v akrozomu, prostoupí 

glykoproteinovým obalem vajíčka, dochází k další interakci mezi gametami. Než dojde 

k samotné fúzi gamet je velmi důležitá vazba spermie na oolemu – plazmatickou membránu 

vajíčka. 

Bylo zjistěno, že pro vazbu na oolemu jsou velmi důležití členové proteinové 

membránové rodiny ADAM (a disintegrin and metalloproteinase), především pak ADAM1 

(fertilin α) a ADAM2 (fertilin β). Jedná se o rodinu integrálních membránových proteinů, 

obsahujících dezintegrinovou a metaloproteázovou doménu. Samci myší s deficitem některého 

z těchto proteinů mají zhoršenou vazbu spermií na plazmatickou membránu vajíčka (Cho et al. 

1998; Nishimura et al. 2001). 

Jako potenciální partneři pro fertilin α a fertilin β jsou uváděny integriny obsažené 

v plazmatické membráně vajíčka (Rubinstein et al. 2006a). Podle studie Chena et al. (1999) 

protein CD9 usnadňuje vazbu fertilinu β (ADAM2) na α6β1 integrin, díky čemuž je spermie 

shopná navázat se na oolemu, a podstoupit tak fúzi s vajíčkem. Pro roli proteinu CD9 ve vazbě 

fertilinu β a α6β1 integrinu byly vytvořeny dva modely (viz obrázek č. 3). První model 

znázorňuje vazbu fertilinu β na α6β1 integrin, jež je přítomný v plazmatické membráně oocytu, 

kde je vázán na aktinový cytoskelet a spojen s tetraspaninem CD9. V druhém modelu nedochází 

k fyzickému spojení α6β1 integrinu a CD9. CD9 tak nepřímo ovlivňuje spojení α6β1 integrinu 

s aktinovým cytoskeletem, čímž dochází také k ovlivnění způsobilosti α6β1 integrinu vázat 

fertilin β. 

 
Obrázek 3: Modely pro roli CD9 ve vazbě fertilinu β na integrin α6β1 (převzato a upraveno dle Fábryová 

& Simon 2009) 
V modelu I se fertilin β (ADAM2) váže na α6β1 integrin v plazmatické membráně vajíčka, který je fyzicky spojen 

s CD9 a vázán na aktinový cytoskelet. V modelu II se fertilin β váže na integrin α6β1, který je vázan na aktinový 

cytoskelet – CD9 nepřímo ovlivňuje acosiaci α6β1 integrinu s aktinovým cytoskeletem, a tudíž i jeho schopnost 

vázat fertilin β (Chen et al. 1999). 

Integriny byly v minulosti považovány za hlavní kandidáty hrající roli během fúze 

gamet. Avšak He et al. (2003) ukázali, že integriny jsou postradatelné a že myši 

s vyblokovanými podjednotkami  α6 a β1 integrinem jsou zcela plodné. Bylo tedy potřeba 

nalézt jiné molekuly, jež by během fúze gamet měly stěžejní roli. 
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Pro tuto roli byl navržen protein Izumo 1. Původně byl označován jako antigen 

rozpoznávaný monoklonální protilátkou OBF13 (Okabe et al. 1987), nakonec ovšem dostal 

jméno po japonské svatební svatyni (Inoue et al 2005). Jedná se o transmembránový protein 

imunoglobulinové rodiny, jenž obsahuje jednu extracelulární imunoglobulinovou (Ig) doménu 

a N-koncovou oblast, která je důležitá pro vazbu na oolemu. Izumo 1 byl ze své proteinové 

rodiny popsán jako první a je exprimován výhradně ve varlatech. Přítomen je ve zralých 

spermiích, kde je detekován až po AR. Proteinová rodina Izumo zahrnuje ještě další tři členy 

(Izumo 2-4). Izumo 2 a 3 jsou stejně jako první člen exprimovány ve varlatech, kdežto Izumo 

4 je kromě varlat exprimován také v dalších tkáních. Všichni členové této rodiny mezi sebou 

vykazují určitou homologii (Ellerman et al. 2009). 

Když Inoue et al. (2005) vytvořili myši s vyblokovaným proteinem Izumo 1, samice 

zůstaly plodné, ale samci vykazovali sterilitu. Spermie těchto samců byly sice schopné projít 

AR, navázat se na zona pellucida a dostat se až do perivitelinního prostoru vajíčka, ovšem žádná 

spermie nedokázala fúzovat s vajíčkem. Jakmile byly pro kontrolu tyto spermie vneseny do 

cytoplazmy vajíčka pomocí intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI), byla vajíčka úspěšně 

aktivována a následně přenesena do pseudoplodných samic, kde se v pořádku implantovala. 

Je tedy zřejmé, že spermatický protein Izumo 1 je zásadní pro fúzi gamet (Inoue et al. 2005). 

Třebaže se zdálo velmi pravděpodobné, že pro Izumo 1 se na vajíčku bude nacházet 

vazebný partner, úspěšně popsán byl až v roce 2014. Podle římské bohyně plodnosti 

a manželství byl tento folátový receptor (Folr4) pojmenován Juno. Je to GPI-ukotvený protein, 

exprimovaný na povrchu vajíčka (Bianchi et al. 2014). 

Pro zjištění úlohy receptoru Juno během oplození byla zprvu použita monoklonální 

protilátka anti-Juno. Ta blokuje interakci mezi Izumo 1 a Juno a po její aplikaci k oplození 

opravdu nedocházelo. Byly také vytvořeny Juno deficientní myši, které i přes několika měsíční 

páření s wild-type samci byly neplodné. Z těchto zjištění je tedy patrné, že interakce mezi 

Izumo a Juno je pro oplození esenciální. Je také velmi pravděpodobné, že Juno hraje roli 

i během blokace polyspermie, která nastává krátce po oplození. Pro platnost této teorie svědčí 

zjištění, že se tento folátový receptor brzy po oplození uvolňuje z vaječné membrány. Ačkoli 

je ale interakce Izumo 1 s  Juno nezbytná během adheze spermie na oolemu, samotná fúze 

následkem této interakce není (Bianchi et al. 2014). 

Během adheze spermie na oolemu je důležitý také vaječný protein CD9, který vytváří 

cis asociace s receptorem Juno, a proto byl navržen jako jeho partner. Vzhledem ke schopnosti 

CD9 organizovat další membránové proteiny na povrchu oolemy (např. integriny – viz obrázek 

č. 3) se zdá, že CD9 má roli i během organizace receptoru Juno. CD9 se hromadí v místě adheze 

spermatického proteinu Izumo1 s jeho receptorem Juno na oocytu a dále laterálně interaguje 

s dalšími membránovými proteiny na vajíčku (Dresselhaus et al. 2016). Není však esenciální 

pro asociaci mezi Izumo 1 a Juno (Chalbi et al. 2014). Několik laboratoří vytvořilo CD9  

knock-out myši a výsledkem byly samice s těžkou subfertilitou a sníženou schopností fúze 

spermií s vajíčkem, kdežto samci při páření s wild-type samicemi vykazovali zcela normální 

plodnost (Kaji et al. 2000; Le Naour et al. 2000; Miyado et al. 2000). 
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Dalším proteinem, jenž hraje roli během fúzního procesu spermie s vajíčkem, je CD81, 

který je v aminokyselinové sekvenci úzce homologní s proteinem CD9. Stejně jako samice 

s vyblokovaným CD9 proteinem, tak i samice mající CD81 knock-out vykazují subfertilní 

fenotyp se sníženou schopností fúze spermií s vajíčkem. U samic s vyblokovaným proteinem 

CD81 je však subfertilita nižší než u CD9 knock-outu. Spermie s deficitem CD81 jsou plodné 

(Rubinstein et al. 2006b; Tanigawa et al. 2008). U dvojitého knock-outu, tedy vyblokování jak 

CD9, tak CD81, došlo k úplné neplodnosti (Rubinstein et al. 2006b). 

Jak můžeme vidět na obrázku č. 4, do interakce gamet je v neposlední řadě též zapojena 

sekreční proteinová rodina bohatá na cystein CRISP (Cysteine-Rich Secretory Proteins). 

Zapojuje se nejen do fúze gamet, ale také např. do kapacitace či vazby na ZP. Rodina CRISP 

obsahuje čtyři členy: CRISP1 – 4. Během fúze gamet je důležitý CRISP1, který má na vajíčku 

komplementární vazebná místa (Busso et al. 2007a), CRISP2 interagující se stejnými místy na 

vajíčku jako CRISP1 (Busso et al. 2007b) a CRISP4, který byl identifikován pouze na myších 

spermiích (Jalkanen et al. 2005). O funkcích CRISP3 v reprodukčních procesech bylo zatím 

zjištěno velmi málo. 

 

 
Obrázek 4: Schéma proteinů zapojených do fúze gamet (převzato a upraveno dle Dresselhaus et al. 2016) 
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3.7 Tetraspaniny a jejich role v reprodukci 

Tetraspaninová proteinová nadrodina je známá také pod názvem transmembránová 

4 nadrodina (TM4SF). Je to rozsáhlá skupina ubikvitně exprimovaných povrchových proteinů 

obsahující glykosylované oblasti. Podílejí se na řadě normálních i patologických buněčných 

procesů jako např. na buněčné signalizaci, imunitní reakci, diferenciaci hematopoetických 

kmenových buněk, proliferaci, buněčné migraci, metastázy nádorových buněk či fúzi spermie 

s vajíčkem (Berditchevski & Odintsova 1999; Boucheix & Rubinstein 2001; Hemler 2005). 

Tetraspaninovou nadrodinu lze evolučně rozdělit do čtyř subrodin: CD, CD63, 

uroplakinová a RDS rodina. Tetraspaniny, o kterých bude dále blíže pojednáno v této 

diplomové práci (CD9, CD81 a CD151) patří do CD rodiny, a to spolu s CD37, CD53 a CD82 

(Garcia-España et al. 2008). 

Tetraspaniny jsou charakterizovány čtyřmi transmembránovými doménami, dvěma 

extracelulárními smyčkami – malou smyčkou, dlouhou 20–28 aminokyselin, a velkou 

extracelulární smyčkou, dlouhou 76–131 aminokyselin – a velmi krátkou intracelulární 

smyčkou (viz obrázek č. 5), dlouhou typicky čtyři aminokyseliny. Velká extracelulární smyčka 

obsahuje konstatní oblast obsahující α-helixy a variabilní oblast, kde se vyskytují místa pro 

interakce protein–protein. Na tomto základě se předpokládá, že velká extracelulární smyčka 

zprostředkovává většinu tetraspaninových intermolekulárních interakcí s jinými proteiny. 

Konce extracelulárních smyček tvoří N-terminální a C-terminální konce. Pro tetraspaniny je 

charakteristický motiv Cys-Cys-Gly (CCG) a dále čtyři až osm konzervovaných cysteinů 

tvořících disulfidové vazby. Velká většina tetraspaninů obsahuje membránové palmitoylované 

cysteiny. Jedná se o posttranslační modifikaci, kdy je k cysteinovým zbytkům kovalentně 

připojen palmitát (kyselina palmitová). Palmitoylace je důležitá pro tvorbu mikrodomén 

v membráně obohacených o tetraspanin (TEM) a přispívá k organizaci interakce s jinými 

tetraspaniny (Berditchevski & Odintsova 1999; Boucheix & Rubinstein 2001; Hemler 2005; 

Kovalenko et al. 2005; Andreu & Yáñez-Mó 2014; Jankovicova et al. 2016). 
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Obrázek 5: Struktura tetraspaninů (převzato a upraveno dle Hemler 2005) 
EC1 – malá extracelulární smyčka; EC2 – velká extracelulární smyčka; A, B, E – α-helixy v konstatní (žluté) 

oblasti; červenými čarami jsou znázorněny disulfidové vazby mezi konzervovanými cysteiny ve variabilní (modré) 

oblasti. 

První tetraspaniny byly objeveny na povrchu lidských bílých krvinek – leukocytů. 

Rychle po jejich objevení byla zjištěna široká tkáňová exprese těchto proteinů, především 

tetraspaninů CD9, CD81 a CD151 (Boucheix & Rubinstein 2001; Halova & Draber 2016). 

S výjimkou erytrocytů jsou tetraspaniny exprimovány všemi buněčnými typy (Boucheix 

& Rubinstein 2001). Jelikož expresi některých tetraspaninů nalézáme i u bezobratlých (např. 

Caenorhabditis elegans), můžeme předpokládat, že se tyto molekuly v průběhu evoluce 

vyvinuly brzy (Tomlinson & Wright 1996). 

Velmi významnou vlastností tetraspaninů je schopnost tvořit multimolekulární 

komplexy, a to jak s jinými členy tetraspaninové rodiny, tak i s jinými běžnými 

transmembránovými molekulami, jako např. s integriny. Ukázalo se také, že jsou schopny pojit 

se s mnoha dalšími povrchovými molekulami, a vytvářet tak mikrodomény obohacené 

o tetraspanin (TEM), jinak nazývané jako tetraspaninová síť. Díky tomu mohou tetraspaniny 

regulovat např. integrin-dependetní migraci buněk (Hemler 2005). 

Tetraspaninová síť je tvořena interakcemi třech úrovní: první (primární), druhé 

(sekundární) a třetí (terciární).  
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Jako interakce primární se označuje kovaletní propojení tetraspanin-tetraspanin 

či tetraspanin-partner (jako partner je chápána jiná molekula než tetraspanin, se kterou jsou 

tetraspaniny schopny vytvářet komplexy, např. již zmíněný integrin) za vzniku primárního 

komplexu. Tyto acosiace můžeme ještě rozlišit na homofilní zesítění (např. CD9−CD9) 

a heterofilní zesítění (CD81−CD151 nebo CD151–α3β1 integrin). Právě pomocí heterofilního 

zesítění lze prostřednictvím tetraspaninů přijímat partnerské proteiny do multimolekulárních 

komplexů. Primární interakce jsou odolné vůči narušení silnými detergenty (Hemler 2005; 

Deventer et al. 2017). 

Pokud tetraspaniny dále interagují vzájemným propojením primárních komplexů, 

dochází ke vzniku sekundárních interakcí. Ty jsou odolné vůči slabým detergentům a závislé 

na palmitoylaci – odstranění palmitoylačních míst vedlo k narušení sekundárních interakcí mezi 

tetraspaniny a integriny (Yang et al. 2004; Deventer et al. 2017).  

Terciární interakce jsou slabé a lze je detekovat pouze za přítomnosti velmi slabých 

detergentů (Deventer et al. 2017). 

 

3.7.1 CD9 

CD9 je člen tetraspaninové nadrodiny povrchových proteinů. Jedná se o malý protein 

o velikosti 24–27 kDa, který je exprimován ve velké šíři tělních buněk a také gamet. Jak již 

bylo uvedeno v předchozí kapitole, i CD9 je zapojen do mnoha buněčných procesů včetně 

interakcí gamet během oplození (Yubero et al. 2011). Tento protein byl původně identifikován 

jako povrchový antigen lymfohemopoetických buněk (Kersey et al. 1981). 

Studium tetraspaninu CD9 bylo zprvu prováděno především na oocytech. Na oocytech je 

v různých vývojových stádiích lokalizován na plazmatické membráně (Li et al. 2004) 

a vezikulech v perivitelinním prostoru (Jankovicova et al. 2019). Hromadí se v místě adheze 

gamet, která je zprostředkovaná spermatickým proteinem Izumo 1 a vaječným receptorem 

Juno. S receptorem Juno vytváří CD9 cis asociace a s velkou pravděpodobností se podílí na 

jeho membránové organizaci; byl proto navržen jako jeho partner (Chalbi et al. 2014). 

Nezbytnost tohoto tetraspaninu během interakcí spermie a vajíčka byla zjištěna pomocí 

jeho vyblokování. Myši s CD9 knock-outem měly oproti kontrolní skupině zcela normální 

ovulaci a zrání oocytů do stádia MII, byly však jen velmi zřídka oplodněny. Docházelo 

k hromadění spermií v perivitelinním prostoru v důsledku neschopnosti fúze gamet (Kaji et al. 

2000; Miyado et al. 2000). Pokud byly oocyty zbaveny ZP, spermie byly schopné na 

plazmatické membráně oocytu ulpívat, ale nebyly schopné podstoupit fúzi s oocytem (Miyado 

et al. 2000). Obě tato zjištění potvrdila nutnost výskytu CD9 na vaječné membráně pro úspěšné 

oplození. 

Stejného výsledku bylo dosaženo i v případě ošetření oocytů protilátkou proti CD9. Byla 

blokována vazba spermie na vajíčko i jejich fúze jak u myší (Le Naour et al. 2000; Miyado et 

al. 2000), prasat (Li et al. 2004), tak i u skotu (Zhou et al. 2009). 

Exprese CD9 byla zjištěna a popsána nejen na myších spermiích (Ito et al. 2010), ale také 

na prasečích (Kaewmala et al. 2011) či býčích spermiích (Cupperová et al. 2014), kde byl o rok 

později tento protein úspěšně lokalizován na plazmatické membráně v oblasti akrozomu 

(Antalíková et al. 2015). 



17 

Li et al. (2004) se pokoušeli lokalizovat CD9 na prasečích spermiích, ale bohužel 

neúspěšně. Kaewmala et al. (2011) se domnívají, že by důvodem mohl být tekutý dusík, 

ve kterém byly spermie skladovány. O pár let později se totiž právě této skupině podařilo CD9 

lokalizovat na akrozomální membráně prasečích spermií z testes a epididymis (Kaewmala et 

al. 2011). 

Lokalizaci tetraspaninu CD9 na myších spermiích popsali Ito et al. (2010) a uvádí, že 

CD9 je asociován s vnitřní akrozomální membránou. Studie, kterou provedli Frolikova et al. 

(2018) ale ukazuje, že se tento protein nenachází jen na vnitřní akrozomální membráně, ale 

rovněž na té vnější. Během AR dochází k relokalizaci proteinu do ekvatoriálního segmentu, což 

platí i pro lidský spermatický CD9, který je lokalizován v apikální části hlavičky spermie (Ito 

et al. 2010; Frolikova et al. 2018). 

Oproti samicím, které s vyblokovaným tetraspaninem CD9 vykazují výraznou 

subfertilitu, spermie zůstávají plodné a jsou schopné podstoupit všechny kroky interakce mezi 

gametami, které vedou k úspěšnému oplození (Ohnami et al. 2012). Je tedy zřejmé, že 

spermatický CD9 není na rozdíl od CD9 vyskytující se na oocytu, pro oplození esenciální. 

Antalíková et al. (2015) navrhli pro spermatický protein CD9 podpůrnou roli během fertilizace 

a tvrdí, že jeho funkce souvisí především s tvorbou multimolekulárních komplexů, které jsou 

tetraspaniny schopné vytvářet. 

Během fúze gamet byla podrobně zkoumaná interakce CD9 s tetraspaninem CD81, jež se 

ukázala jako velmi významná. Tetraspaninová síť zahrnující CD9 a CD81 totiž může vést 

k zakřivení membrány, a to kvůli schopnosti tetraspaninů asociovat s proteiny či lipidy, jejichž 

následkem dochází k zakřivení membrány či ovlivnění tvorby tubulárních struktur (např. 

mikrovilli), které se účastní tvorby fúzogenních domén (Zhang & Huang 2012; Frolikova et al. 

2018). Právě přítomností cholesterolu v membráně může být tetraspaninová síť CD9 a CD81 

ovlivněna, což dále vede ke změnám v jejím zakřivení. CD9 hraje v tomto komplexu především 

roli jako stabilizátor tetraspaninové sítě a dále může mít funkci při rozpoznávání membrány 

spermie a vajíčka. Funkci vázat či uvolňovat cholesterol zde má tetraspanin CD81, což působí 

již zmiňované změny v ohýbání membrány (Frolikova et al. 2018). 

3.7.2 CD81 

Jedná se o dalšího člena tetraspaninové proteinové rodiny, jenž se v mnohém podobá 

předchozímu tetraspaninu CD9. V aminokyselinové sekvenci jsou tito dva členové blízce 

homologní a často spolu interagují. Jejich asociace v TEM je stabilnější, než sdružení 

s kterýmkoliv jiným studovaným tetraspaninem (Charrin et al. 2002; Tanigawa et al. 2008). 

CD81 se účastní membránových fúzí, např. u člověka je identifikován jako koreceptor pro 

hepatitidu C během fúze virus-hostitel (Higginbottom et al. 2000; Cormier et al. 2004) 

V reprodukci je mu proto také připisována funkce během fúze gamet. Velikost proteinu CD81 

je 26 kDa (Boucheix & Rubinstein 2001). 

V myších oocytech byl CD81 detekován a lokalizován na vaječné membráně (Takahashi 

et al. 2001). Ohnami et al. (2012) ale uvádí, že se CD81 na myších oocytech nachází na zona 

pellucida poblíž perivitelinního prostoru a že je produkován převážně v kumulárních buňkách 

a poté lokalizován v ZP. 
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Na oocytech skotu studovala lokalizaci skupina Jankovicova et al. (2016) a výsledky 

jejich studie ukazují, že CD81 je lokalizován na plazmatické membráně oocytů ve stádiích GV, 

MI a MII a dále na kumulárních buňkách. Nezaznamenali však žádný pozitivní signál na ZP, 

který je patrný ve studii od Ohnami et al. (2012) provedené na myších. Toto zjištění odpovídá 

lokalizaci CD81 u lidí, kde je CD81 asociován pouze s plazmatickou membránou oocytu 

(Ziyyat et al. 2006). CD81 byl v neposlední řadě lokalizován také na prasečích oocytech, kde 

se jeho lokalizace nijak neliší od CD9, a je tedy lokalizován jak na plazmatické membráně, na 

vnitřním okraji ZP, tak i částěčně v perivitelinním prostoru (Jankovicova et al. 2019). 

Myši s vyblokovaným tetraspaninem CD81 měly i přes normální páření, ovulaci 

a standardní počet ovulovaných oocytů sníženou plodnost. Spermie nebyly schopné podstoupit 

fúzi s oocytem, což potrvrzuje fakt, že bylo několik spermií nalezeno v perivitelinním prostoru. 

Toto zjištění posiluje hypotézu, že CD81 hraje roli během fúze gamet (Rubinstein et al. 2006b). 

Dále byla zjišťována inhibice fúze gamet pomocí protilátky proti CD81. Oproti inhibici 

fúze gamet při použití protilátky proti CD9 bylo zjištěno, že protilátka proti CD81 měla velmi 

malý až skoro žádný účinek. Z těchto zjištění byly vyvozeny dvě potenciální funkce pro vaječný 

tetraspanin CD81. Jeho role může spočívat jak v tvorbě tetraspaninové sítě, tak v regulaci 

a spojení s partnerskými molekulami důležitými pro fúzi gamet prostřednictvím tetraspaninové 

sítě (Rubinstein et al. 2006b). 

 Tetraspanin CD81 byl také lokalizován na spermiích. Na myších spermiích byl 

detekován na plazmatické membráně pokrývající akrozom. Kapacitace na rozdíl od AR neměla 

na lokalizaci proteinu žádný vliv. Relokalizace nastala až během AR, kdy došlo k přesunu do 

ekvatoriálního segmentu hlavičky spermie. Po AR se CD9 a CD81 objevují velmi blízko sebe, 

a byla tak vizualizována kolokalizační oblast CD9 a CD81 (Frolikova et al. 2018). Stejná 

lokalizace CD81 byla hlášena na myších spermiích již ve studii od skupiny Jankovicova et al. 

(2016). 

V apikální oblasti akrozomu a částěčně v postakrozomální oblasti byl tento protein 

detekován u člověka. Opět nedocházelo ke změně jeho lokalizace během kapacitace, ale po 

odstranění plazmatické a vnější akrozomální membrány během AR zmizel z apikální části 

hlavičky spermie a detekovatelný byl pouze v postakrozomální oblasti. U lidského proteinu 

CD81 tedy nedochází během AR k relokalizaci v rámci hlavičky spermie. Po AR nebyla patrná 

žádná společná lokalizace CD9 a CD81 (Frolikova et al. 2018). Interakce, která plyne 

z kolokalizace CD9 a CD81, byla popsána ke konci předchozí kapitoly 3.7.1. 

Jankovicova et al. (2016) pozorovali CD81 u býků, kde se nacházel v apikální oblasti 

hlavičky spermie. U části populace byl signál detekován také v ekvatoriálním segmentu. 

Vzhledem k tomu, že po AR došlo ke ztrátě CD81 z akrozomální oblasti hlavičky, byla pro 

tento býčí spermatický protein navžena funkce spočívající především v udržení proteinové 

organizace spermatické membrány během událostí předcházejících fúzi spermie a vajíčka. 

U býka, tedy stejně jako u člověka, na rozdíl od myši nedochází k relokalizaci CD81 během 

AR, což může být důsledek rozdílné morfologie hlavičky spermie či jiné reprodukční strategie 

těchto druhů (Jankovicova et al. 2016). 

Samci myší s CD81 knock-outem zůstali plodní. To stejné platí i pro samce, u kterých 

byl vytvořen dvojitý knock-out CD9 a CD81 (Rubinstein et al. 2006b). 
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3.7.3 CD151 

Protein CD151 (velký 27 kDa) je také členem tetraspaninové rodiny a stejně jako ostatním 

tetraspaninům jsou i CD151 přisuzovány role během celé řady biologických procesů včetně 

reprodukce. Díky své velké extracelulární smyčce je CD151 schopen interagovat jak s jinými 

tetraspaniny, tak i s určitými integriny. Intrakce CD151 probíhá především s integriny 

vyskytujícími se mimo jiné na vajíčku – α6β1 a α3β1. S těmito dvěma membránovými 

receptory vytváří CD151 stabilní komplexy i v somatických buňkách (Yauch et al. 1998; Fitter 

et al. 1999; Serru et al. 1999; Boucheix & Rubinstein 2001). V rámci tetraspaninové sítě CD151 

spojuje integriny α6β1 a α3β1 s jinými tetraspaniny, např. s CD9. Totéž platí pro CD81, který 

se sdružuje s integrinem α4β1. Jedná se tedy o nepřímou interakci tetraspaninů s integriny 

prostřednictvím interakcí CD81 a CD151 (Yauch et al. 1998; Serru et al. 1999; Berditchevski 

et al. 2002; Charrin et al. 2003). 

Exprese CD151 byla prokázaná na oocytu (Neilson et al. 2000), kde byl také o pár let 

úspěšně detekován a lokalizován. Na lidských oocytech se nachází na plasmatické membráně, 

kde se zároveň kolokalizuje společně s α6β1 integrinem (Ziyyat et al. 2006). 

Při použití protilátky proti CD151 byla fúze gamet u lidí inhibovaná až o 50 %, což 

naznačuje, že by se vaječný CD151 mohl společně s integrinem α6β1 podílet na funkčním 

fúzním komplexu. Tato studie také ukázala, že lidská fúze gamet je na tomto integrinu závislá 

mnohem více, než tomu je u myší. Protilátka proti α6 podjednotce integrinu silně inhibovala 

fúzi u lidí (Ziyyat et al. 2006). U myší He et al. (2003) ale poukázali na zcela plodné myši i přes 

vyblokované podjednotky α6 a β1 integrinu. Vyplývá z toho tedy, že fúze spermie a vajíčka 

může záviset na různých proteinech v závislosti na živočišném druhu. U myší byl také vytvořen 

CD151 knock-out a výsledkem byly zdravé a plodné myši (Wright et al. 2004). 

Nejnovější studie od Jankovicova et al. (2020) poskytuje nové informace o detekci 

a lokalizaci CD151 na myších, býčích a lidských spermiích. Tento protein je exprimován 

v samčích zárodečných buňkách a během epididymálního transportu a ejakulace zůstává 

přítomný na spermiích. U ejakulovaných spermií byl CD151 lokalizován v akrozomální části 

hlavičky, a to výhradně v ekvatoriálním segmentu a dále na vnitřní akrozomální membráně, 

jejíž proteiny jsou odhaleny těsně po AR. V ekvatoriálním segmentu byla také detekována α6 

podjednotka integrinu, a jak je v této studii ukázáno, CD151, stejně jako v oocytech, s touto 

integrinovou podjednotkou v myších spermiích interaguje. Jankovicova et al. (2020) rovněž 

navrhují existenci transmembránového proteinového systému, jehož funkce spočívá ve 

stabilizaci multimolekulárních komplexů situovaných do ekvatoriálního segmentu 

a zajišťujících interakci s vajíčkem. 
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4 Materiál a metodika 

4.1 Materiál 

Reprodukční orgány kanců (varlata a nadvarlata) pocházely od dospělých jedinců 

miniprasat z Ústavu živočišné fyziologie a genetiky AV ČR, v. v. i. v Liběchově. Orgány byly 

dovezeny na ledu do laboratoře KVD ČZU, kde byly dále zpracovávány. Z ocasu nadvarlete 

byly injekční stříkačkou odsáty epididymální spermie. Ejakulované spermie kanců pocházely 

z inseminačních dávek, které byly odebrány dospělým kancům plemene Landrace. Inseminační 

dávky byly poskytnuty společností Proagro Nymburk a.s. (ČR). Ejakulované spermie byly 

převezeny v den odběru v plastové nádobě uložené v polystyrenovém boxu a udržované při 

teplotě 17 °C. 

Hřebčí reprodukční orgány pocházely od zdravých hřebců ve věkovém průměru čtyř let, 

kteří podstoupili plánovanou kastraci, která nebyla podmíněna zdravotními důvody. 

Epididymální spermie hřebců byly získány z ocasu nadvarlete totožným způsobem jako 

u epididymálních prasečích spermií. Ejakulované spermie byly odebrány v certifikovaném 

reprodukčním centru (ERC Ltd., Pardubice-Mnětice, ČR). Do umělé vagíny byly odebrány 

frakce bohaté na spermie od deseti hřebců. 

4.2 Metodika 

4.2.1 Použité protilátky 

4.2.1.1 Primární protilátky 

Polyklonální králičí protilátka proti CD9 (MRP-1): bs-2489R, proti aminokyselinám  

120-165/228 lidského proteinu (Bioss Antibodies, Woburn, Massachusetts, USA) 

 

Monoklonální myší protilátka proti CD9 (C-4): sc-13118, proti aminokyselinám 101-210 

lidského proteinu (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

 

Monoklonální potkaní protilátka proti CD9 (KMC8.8): sc-18869, proti BMS2 myším 

mezenchymálním stromálním buňkám kostní dřeně (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

 

Polyklonální králičí protilátka proti CD81 (H121): sc-9158, proti aminokyselinám 90-210 

lidského proteinu (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

 

Polyklonální kozí protilátka proti CD81 (Q-14): sc-31234, proti aminokyselinové sekvenci  

N-konce extracelulární domény lidského proteinu (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

 

Polyklonální králičí protilátka proti CD151: ab125363, proti C-konci aminokyselin 154-203 

lidského proteinu (Abcam, Cambridge, UK) 
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4.2.1.2 Sekundární protilátky 

Anti-R (anti-rabbit): Kozí protilátka proti králičím IgG (H+L) konjugovaná s křenovou 

peroxidázou (HRP) (Bio-Rad, Hercules, California, USA) 

 

Anti-M (anti-mouse): Kozí protilátka proti myším IgG (H+L) konjugovaná s křenovou 

peroxidázou (HRP) (Bio-Rad, Hercules, California, USA) 

 

Anti-G (anti-goat): Králičí protilátka proti kozím IgG (H+L) konjugovaná s křenovou 

peroxidázou (HRP) (Bio-Rad, Hercules, California, USA) 

 

Anti-RA (anti-rat): Kozí protilátka proti potkaním IgG (H+L) konjugovaná s křenovou 

peroxidázou (HRP) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA) 

 

Anti-GA (anti-goat): Oslí protilátka proti kozím IgG (H+L), Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 

Waltham, Massachusetts, USA) 

 

Anti-RB (anti-rabbit): Kozí protilátka proti králičím IgG (H+L), Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 

Waltham, Massachusetts, USA) 

4.2.2 Zpracování biologického materiálu 

Z inseminačních dávek bylo odebráno 5 ml. Tento objem byl rozdělen po 1 ml do 

zkumavek. Pro odmytí ředidla byly do každé zkumavky napipetovány 4 ml promývacího 

roztoku PBS (0,01 M Phosphate-buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCl, pH 7,4; Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a centrifugovány (Benchmark LC-8, Benchmark Scientific, 

Sayreville, New Jersey, USA) při 300 x g po dobu 10 minut. Po dokončení centrifugace byl 

odebrán supernatant a objem byl doplněn PBS do 5 ml. Tento proces byl zopakován 2krát. 

Epididymální spermie získané odsátím z ocasu nadvarlete byly promývány v PBS a 3krát 

centrifugovány při 300 x g 10 minut. Vzniklé suspenze spermií byly připraveny pro nepřímou 

imunofluorescenční mikroskopii. 

Pro další postupy bylo ze vzniklých suspenzí spermií odebráno 100 µl do 

mikrozkumavek, ke kterým bylo přidáno 500 µl PBS. Byla provedena centrifugace (Hettich 

Mikro 22 R, Hettich, Tuttlingen, Germany) při 300 x g po dobu 5 minut. Byl odstraněn 

supernatant a takto připravené peletky byly skladovány v mrazáku při teplotě -18 °C. Tyto 

vzorky byly dále využity pro metody imunodetekce pomocí protilátek metodou Western blot. 

Pro přípravu kryořezů byly tkáně varlat a nadvarlat krájeny na kostky o velikosti 1 cm3. 

Nakrájené kostky tkání byly vkládány do formiček a zality přípravkem TissueTek (OCT 

Compound for Cryostat Sectioning, Austrálie). V těchto připravených gelových bločcích byly 

tkáně zamraženy v tekutém dusíku. Zpracování tkání na kryořezy bylo prováděno na přístroji 

Cryo-cut (Leica, Biocev, Vestec, ČR). Tloušťka kryořezů byla od 6 do 8 µm. Hotové řezy byly 

nalepeny na podložní skla a dále uchovávány v mrazáku při teplotě -20 °C. Vzniklé kryořezy 

byly využity pro metodu nepřímé imunofluorescenční mikroskopie.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Waltham,_Massachusetts
https://en.wikipedia.org/wiki/Waltham,_Massachusetts
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
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4.2.3 Příprava vzorků spermií pro SDS elektroforézu 

4.2.3.1 Izolace proteinů se vzorkovým pufrem 

Extrakce proteinů byla provedena lyzací ve vzorkovém pufru (0,5 M TRIS-HCl, pH 6,8; 

glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolová modř; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) pro 

SDS elektroforézu. Vzorkový pufr byl k peletce spermií napipetován v objemu 1:2 

(spermie:vzorkový pufr). Vzorek byl řádně rozsuspenzován a umístěn na led, kde po dobu 30 

minut probíhala lyzace. Každých 5 minut byl vzorek protřepán. Následně byl vzorek 5 minut 

povařen při 100 °C. Byla provedena centrifugace (10 000 x g, 4 °C, 3 min) pro odstředění 

zbytků buněk. Připravený vzorek byl využíván pro SDS elektroforézu. 

4.2.3.2 Izolace proteinů se vzorkovým pufrem s 2-merkaptoethanolem 

Ke vzorkovému pufru o objemu 450 µl bylo napipetováno 25 µl 2-merkaptoethanolu 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) pro zajištění redukujích podmínek a plnému 

rozbalení proteinů. Vzorkový pufr s merkaptoethanolem byl napipetován v poměru 1:2 

k peletce spermií. Vzorek byl 30 minut lyzován na ledu a každých 5 minut protřepán. 

Následovalo povaření vzorku při teplotě 100 °C po dobu 5 minut. Poté byl vzorek centrifugován 

v chlazené centrifuze při 10 000 x g 5 minut. 

Tento postup extrakce proteinů byl později modifikován z důvodu srážení vzorku kvůli 

uvolněné jaderné DNA. Spermie byly lyzovány 30 minut na ledu ve vzorkovém pufru, který 

byl přidán v objemu 1:2. Vzorek byl každých 5 minut řádně protřepán. Byla provedena 

centrifugace (10 000 x g 5 minut) a následně byl odpipetován supernatant o objemu 300 µl, ke 

kterému bylo přidáno 15 µl merkaptoethanolu. Následovalo povaření vzorku (100 °C, 5 minut). 

4.2.3.3 Izolace proteinů pomocí RIPA pufru a acetonu 

K peletce spermií bylo přidáno 0,5 ml RIPA pufru (pH 7.2, 10 mM fosforečnan sodný, 

150 mM NaCl, 1% (v/v) Triton X-100, 1% (w/v) deoxycholát sodny, 0.1% 24 (w/v) SDS, 1 mM 

DTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Proběhla 30 minutová lyzace spermií na ledu. 

Vzorek byl centrifugován při 10 000 x g 5 minut. Bylo odebráno 200 µl vzorku, ke kterému 

bylo přidáno 1,2 ml acetonu (Lach: Ner, Neratovice, ČR). Vzorek byl ponechán po dobu 

60 minut v mrazáku, aby mohlo dojít k vysrážení. Po vysrážení byl vzorek centrifugován 

(10 000 x g 5 minut). Aceton byl následně odpipetován a byl přidán vzorkový pufr v poměru 

1:2. Vzorek byl důkladně protřepán a povařen 5 minut při teplotě 100 °C. Proběhla centrifugace 

při 10 000 x g 3 minuty. 

Tento postup izolace proteinů byl také prováděn s přidáním merkaptoethanolu do 

vzorkového pufru. 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
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4.2.3.4 Izolace proteinů pomocí RIPA pufru a močoviny 

Pro exktrakci proteinů byly spermie 30 minut lyzovány na ledu v 0,5 ml RIPA pufru, 

který byl přidán k peletce spermií. Vzorek byl centrifugován (10 000 x g 5 minut) a poté bylo 

odebráno 200 µl. Byl přidán aceton o objemu 1,2 ml a vzorek byl ponechán v mrazáku 60 minut 

a poté centrifugován (10 000 x g 5 minut). Aceton byl odstraněn a v poměru 1:2 byl napipetován 

vzorkový pufr s 8 M močovinou. Vzorek byl důkladně protřepán. 

Tento postup byl také prováděn s přidáním merkaptoethanolu. Vzorek byl následně 

inkubován 5 minut při teplotě 37 °C. 

4.2.3.5 Izolace proteinů pomocí RHB pufru a močoviny 

K peletce spermií bylo napipetováno 0,5 ml RHB pufru (7 M močovina, 2 M 

thiomočovina, 2% m/v CHAPS) a na ledu ponecháno 30 minut lyzovat s protřepáváním 

každých 5 minut. Následující postup byl shodný s postupem izolace proteinů pomocí RIPA 

pufru a močoviny. 

4.2.4 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 

Pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS) byl 

použit vertikální systém Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, Hercules, California, USA). Byl 

připraven roztok pro 12% akrylamidový gel (3,5 ml destilovaná voda; 4 ml 30% akrylamid/bis-

akrylamid (Bio-Rad, Hercules, California, USA); 2,5 ml 1,5 M Tris. HCl pH 8,8 (Bio-Rad, 

Hercules, California, USA); 100 µl 10% SDS, 4,5 µl TEMED, 70 µl 10% persíran amonný). 

Tento roztok gelu byl bez časové prodlevy nalit mezi již připravená a do stojanu uchycená skla 

a následně byl převrstven destilovanou vodou. Polymerace separačního gelu probíhala 

30 minut. 

Po 30 minutách byla vylita převrstvená destilovaná voda a byl připraven roztok pro 4% 

zaostřovací gel (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% persíran amonný). Takto připravený 

roztok byl nanesen na ztuhlý separační gel. Ihned po nalití byly do roztoku zaostřovacího gelu 

vloženy hřebínky pro tvorbu jamek. Gel byl ponechán 15 minut polymerovat. Poté byla skla 

s gelem přenesena do aparatury určené pro elektroforézu a zalita elektrodovým pufrem (15 g 

Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 72 g glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA), 5 g SDS v 1 l destilované vody; následně ředěno destilovanou vodou 1:4). 

Byly vytaženy hřebínky a do vzniklých jamek byly naneseny 4 µl proteinových molekulárních 

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

a 20 µl připraveného proteinového vzorku. Jako poslední krok byla aparatura zapojena do 

zdroje elektrického proudu, kdy probíhala při konstantním napětí 80 V 30 minut a poté bylo na 

60 minut napětí zvýšeno na 150 V. 

Gely se separovanými proteiny byly vyndány z elektroforetické aparatury a promyty 

destilovanou vodou. Následně byly gely připraveny pro elektropřenos proteinů (Western blot) 

vložením do transferového pufru. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
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4.2.5 Elektropřenos proteinů (Western blot) 

Pro elektropřenos proteinů z gelu na nitrocelulózovou (NC) membránu Amersham™ 

Protran (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) byl použit systém od firmy Bio-Rad 

(Hercules, California, USA). Byl připraven transferový pufr (3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, USA); 14,4 g glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA); 800 ml 

destilovaná voda; 200 ml methanol). NC membrána, filtrační papír Whatman [Whatman 

chromatography paper (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA)] a houbičky byly navlhčeny 

v transferovém pufru po dobu 15 minut. 

Kazeta pro Western blot byla uspořádána dle následujícího pořadí: houbička, 2krát 

filtrační papír Whatman, gel, membrána, 2krát filtrační papír Whatman a houbička. 

Zkompletovaná kazeta byla vložena do aparatury určené pro Western blot. Aparatura byla 

zapojena do zdroje a byl nastaven konstantní elektrický proud na 500 mA. Elektropřenos 

proteinů probíhal 75 minut a po celou dobu byla aparatura chlazena ledem. 

Membrána s přenesenými proteiny byla vyjmuta z kazety, opláchnuta v destilované vodě 

a po dobu 60 sekund obarvena pro vizualizaci proteinů barvou Ponceau (Ponceau S Solution; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Pomocí destilované vody bylo odmyto pozadí 

membrány a membrána byla zdokumentována. Následně byla barva Ponceau použitím PBS 

s 0,1 % Tweenem 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) (PBS-T) zcela odmyta 

a membrána byla dále použita pro imunodetekci proteinů. 

4.2.6 Imunodetekce proteinů 

Pro deaktivaci volných míst na membráně bylo použito 5% sušené mléko Blotting Grade 

Blocker Non-Fat Dry Milk (Bio-Rad, Hercules, California, USA) rozpuštěné v PBS, se kterým 

byla membrána inkubována na třepačce 60 minut. Membrána byla následně 2krát promývána 

v PBS-T. Dále byla provedena inkubace membrány s primárními protilátkami proti CD9, CD81 

a CD151 tetraspaninům: MRP-1 polyklonální králičí protilátka, C-4 monoklonální myší 

protilátka, KMC8.8 monoklonální potkaní protilátka, H121 polyklonální králičí protilátka,  

Q-14 polyklonální kozí protilátka a ab125363 polyklonální králičí protilátka. Primární 

protilátky byly ředěny v poměru 1:250 a 1:200 v PBS. Inkubace probíhala přes noc v lednici 

(4 °C). Membrány pro negativní kontrolu byly inkubovány přes noc v lednici s PBS. 

Po inkubaci byly membrány promývány na rotační třepačce 3krát po 10 minutách  

v PBS-T. Následovala inkubace se sekundárními protilátkami konjugovanými s křenovou 

peroxidázou (HRP) Anti-R (anti-rabbit), Anti-M (anti-mouse), Anti-G (anti-goat), Anti-RA 

(anti-rat).  Sekundární protilátky byly ředěny v poměru 1:3000 v PBS. Inkubace probíhala na 

rotační třepačce při pokojové teplotě po dobu 60 minut. Následně byly membrány promývány 

na rotační třepačce v PBS-T 6krát po 5 minutách. 

Pomocí chemiluminiscenčního substrátu Super Signal West Pico PLUS (Thermo 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) byla provedena vizualizace specifické detekce 

proteinu. Vizualizace byla provedena za pomoci přístroje Azure c300 Gel Imaging Sytem 

(Azure Biosystems, Dublin, California, USA). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Chicago
https://en.wikipedia.org/wiki/Illinois
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/Chicago
https://en.wikipedia.org/wiki/Illinois
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/St._Louis,_Missouri
https://en.wikipedia.org/wiki/Hercules,_California
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4.2.7 Nepřímá imunofluorescenční mikroskopie 

Pro imunofluorescenční metodu byly použity suspenze epididymálních a ejakulovaných 

spermií a dále kryořezy varlete a ocasu nadvarlete. 

Před přípravou preparátů byla zkontrolována koncentrace připravené suspenze spermií 

pod světelným mikroskopem Nikon (YS100). Koncentrace byla odhadována subjektivně 

s cílem nepřekrývajících se hlaviček spermií. Při příliš vysoké koncentraci bylo u vzorku 

dosaženo požadované koncentrace pomocí přidáním většího objemu PBS. Pokud byla 

koncentrace nízká, snížil se objem přidaného PBS k supernatantu po odstředění. 

Pro přípravu preparátů s epididymálními a ejakulovanými spermiemi byla použita 

hydrofobní fixa PAN Pen (Liquid Blocker Super PAN Pen; Agar Scientific, Stansted, UK). 

Pomocí fixy PAN Pen byla na podložní skla připravena dvě kolečka. První bylo použito pro 

vyhodnocení reakce s protilátkou a druhé bylo určené pro negativní kontrolu. Do koleček bylo 

napipetováno 20 µl suspenze spermií. Fixace spermií byla provedena metodou vlhké fixace, 

kdy do kolečka se suspenzí bylo napipetováno 50 µl vymraženého aceton-methanolu (Lach: 

Ner, Neratovice, ČR) v poměru 1:1. Byla provedena inkubace po dobu 5 minut. Preparáty byly 

opláchnuty PBS a destilovanou vodou a ponechány oschnout. Takto připravené preparáty byly 

skladovány v lednici (4 °C). Po vytažení z lednice a před dalším postupem byly preparáty znovu 

promyty v PBS. 

Jednotlivé kryořezy na podložním sklíčku byly ohraničeny hydrofobní fixou PAN Pen 

a opláchnuty PBS. Byla zvolena acetonová fixace. Podložní skla s kryořezy byla ponořena do 

vymraženého acetonu, kde byla ponechána 30 minut. Následně byla 3krát opláchnuta PBS. 

Pro další postupy byly preparáty se spermiemi i kryořezy blokovány roztokem Super 

Block v PBS (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Do každého kolečka bylo 

napipetováno 150 µl roztoku Super Block a blokace probíhala 30 minut při pokojové teplotě. 

Preparáty byly 3krát opláchnuty v PBS a ponechány schnout. 

Na každé kolečko bylo napipetováno 100 µl primárních protilátkek, ředěných v poměru 

1:100, 1:50 nebo 1:20. Byly použity protilátky proti CD9, CD81 a CD151 tetraspaninům:  

MRP-1 králičí polyklonální protilátka, H121 králičí polyklonální protilátka, Q-14 kozí 

polyklonální protilátka a ab125363 králičí polyklonální protilátka. Preparáty byly inkubovány 

s primárními protilátkami ve vlhké komůrce, která byla umístěna přes noc v lednici. Kontroly 

byly inkubovány s PBS. Další den byly preparáty 3krát promyty PBS, ponechány oschnout 

a inkubovány se sekundárními protilátkami značenými Alexa Fluor 488 Anti-GA (anti-goat) 

a Anti-RB (anti-rabbit). Sekundární protilátky byly zprvu ředěny v poměru 1:300 v PBS. Pro 

omezení nespecifických interakcí byly posléze ředěny v poměru 1:500 v PBS. Bylo 

napipetováno 100 µl do každého kolečka. Preparáty byly se sekundárními protilátkami 

inkubovány 45 minut ve vlhké komůrce při pokojové teplotě. Po inkubaci byla skla 3krát 

promyta v PBS. Preparáty s epididymálními a ejakulovanými spermiemi byly inkubovány 

s PNA lektinem konjugovaným s rhodaminem (Rhodamine Peanut Agglutinin; Vector 

laboratories, Burlingame, California, USA), který byl ředěn v poměru 1:500 v PBS. Bylo 

napipetováno 100 µl do každého kolečka. Po 30 minutách inkubační doby byly preparáty 

promyty PBS a destilovanou vodou.  
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Na preparáty s kryořezy i spermiemi bylo pro značení jaderné DNA naneseno 10 µl 

montovacího média VectaShield DAPI (Antifade Mounting Medium; Vector Laboratories, 

Burlingame, California, USA) a překryto krycím sklíčkem, které bylo zafixováno lakem na 

nehty. Takto vzniklé preparáty byly prohlédnuty pod fluorescenčním mikroskopem Nikon 

Eclipse E 600, zdokumentovány pomocí kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) 

a softwaru pro analýzu obrazu NIS Elements. 
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5 Výsledky 

5.1 Lokalizace tetraspaninu CD9 ve spermiích a tkáni varlete a nadvarlete 

Pro detekci a lokalizaci tetraspaninu CD9 v samčích reprodukčních orgánech a spermiích 

byla využita metoda nepřímé fluorescenční mikroskopie (kap. 4.2.7). Byly použity kryořezy 

(kap. 4.2.2) a preparáty fixovaných epididymálních a ejakulovaných kančích a hřebčích spermií 

(kap. 4.2.7). K detekci proteinu CD9 byla použita primární polyklonální králičí protilátka  

MRP-1. Pro vizualizaci byla následně použita sekundární protilátka konjugováná s FITC 

(zelená fluorescence), jádro bylo značeno DAPI (modrá fluorescence) a akrozom obarven 

lektinem PNA (červená fluorescence). Při detekci proteinu CD9 v kryořezech nebyl používán 

PNA lektin. Negativní kontrola byla inkubována pouze se sekundární protilátkou konjugovanou 

s FITC a je vždy součástí snímků u spermií s označením E a u řezů s označením K. 

Detekce CD9 v tkáni varlete a ocasu (cauda) nadvarlete u kanců je ukázána na obrázku 

6. Na snímku A je zobrazen semenotvorný kanálek varlete. Šipkami je označená detekce 

proteinu CD9. Protilátka MRP-1 značila spermatické buňky ve varletním kanálku, a také 

cytoplazmu Leydigových buněk. Šipkou je také označen úsek spermatických buněk, který je 

pro lepší viditelnost zvětšený. V levém horním rohu snímku A se nachází negativní kontrola. 

Na snímku B vidíme řez ocasem (cauda) nadvarlete s protilátkou MRP-1. Šipky označují reakci 

s protilátkou, která byla lokalizována v buňkách tkáně (Tk), v sekrečním epitelu (SE) 

a ve spermiích (Sp). Negativní kontrola se nachází v levém horním rohu snímku B s označením 

K. 

 

 
Obrázek 6: Lokalizace proteinu CD9 v řezu kančího varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomocí protilátky 

MRP-1: A – testes, B –  cauda epididymis, Spc.b. – spermatické buňky, Lg. b. – Leydigovy buňky, Tk – tkáň,  

SE – sekreční epitel, Sp – spermie, K – kontrola, měřítko 100 µm, zvětšení 400x.   
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Na obrázku 7 je zobrazena lokalizace proteinu CD9 v kančích epididymálních spermiích, 

které byly izolovány z ocasu (cauda) nadvarlete. Na snímku D můžeme vidět heterogenní 

populaci spermií. U první subpopulace spermií s chybějícím akrozomem byla pozorována 

vazba protilátky s proteinem CD9 v oblasti vnitřní akrozomální membrány (bílá šipka). 

U spermií z druhé populace, u kterých se akrozom vyskytoval, nebyla detekována vazba 

proteinu CD9 s protilátkou MRP-1. Přibližně u poloviny spermií bylo viditelné fluorescenční 

značení v oblasti krčku (bílá šipka). 

 

 
Obrázek 7: Lokalizace proteinu CD9 v kančích epididymálních spermiích pomocí protilátky MRP-1:  

A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti CD9, D – složený 

obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, bílé šipky značí reakci s protilátkou MRP-1 v oblasti vnitřní 

akrozomální membrány a krčku, měřítko 10 µm, zvětšení 400x.  

Lokalizace proteinu CD9 v ejakulovaných kančích spermiích je zobrazena na obrázku 8 a 9. 

Na obrázku 8 se u většiny ejakulovaných spermií vyskytovaly neporušené akrozomy a protein 

CD9 byl detekován protilátkou MRP-1 v oblasti akrozomu ejakulovaných spermií. 
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Obrázek 8: Lokalizace proteinu CD9 v kančích ejakulovaných spermiích s neporušenými akrozomy pomocí 

protilátky MRP-1: A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti 

CD9, D – složený obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, šipka značí reakci s protilátkou MRP-1 

v akrozomální oblasti hlavičky, měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

Obrázek 9 zobrazuje kančí ejakulované spermie s porušenými akrozomy. Detekce 

proteinu byla patrná na vnitřní akrozomální membráně u akrozomově zreagovaných spermií 

(žlutá šipka). Částečná detekce byla rovněž zaznamenána u spermií s porušenými akrozomy 

(bíla šipka).  Protein CD9 byl detekován také v krčku spermií. 
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Obrázek 9: Lokalizace proteinu CD9 v kančích ejakulovaných spermiích s porušenými akrozomy pomocí 

protilátky MRP-1: A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti 

CD9, D – složený obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, bílé šipky značí částečnou reakci 

s protilátkou MRP-1 v oblasti vnitřní akrozomální membrány a dále pak reakci v oblasti krčku, žlutá šipka značí 

reakci s protilátkou MRP-1 na vnitřní akrozomální membráně, měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

Na obrázku 10 jsou zachyceny řezy hřebčím varlatem a ocasem (cauda) nadvarlete 

s protilátkou proti CD9 MRP-1. Šipkami je na snímku A označena lokalizace proteinu CD9 na 

spermatických buňkách. Byla také zachycena slabá intenzita signálu v intersticiální tkáni 

v okolí semenotvorného kanálku. Lumen kanálku se spermatickými buňkami je zvětšen 

a vložen do levého horního okraje snímku A. V pravém horním rohu se nachází negativní 

kontrola K. Na snímku B byla zachycena slabší intenzita fluorescence v oblasti tkáně (Tk), 

sekrečního epitelu (SE) a spermií (Sp). I u tohoto snímku se nachází negativní kontrola K. 
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Obrázek 10: Lokalizace proteinu CD9 v řezu hřebčího varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomocí protilátky 

MRP-1: A – testes, B – cauda epididymis, Spc.b. – spermatické buňky, Tk – tkáň, SE – sekreční epitel, 

Sp – spermie, K – kontrola, měřítko 100 µm, zvětšení 400x. 

Epididymální hřebčí spermie získané z ocasu (cauda) nadvarlete a ejakulované hřebčí 

spermie byly nejprve inkubovány s primární protilátkou MRP-1, poté se sekundární protilátkou 

konjugovanou s FITC. Stejně jako u kančích spermií bylo i zde jádro hrebčích spermií značeno 

DAPI a akrozom pomocí lektinu PNA. U epididymálních hřebčích spermií nebyla detekce 

proteinu CD9 úspěšná. 

Lokalizace tetraspaninu CD9 na ejakulovaných hřebčích spermiích primární protilátkou 

MRP-1 je zaznamenána na obrázku 11. Detekovaný protein je značen šipkami, které ukazují 

zřetelnou vazbu protilátky v oblasti akrozomu hlavičky a krčku spermií. Negativní kontrola je 

vložena v pravém dolním rohu obrázku pod označením E. 
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Obrázek 11: Lokalizace proteinu CD9 v hřebčích ejakulovaných spermiích pomocí protilátky MRP-1: 

A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti CD9, D – složený 

obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, šipky značí reakci s protilátkou MRP-1 v akrozomu a krčku, 

měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

5.2 Detekce tetraspaninu CD9 v extraktech spermií 

Detekce proteinu CD9 byla provedena v extraktech proteinů z epididymálních 

a ejakulovaných spermiích kance a hřebce (viz kap. 4.2.3), po elektroforetické separaci (kap. 

4.2.4). Poté byly separované proteiny přeneseny na nitrocelulózovou membránu (kap. 4.2.5). 

Tetraspanin CD9 byl detekován pomocí polyklonální králičí protilátky MRP-1. 

Na obrázku 12 jsou zobrazeny membrány po inkubaci s protilátkou MRP-1 a kontrolní 

membrány, které byly negativní. Na membráně A byl u epididymálních kančích spermií 

pozorovaný proteinový proužek o přibližné molekulové hmotnosti 26 kDa. Proteinový extrakt 

epididymálních spermií byl získán lyzací spermií ve vzorkovém pufru (kap. 4.2.3.2.) 

Z ejakulovaných spermií byly proteiny izolovány pomocí RIPA pufru (kap. 4.2.3.3). Izolace 

obou proteinových extraktů probíhala v redukujících podmínkách. U ejakulovaných kančích 

spermií (obr. 12B) byl patrný proteinový proužek o molekulové hmotnosti cca 28 kDa. Oba 

detekované proteiny odpovídaly molekulovou hmostností tetraspaninu CD9 (24–27 kDa). 
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Obrázek 12: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech kančích spermií pomocí protilátky MRP-1: 

A – membrány s extrakty epididymálních a ejakulovaných kančích spermií, B – kontroly, Ep – epididymální kančí 

spermie, Ej – ejakulované kančí spermie, KEp – kontrola epididymálních kančích spermií, KEj – kontrola 

ejakulovaných kančích spermií. 

Na obrázku 13 jsou zobrazeny membrány, na nichž byla vidět vazba protilátky MRP-1 

na izolované proteiny epididymálních a ejakulovaných hřebčích spermií. Na membránách B 

jsou zobrazeny také kontroly, které byly negativní. Na membráně A u epididymálních spermií 

byla zaznamenána vazba u proteinů o molekulové hmostnosti přibližně 28, 48 a 54 kDa. Izolace 

těchto proteinů byla provedena pomocí RIPA pufru (kap. 4.2.3.3). Proteinový proužek viditelný 

u ejakulovaných spermií měl velikost cca 26 kDa. Proteinový extrakt ejakulovaných hřebčích 

spermií byl získán v redukujícím vzorkovém pufru (kap. 4.2.3.2). 

 
Obrázek 13: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech hřebčích spermií pomocí protilátky MRP-1: 

A – membrány s extrakty epididymálních a ejakulovaných hřebčích spermií, B – kontroly, Ep – epididymální 

hřebčí spermie, Ej – ejakulované hřebčí spermie, KEp – kontrola epididymálních hřebčích spermií, KEj – kontrola 

ejakulovaných hřebčích spermií. 

Pro detekci tetraspaninu CD9 u epididymálních a ejakulovaných kančích a hřebčích 

spermií byla také použita monoklonální potkaní protilátka KMC8.8 a monoklonální myší 

protilátka C-4. S těmito protilátkami byla však detekce proteinu CD9 neúspěšná. 
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Obrázek 14 znázorňuje vazbu monoklonální potkaní protilátky KMC8.8 na proteiny 

epididymálních a ejakulovaných kančích a hřebčích spermií. Proteinové extrakty byly získány 

po lyzaci spermií pomocí vzorkového pufru s následným přídavkem merkaptoethanolu 

(kap. 4.2.3.2). Na membráně A byly patrné proteinové proužky o přibližné molekulové 

hmostnosti 33 a 36 kDa u epididymálních kančích a hřebčích spermií. Zobrazena je zde 

i kontrolní membrána (B), na které byly viditelné totožné proteinové proužky o stejných 

molekulových hmostnostech. 

Obrázek 15 zobrazuje membrány, jež byly inkubovány s monoklonální myší protilátkou 

C-4. U ejakulovaných hřebčích spermií na membáně A je viditelný proteinový proužek 

o molekulové hmostnosti cca 30 kDa. Membrána B byla použita jako kontrolní membrána. 

Kontrola není negativní a i zde byl patrný protein u ejakulovaných hřebčích spermií o přibližné 

molekulové hmostnosti 30 kDa. Izolace proteinů byla provedena pomocí redukujícího 

vzorkového pufru (kap. 4.2.3.2). 

 
Obrázek 14: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech kančích a hřebčích spermií pomocí protilátky 

KMC8.8: A – membrána s vazbou protilátky na protein, B – kontrola s nespecifickými reakcemi, 

Ep Su – epididymální kančí spermie, Ej Su – ejakulované kančí spermie, Ep Eq – epididymální hřebčí spermie, 

Ej Eq – ejakulované hřebčí spermie, 33kDa, 36kDa – nespecifické reakce, šedé šipky značí nespecifické reakce 

v kontrolní membráně. 
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Obrázek 15: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech kančích a hřebčích spermií pomocí protilátky C-4: 

A – membrána s vazbou protilátky na protein, B – kontrola s nespecifickou reakcí, Ep Su – epididymální kančí 

spermie, Ej Su – ejakulované kančí spermie, Ep Eq – epididymální hřebčí spermie, Ej Eq – ejakulované hřebčí 

spermie, 30kDa – nespecifická reakce, šedá šipka značí nespecifickou reakci v kontrolní membráně. 

 

5.3 Lokalizace tetraspaninu CD81 ve spermiích a tkáni varlete a 

nadvarlete 

Pro metodu nepřímé fluorescenční mikroskopie (kap. 4.2.7), která sloužila k detekci 

proteinu CD81, byla využita primární polyklonální králičí protilátka H121 a polyklonální kozí 

protilátka Q-14. Řezy a spermie byly dále inkubovány se sekundárními protilátkami 

konjugovanými s FITC (zelená fluorescence). Integrita akrozomu byla pozorována pomocí 

PNA lektinu (červená fluorescence). Při lokalizaci proteinu CD81 v kryořezech PNA lektin 

nebyl používán. Jádro bylo značeno DAPI (modrá fluorescence). Kontroly byly inkubovány 

pouze se sekundární protilátkou a jsou vždy uvedeny. 

Na obrázku 16 jsou snímky řezů kančího varlete a ocasu (cauda) nadvarlete, kde byl 

protein CD81 detekován a lokalizován pomocí protilátky Q-14. Na snímku A je zobrazen řez 

testes. Detekce v řezu testes byla negativní. Obrázek B ukazuje řez ocasem (cauda) nadvarlete; 

i zde byla detekce negativní. 
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Obrázek 16: Lokalizace proteinu CD81 v řezu kančího varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomocí protilátky 

Q-14: A – testes, B – cauda epididymis, Spc.b. – spermatické buňky, Tk – tkáň, SE – sekreční epitel, Sp – spermie, 

K – kontrola, šipky označují spermatické buňky, měřítko 100 µm, zvětšení 400x. 

Pro detekci tetraspaninu CD81 byly spermie dále inkubovány s primární polyklonální 

kozí protilátkou Q-14. Na obrázku 17 je zobrazena detekce CD81 u epididymálních 

a ejakulovaných kančích spermií pomocí protilátky Q-14. U obou skupin spermií byla detekce 

proteinu CD81 negativní. 

 
Obrázek 17: Lokalizace proteinu CD81 v kančích epididymálních a ejakulovaných spermiích pomocí 

protilátky Q-14: A, F – jádro značené DAPI, B, G – akrozom značený lektinem PNA, C, H – reakce s protilátkou 

proti CD81, D, I – složený obrázek (DAPI, FITC, PNA), E, J – negativní kontrola, Su Ep – epididymální kančí 

spermie, Su Ej – ejakulované kančí spermie měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 
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Detekce proteinu CD81 v epididymálních kančích spermiích pomocí protilátky H121 je 

ukázána na následujícím obrázku 18. Na žádné spermii nebyla patrná detekce proteinu CD81. 

 

 
Obrázek 18: Lokalizace proteinu CD81 v kančích epididymálních spermiích pomocí protilátky H121: 

A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti CD81, D – složený 

obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

Ejakulované kančí spermie inkubované s primární protilátkou H121 jsou zobrazeny na 

obrázku 19. Lokalizace proteinu CD81 byla zřetelná v apikální oblasti akrozomu. Negativní 

kontrola je vložena v obrázku pod označením E. 
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Obrázek 19: Lokalizace proteinu CD81 v kančích ejakulovaných spermiích pomocí protilátky H121: 

A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti CD81, D – složený 

obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, bílá šipka značí reakci s protilátkou H121 v apikální oblasti 

akrozomu, měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

Lokalizaci CD81 v tkáních varlete a ocasu (cauda) nadvarlete hřebců pomocí protilátky 

Q-14 můžeme vidět na obrázku 20. Na snímku A je zachycena detekce proteinu CD81 

v hřebčím řezu varletem, jež byla negativní. Na snímku B, na kterém je řez hřebčím ocasem 

(cauda) nadvarlete, byla detekce taktéž negativní. 

 

 
Obrázek 20: Lokalizace proteinu CD81 v řezu hřebčího varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomocí 

protilátky Q-14: A – testes, B – cauda epididymis, Spc.b. – spermatické buňky, Tk – tkáň, SE – sekreční epitel, 

Sp – spermie, K – kontrola, šipka označuje spermatické buňky, měřítko 100 µm, zvětšení 400x. 
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Polyklonální kozí protilátka Q-14 byla využita též k detekci CD81 v epididymálních 

a ejakulovaných hřebčích spermiích (viz obr. 21). Detekce byla u obou skupin negativní. 

 

 
Obrázek 21: Lokalizace proteinu CD81 v hřebčích epididymálních a ejakulovaných spermiích pomocí 

protilátky Q-14: A, F – jádro značené DAPI, B, G – akrozom značený lektinem PNA, C, H – reakce s protilátkou 

proti CD81, D, I – složený obrázek (DAPI, FITC, PNA), E, J – negativní kontrola, Eq Ep – epididymální hřebčí 

spermie, Eq Ej – ejakulované hřebčí spermie měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

Na obrázku 22 je uvedena dokumentace epididymálních a ejakulovaných hřebčích 

spermií. Detekce proteinu CD81 protilátkou H121 byla negativní, a to jak u epididymálních 

spermií, tak u ejakulovaných spermií. 

 

 
Obrázek 22: Lokalizace proteinu CD81 v hřebčích epididymálních a ejakulovaných spermiích pomocí 

protilátky H121: A, F – jádro značené DAPI, B, G – akrozom značený lektinem PNA, C, H – reakce s protilátkou 

proti CD81, D, I – složený obrázek (DAPI, FITC, PNA), E, J – negativní kontrola, Eq Ep – epididymální hřebčí 

spermie, Eq Ej – ejakulované hřebčí spermie měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 
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5.4 Detekce tetraspaninu CD81 v extraktech spermií 

Byla provedena izolace proteinů (kap. 4.2.3). Proteinové extrakty byly naneseny na gel, 

elektroforeticky separovány (kap. 4.2.4) a pomocí metody Western blot (kap. 4.2.5) přeneseny 

na nitrocelulózovou membránu. Pro imunodetekci tetraspaninu CD81 byly membrány 

s přenesenými proteiny inkubovány s polyklonální králičí protilátkou H121 a polyklonální kozí 

protilátkou Q-14. Pomocí polyklonální králičí protilátky H121 byl detekován protein CD81 

u ejakulovaných kančích spermií a epididymálních hřebčích spermií. U zbylých skupin nebyla 

detekce pomocí protilátky H121 úspěšná. Na membránách, které byly inkubovány 

s polyklonální kozí protilátkou Q-14, nebyla detekce proteinu CD81 úspěšná u žádné skupiny 

proteinových extraktů. 

Membrána s vyizolovanými proteiny z ejakulovaných kančích spermií je zobrazena na 

obrázku 23. Proteiny byly izolovány metodou RIPA pufru a močoviny (kap. 4.2.3.4). 

Membrána byla inkubována s primární protilátkou proti CD81 H121. Byly patrné proteinové 

proužky o přibližných molekulových hmotnostech 12, 25 a 26 kDa. Membrána s označením K 

sloužila jako negativní kontrola. 

 

 
Obrázek 23: Imunodetekce proteinu CD81 v extraktech kančích ejakulovaných spermií pomocí protilátky 

H121: Ej – ejakulované kančí spermie, K – kontrola. 

Pomocí vzorkového pufru a merkaptoethanolu (kap. 4.2.3.2) byly vyizolovány proteiny 

z epididymálních hřebčích spermií. Pro imunodetekci byla použita protilátka H121. Vazby 

protilátky H121 a vyizolovaných hřebčích epididymálních proteinů jsou ukázány na obrázku 

24. Byla zřetelná vazba na protein okolo 28 kDa. Membrána s označením K byla použita jako 

negativní kontrola. 
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Obrázek 24: Imunodetekce proteinu CD81 v extraktech hřebčích epididymálních spermií pomocí protilátky 

H121: Ep – epididymální hřebčí spermie, K – kontrola. 

Pro detekci proteinu CD81 byla membrána s přenesenými proteiny inkubována také 

s polyklonální kozí protilátkou Q-14. Membrána je zobrazena na obrázku 25. Membrána A 

sloužila pro reakci s protilátkou Q-14. Membrána s označením B byla využita jako kontrolní 

membrána. Byly pozorovány dvě silné vazby na proteiny o molekulové hmostnosti 48 a 65 

kDa. Oba proteiny byly pozorovány rovněž v kontrolní membráně. 

 

 
Obrázek 25: Imunodetekce proteinu CD81 v extraktech kančích a hřebčích spermií pomocí protilátky 

Q-14: A – membrána s vazbou protilátky na protein, B – kontrola s nespecifickými reakcemi, Ep Su – epididymální 

kančí spermie, Ej Su – ejakulované kančí spermie, Ep Eq – epididymální hřebčí spermie, Ej Eq – ejakulované hřebčí 

spermie, 48 kDa, 65 kDa – nespecifické reakce, šedé šipky značí nespecifické reakce v kontrolní membráně. 
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5.5 Lokalizace tetraspaninu CD151 ve spermiích a tkáni varlete 

a nadvarlete 

Metoda nepřímé fluorescenční mikroskopie (kap. 4.2.7) byla využita rovněž pro 

lokalizaci proteinu CD151 v suspenzi epididymálních, ejakulovaných kančích a hřebčích 

spermiích a kryořezech (kap. 4.2.2). Řezy i spermie byly inkubovány s primární protilátkou 

proti proteinu CD151 ab12536 a dále se sekundární protilátkou konjugovanou s FITC (zelená 

fluorescence). Jádra buněk jsou obarvená DAPI (modrá fluorescence) a akrozomy lektinem 

PNA (červená fluorescence). Řezy s lektinem PNA inkubovány nebyly, proto není na snímcích 

řezů patrný signál červené fluorescence. Kontroly, které jsou vždy u snímku uvedeny, nebyly 

inkubovány s primární protilátkou, ale pouze s PBS. 

Jak je vidět na obrázku 26, protein CD151 byl lokalizován v kančích spermatických 

buňkách nacházejích se v semenotvorném kanálku varlete. V pravém dolním rohu se nachází 

zvětšené spermatické buňky pro lepší viditelnost. V pravém horním rohu snímku je umístěna 

negativní kontrola. 

 

 
Obrázek 26: Lokalizace proteinu CD151 v řezu kančího varlete pomocí protilátky ab125363: 

Spc.b. – spermatické buňky, K – kontrola, měřítko 100 µm, zvětšení 400x. 

Obrázek 27 zobrazuje vazbu protilátky ab12536 na protein CD151 v řezu kančího ocasu 

(cauda) nadvarlete. Na snímcích A i B je zřetelná pozitivní reakce protilátky s proteinem 

CD151. Značení proteinu CD151 se nacházelo v tkáni ocasu (cauda) nadvarlete, v sekrečním 

epitelu, kde byly patrné jednotlivé sekreční váčky, a také ve spermiích, které byly v těsné 

blízkosti se sekrečními váčky (viditelné na zvětšených snímcích C a D). U snímků A a B jsou 

uvedeny kontroly K, které byly negativní. 
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Obrázek 27: Lokalizace proteinu CD151 v řezu kančího ocasu (cauda) nadvarlete pomocí protilátky 

ab125363: A – cauda epididymis, B – cauda epididymis, C, D – zvětšené snímky, Tk – tkáň, SE – sekreční epitel, 

Sp – spermie, K – kontrola, měřítko 100 µm, zvětšení 400x.  

Lokalizace proteinu CD151 v epididymálních kančích spermiích je zobrazena na obrázku 

28. Vazba protilátky ab12536 na protein CD151 byla lokalizována v cytoplazmatické kapce 

a v subekvatoriálním segmentu hlavičky spermie. Na snímku E je zvětšená spermie. Kontrola 

s označením F je negativní. 
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Obrázek 28: Lokalizace proteinu CD151 v kančích epididymálních spermiích pomocí protilátky ab125363: 

A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti CD151, D – složený 

obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – zvětšený snímek spermie, F – negativní kontrola, šipky značí reakci s protilátkou 

ab12536 v subekvatoriálním segmentu hlavičky a v cytoplazmatické kapce, měřítko 10 µm, zvětšení 400x.  

U ejakulovaných spermií byly patrné dvě subpopulace, u kterých byla rozdílná detekce 

vazby proteinu s protilátkou ab12536 (obr. 29). U subpopulace, do které patří spermie označená 

bílými šipkami, byla pozorována lokalizace proteinu CD151 silnějším signálem 

v subekvatoriálním segmentu hlavičky. O něco slabší signál byl detekovaný v anteriorní části 

akrozomu spermií. U druhé subpopulace (červená šipka) chyběla lokalizace proteinu C151 

v subekvatoriální části a slabý signál byl detekovaný pouze v akrozomální části hlavičky. Tato 

subpopulace byla zastoupena méně. Kontrola byla negativní a je zobrazena pod snímkem E. 
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Obrázek 29: Lokalizace proteinu CD151 v kančích ejakulovaných spermiích pomocí protilátky ab125363: 

A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti CD151, D – složený 

obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, bílé šipky značí reakci s protilátkou ab12536 v akrozomálním 

a ekvatoriálním segmentu hlavičky, červená šipka značí reakci s protilátkou ab12536 v akrozomální oblasti 

hlavičky, měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

Na obrázku 30 jsou zobrazeny snímky s řezy hřebčího varlete  a ocasu (cauda) nadvarlete. 

Snímek A zachycuje vazbu protilátky ab12536 na protein CD151 ve varletní tkáni. Protilátka 

značila intersticiální tkáň v okolí semenotvorného kanálku. Na snímku B je ukázán řez ocasem 

(cauda) nadvarlete, jenž byl inkubován také s protilátkou ab12536. Byla pozorován slabá vazba 

v intersticiálnní tkáni a sekrečním epitelu. Negativní kontroly pro oba snímky jsou v rozích pod 

označením K. 
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Obrázek 30: Lokalizace proteinu CD151 v řezu hřebčího varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomocí 

protilátky ab125363: A – testes, B –  cauda epididymis, Spc.b. – spermatické buňky, Tk – tkáň, SE – sekreční 

epitel, Sp – spermie, K – kontrola, měřítko 100 µm, zvětšení 400x. 

 Polyklonální králičí protilátka ab125363 byla použita na lokalizaci proteinu CD151 

taktéž v hřebčích spermiích a reprodukčních orgánech. U hřebčích epididymálních spermií, 

které byly izolované z ocasu (cauda) nadvarlete nebyla detekce proteinu CD151 úspěšná. 

Na snímcích ejakulovaných hřebčích spermií (obr. 31) byla viditelná lokalizace proteinu 

CD151 v ekvatoriálním segmentu hlavičky spermie. Šipka označuje pozitivní reakci CD151 

s protilátkou ab12536. Snímek negativní kontroly je vložen pod označením E. 
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Obrázek 31: Lokalizace proteinu CD151 v hřebčích ejakulovaných spermiích pomocí protilátky 

ab125363: A – jádro značené DAPI, B – akrozom značený lektinem PNA, C – reakce s protilátkou proti CD151, 

D – složený obrázek (DAPI, FITC, PNA), E – negativní kontrola, šipka značí reakci s protilátkou ab12536 

v ekvatoriálním segmentu hlavičky, měřítko 10 µm, zvětšení 400x. 

5.6  Detekce tetraspaninu CD151 v extraktech spermií 

Z epididymálních a ejakulovaných kančích a hřebčích spermií byly vyizolovány proteiny 

(kap. 4.2.3), které byly separovány pomocí SDS elektroforézy (kap. 4.2.4) a přeneseny metodou 

Western blot (kap. 4.2.5) na nitrocelulózovou membránu. Vyizolované proteiny byly 

detekovány pomocí polyklonální králičí protilátky proti tetraspaninu CD151 ab125363. 

U ejakulovaných kančích spermií nebyla detekce proteinu CD151 úspěšná. 

Membrána s proteinovými extrakty z epididymálních kančích spermií, jež byla 

inkubována s polyklonální králičí protilátkou ab12536, je zobrazena na obrázku 32. Proteinový 

exktrakt byl získán izolací s RIPA pufrem, močovinou a merkaptoethanolem (kap. 4.2.3.4). 

Na membráně označené Ep (epididymální spermie) byl detekován protein o molekulové 

hmotnosti přibližně 50 kDa. Je přiložena také membrána s označením K, která sloužila jako 

negativní kontrola. 
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Obrázek 32: Imunodetekce proteinu CD151 v extraktech kančích epididymálních spermií pomocí 

protilátky ab125363: Ep – epididymální kančí spermie, K – kontrola. 

Na obrázku 33 na membráně A jsou vidět proteiny epididymálních a ejakulovaných 

hřebčích spermií, které byly detekovány polyklonální králičí protilátkou ab12536. Proteiny 

byly vyizolovány postupem s RIPA pufrem v redukujících podmínkách (kap. 4.2.3.3). 

U epididymálních spermií byla detekována silnější vazba na protein o molekulové hmostnosti 

cca 49 kDa. Slabší vazba byla patrná u ejakulovaných hřebčích spermií, kde se jednalo o vazbu 

na protein o molekulové hmostnosti přibližně 38 kDa. 

 
Obrázek 33: Imunodetekce proteinu CD151 v extraktech epididymálních a ejakulovaných hřebčích spermií 

pomocí protilátky ab125363: A – membrána s vazbou protilátky na protein, B – kontrola, Ep Eq – epididymální 

hřebčí spermie, Ej Eq – ejakulované hřebčí spermie. 
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6 Diskuze 

Tetraspaniny jsou malé membránové proteiny spadající do rodiny příbuzných molekul, 

pro které jsou charakteristické čtyři transmembránové domény. Nejzásadnější vlastností 

tetraspaninů je jejich shopnost interagovat jednak mezi sebou, ale také s jinými povrchovými 

proteiny. Díky tomu jsou schopné vytvářet multimolekulární komplexy, tzv. tetraspaninovou 

síť. Pomocí těchto komplexů jsou tetraspaniny schopny ovlivňovat nejrůznější buněčné procesy 

týkající se somatických buněk i gamet (Rubinstein 2011). 

Výzkumy tetraspaninů se v posledních letech snaží pochopit a popsat jejich funkci během 

oplození. Aby bylo možné funkci tetraspaninů v reprodukci zcela porozumět, je nezbytné, 

abychom o nich věděli co nejvíce. Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 již byly popsány na 

vaječné membráně několika savčích druhů, my jsme se proto zaměřili na detekci a lokalizaci 

těchto tří tetraspaninů v samčích reprodukčních orgánech a spermiích u dvou savčích  

druhů – prasat a koní. V odborné literatuře není mnoho informací o lokalizaci a detekci těchto 

tetraspaninů u kanců; na hřebčím modelu tyto informace doposud neexistují. Naše výsledky 

jsou na hřebčím modelu tedy ojedinělé. 

Přítomnost tetraspaninu CD9 byla potvrzena ve tkáni varlat potkanů (Kierszenbaum et al. 

2006) a myší (Kanatsu-Shinohara et al. 2004). Detekce u obou savčích druhů byla zaznamenána 

ve spermatogoniích (Kanatsu-Shinohara et al. 2004; Kierszenbaum et al. 2006). Mimo 

spermatogonie byl tetraspanin CD9 také detekován v cytoplazmě myších zárodečných buněk 

varlat, ve spermatocytech a také ve spermatidách (Ito et al. 2010). Kaewmala et al. (2011) 

detekovali CD9 v zárodečných buňkách kančích varlat a rovněž v Leydigových a Sertoliho 

buňkách. Nicméně na snímcích u Kaewmala et al. (2011) nejsou zcela rozpoznatelné Sertoliho 

buňky, proto není jasné, zda jsou také značeny. My jsme pomocí polyklonální králičí protilátky 

MRP-1 detekovali tetraspanin CD9 ve spermatických buňkách uvnitř semenotvorných kanálků 

varlete jak u kanců, tak i u hřebců. Na základě našeho značení nebylo zcela možné určit 

jednotlivá vývojová stádia spermií. Navíc jsme vazbu protilátky s proteinem CD9 zaznamenali 

také v cytoplazmě Leydigových buněk v kančím varleti stejně jako Kaewmala et al. (2011). 

O lokalizaci proteinu CD9 ve tkáních nadvarlete zatím nebylo v odborné literatuře mnoho 

publikováno. V řezu těla nadvarlete kance lokalizovali CD9 Kaewmala et al. (2011) 

a zaznamenali signál v epitelových buňkách, streociliích, fibromuskulárních buňkách a také 

ve spermiích uvnitř kanálku. My jsme z důvodu nedostatečného množství čerstvého materiálu 

prováděli detekci u všech tří tetraspaninů pouze na kryořezech ocasu nadvarlete. Naše výsledky 

jak u kanců, tak u hřebců ukazují detekci CD9 ve spermiích uvnitř kanálku nadvarlete a dále ve 

tkáni a sekrečním epitelu nadvarlete. 

Lokalizaci všech tří tetraspaninů jsme prováděli pouze na epididymálních spermiích 

izolovaných z ocasu nadvarlete. Na epididymálních spermiích byl tetraspanin CD9 poprvé 

lokalizován na myších spermiích, kde byl nalezen na vnitřní akrozomální membráně (Ito et al. 

2010). Ve studii Frolikova et al. (2018) se však ukázalo, že by protein CD9 mohl být u myší 

asociován s oběma akrozomálními membránami. Také v prasečích epididymálních spermiích 

byl CD9 již detekován, a to v řezu těla nadvarlete. Kaewmala et al. (2011) detekovali 

přítomnost CD9 v akrozomálním regionu a akrozomální membráně epididymální kančí 

spermie. V naší studii není protilátkou zcela zřetelně značen akrozom kančích epididymálních 

spermií, pokud jej mají neporušený. U spermií, které již akrozom nemají, je zřetelná vazba 
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protilátky na protein CD9 na vnitřní akrozomální membráně. Slabý fluorescenční signál CD9 

protilátky může být pravděpodobně z důvodu překrytí vnitřní akrozomální membrány 

akrozomálním obsahem a epitop není pro protilátku dobře přístupný. Přibližně u poloviny 

spermií jsme pozorovali lokalizaci rovněž v krčku. Detekce CD9 u hřebčích epididymálních 

spermií byla negativní. Možným důvodem bylo poškození spermií u starého preparátu. 

Li et al. (2004) se pokusili detekovat CD9 na ejakulovaných prasečích spermiích, které 

byly předtím zmrazené v tekutém dusíku. Výsledek byl však negativní. Vzhledem k citlivosti 

prasečích spermií na zmrazení by podle Kaewmala et al. (2011) mohl být důvodem právě tekutý 

dusík. My jsme lokalizovali CD9 u prasečích čerstvých ejakulovaných spermií s neporušenými 

akrozomy v oblasti akrozomu. Taktéž jsme zaznamenali různou intenzitu vazby polyklonální 

králičí protilátky MRP-1 na protein CD9 na vnitřní akrozomální membráně u spermií, jež měly 

akrozomy porušené. Zhruba u poloviny spermií jsme detekovali také fluorescenční signál 

v krčku. Lokalizace CD9 u ejakulovaných kančích spermií s neporušenými akrozomy může být 

zapříčiněna typem fixace. Metoda vlhké fixace, jež jsme použili, může narušovat samotný 

epitop proteinu rozpoznávaný protilátkou. Pro toto potvrzení by bylo nutné neprovádět 

lokalizaci CD9 na již fixovaných spermiích, nýbř v suspenzi spermií, stejně jako to provedli 

Jankovicova et al. (2020) u tetraspaninu CD151 na lidských spermiích. Tetraspanin CD9 jsme 

detekovali rovněž v hřebčích ejakulovaných spermiích, kdy jsme zaznamenali vazbu protilátky 

na protein v oblasti akrozomu a krčku spermie. Úspěšně byl tetraspanin CD9 také lokalizován 

na ejakulovaných spermiích býků (Antalikova et al. 2015). Vzhledem k obtížné přesné 

lokalizaci CD9 provedli Antalikova et al. (2015) frakcionaci membrán a zjistili, že CD9 je 

u býků lokalizován na plazmatické membráně a po akrozomální reakci zcela mizí z hlavičky 

spermie. U člověka je CD9 lokalizován v apikální oblasti akrozomu a po AR zůstává přítomen 

na vnitřní akrozomální membráně (Frolikova et al. 2018). 

Informace o detekci proteinu CD9 pomocí metody Western blot v epididymálních 

kančích spermiích v odborné literatuře chybí. Kaewmala et al. (2011) prováděli detekci 

proteinu CD9 z extraktů kančí tkáně těla a ocasu nadvarlete a detekovali protein o molekulové 

hmotnosti 24 kDa (Kaewmala et al. 2011). My jsme u extraktu epididymálních kančích spermií 

nalezli reakci polyklonální králičí protilátky MRP-1 u proteinu o molekulové hmotnosti 

26 kDa. Protein CD9 byl také detekován u myších epididymálních spermií. Frolikova et al. 

(2018) pozorovali proteinové pruhy v molekulových hmotnostech 45, 75 a 160 kDa. Rozdíl 

v našich výsledcích a výsledcích Frolikova et al. (2018) může být zapříčiněn odlišnými 

podmínkami během izolace proteinů. V našem případě byla zvolena izolace v redukujících 

podmínkách, kdežto ve studii Frolikova et al. (2018) byly zvoleny neredukující podmínky, kdy 

nebyly redukovány disulfidové můstky mezi proteiny. U vyšších molekulových hmotností se 

ve výsledcích Frolikova et al. (2018) jedná pravděpodobně o komplexy tvořené CD9 s jinými 

molekulami. 

Z extraktu epididymálních hřebčích spermií jsme stejnou protilátkou detekovali proteiny 

o hmotnostech 28, 48 a 54 kDa. V případě proteinových pruhů o hmotnostech 48 a 54 kDa se 

pravděpodobně jednalo o nespecifické vazby zapříčiněné výběrem primární protilátky a její 

úzkou specifitou. U proteinu o velikosti 28 kDa můžeme předpokládat, že se jedná o protein 

CD9. Nicméně pro potvrzení, zda se opravdu jednalo o námi hledaný protein CD9, by bylo 

zapotřebí provést identifikaci proteinu pomocí hmotnostní spektrometrie, protože molekula 

CD9 nebyla doposud ve spermii hřebce popsána. 
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V extraktech kančích ejakulovaných spermií jsme tetraspanin CD9 detekovali protein 

o molekulové hmotnosti 28 kDa. CD9 v ejakulovaných spermiích byl popsán u býků, a to 

o molekulové hmotnosti 25 kDa (Antalikova et al. 2015) a také u člověka (Frolikova et al. 

2018), kdy byly v neredukujících podmínkách pozorovány proteinové pruhy o molekulových 

hmotnostech 20, 25, 60 a 100 kDa. V případě detekce proteinových pruhů o 60 kDa a vyšších 

se pravděpodobně jedná o kovalentní molekulové kompexy (Frolikova et al. 2018). Rozdíl 

v molekulové hmotnosti námi nalezeného proteinu u kance (28 kDa) může být způsobený 

výsledkem posttranslačních úprav jako např. glykosylace či palmitoylace (Boucheix et al. 1991; 

Rubinstein et al. 1993; Engering et al. 2003; Caballero et al. 2013). U hřebčích ejakulovaných 

spermií jsme detekovali protein o velmi podobné molekulové hmotnosti jako u býků 

(Antalikova et al. 2015) a lidí (Frolikova et al. 2018), a to 26 kDa. 

Pro detekci proteinu CD9 v extraktech epididymálních a ejakulovaných kančích 

i hřebčích spermií jsme dále použili monoklonální potkaní protilátku KMC8.8. Detekce touto 

protilátkou však nebyla úspěšná. Proteinové pruhy o molekulových hmotnostech 33 kDa 

u epididymálních kančích spermií a 36 kDa u epididymálních hřebčích spermií se nacházely 

také v kontrole. Při použití monoklonální myší protilátky C-4 jsme pozorovali proteinový pruh 

o hmotnosti 30 kDa, který se taktéž nacházel i v kontrolní membráně. Důvodem těchto 

nespecifických reakcí je opět výběr primárních protilátek a jejich úzká specifita. 

Lokalizace tetraspaninu CD81 v reprodukčních tkáních kanců a hřebců nebo v jejich 

epididymálních a ejakulovaných spermiích pomocí kozí polyklonální protilátky Q-14 byla 

v naší studii negativní. Důvodem může být úzká specifita vybrané primární protilátky. 

Lokalizaci CD81 v tkáních kančích a hřebčích varlat a nadvarlat pomocí polyklonální králičí 

protilátky H121 jsme neprováděli z důvodu jejího nedostatečného množství. Nicméně 

Kierszenbaum et al. (2006) detekovali CD81 ve spermatogoniích ve varlatech potkanů 

a prozatím zůstávají jediní, kteří tetraspanin CD81 v reprodukčních orgánech samců detekovali. 

Také imunolokalizace CD81 polyklonální králičí protilátkou H121 v epididymálních 

spermiích kanců a hřebců byla v našem případě negativní. Jankovicova et al. (2016) popsali 

lokalizaci CD81 u býků a myší. Na býčích epididymálních spermiích byla vazba stejnou 

polyklonální králičí protilátkou H121 zaznamenána v apikální oblasti akrozomu a v části 

populace byl fluorescenční signál zachycen také v ekvatoriálním segmentu hlavičky. U myších 

spermií byl CD81 lokalizován pomocí polyklonální kozí protilátky Q-14 v plazmatické 

membráně pokrývající akrozom (Jankovicova et al. 2016). 

Naše výsledky lokalizace proteinu CD81 u ejakulovaných kančích spermií korespondují 

s výsledky Jankovicova et al. (2016). Taktéž jsme u kanců zaznamenali výraznou vazbu 

polyklonální králičí protilátky H121 s proteinem CD81 v apikální části akrozomu. Pro 

potvrzení, zda se jedná o plazmatickou membránu, by bylo nutné provést další zkoumání 

s provedením např. frakcionace všech tří membrán pokrývajících spermii nebo využít techniku 

s vyšší rozlišovací schopností. Protein CD81 byl lokalizován taktéž v ejakulovaných spermiích 

člověka. Frolikova et al. (2018) použili polyklonální kozí protilátku Q-14 a lokalizovali CD81 

v apikální akrozomální membráně a částečně v postakrozomální části hlavičky. Pro lokalizaci 

u ejakulovaných hřebčích spermií jsme použili totožnou protilátku jako u kančích spermií, 

nicméně detekce CD81 nebyla úspěšná. 
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Detekci proteinu CD81 v extraktech epididymálních kančích spermií jsme prováděli 

pomocí dvou protilátek, a to jednak polyklonální králičí protilátky H121 a jednak polyklonální 

kozí protilátky Q-14. Detekce oběma protilátkami byla v  případě kančích spermií negativní. 

Nicméně u hřebčích epididymálních spermií jsme při použití protilátky H121 detekovali protein 

o molekulové hmotnosti 28 kDa. Frolikova et al. (2018) použili u detekce tetraspaninu CD81 

u epididymálních myších spermií stejnou protilátku a detekovali proteinové pruhy 

o molekulových hmotnostech 45, 75 a 160 kDa.  Podobně jako u proteinu CD9 se případě 

proteinu CD81 u studie Frolikova et al. (2018) nejspíše jedná o komplexy CD81 s jinými 

molekulami. Může se také jednat o dimery CD81, o kterých je známo, že se spojují 

kovalentními vazbami a tvoří tak rozsáhlé teraspaninové sítě (Stipp et al. 2001; Frolikova et al. 

2018). 

V extraktech ejakulovaných spermií jsme detekovali CD81 pouze u kančích spermií. 

Použili jsme polyklonální králičí protilátku H121 a zaznamenali jsme vazbu na proteiny 

o molekulové hmotnosti 12, 25 a 26 kDa. Detekce proteinu o velikosti 12 kDa může ukazovat 

na zkrácenou či odštěpenou fromu proteinu Za použití stejné protilátky Frolikova et al. (2018) 

detekovali u lidských ejakulovaných spermií protein o hmotnosti 48 kDa a se slabším signálem 

proteiny o hmotnostech 75 a 100 kDa, kdy se opět zřejmě jednalo o molekulové komplexy. 

Výsledky detekce CD81 s polyklonální kozí protilátkou Q-14 byly negativní. Při detekci 

CD81 v extraktech epididymálních hřebčích spermií jsme pozorovali dva proteinové pruhy 

o hmotnostech 48 a 65 kDa. Jednalo se o nespecifickou vazbu, neboť jsme ji zaznamenali také 

v kontrolní membráně. 

O detekci a lokalizaci tetraspaninu CD151 na samčích gametách není v odborné literatuře 

publikováno mnoho. My jsme v kryořezech kančích varlat lokalizovali CD151 na 

spermatických buňkách. Stejný výsledek publikovali Jankovicova et al. (2020) u myší a býků, 

kteří se zatím jako jediní věnovali výzkumu CD151 v samčích reprodukčních orgánech 

a spermiích. V našich výsledcích u hřebců protilátka proti CD151 neznačila spermatické buňky 

v semenotvorných kanálcích varlat, zaznamenali jsme však slabý signál v intersticiální tkáni. 

V tomto případě by izotypová kontrola odhalila, zda se jednalo o specifickou, či nespecifickou 

reakci. 

Protein CD151 byl lokalizován v kryořezech všech částí byčích nadvarlat, kde byl 

fluorescenční signál zachycen na spermiích (Jankovičova et al. 2020). V naší studii stejná 

protilátka zřetelně značila sekreční epitel a jednotlivé váčky, jež se z něj oddělují. Dále jsme 

zachytili fluorescenční signál ve spermiích, které se nacházely buď v těsném kontaktu s váčky, 

nebo byly v jejich blízkosti. Může se zde jednat o přenos proteinu CD151 extracelulárními 

vezikuly během epididymální maturace v ocasu nadvarlete, stejně jako to bylo popsáno u býků 

a tetraspaninu CD9 (Caballero et al. 2013). Jiným důvodem pro nalezení fluorescenčního 

signálu pouze na spermiích nacházejících se zkraje kanálku nadvarlete může být velký shluk 

spermií v kanálku nadvarlete, což by mohlo zapříčinit, že epitop byl špatně přístupný pro 

protilátku. Stejně jako v případě lokalizace CD151 v kryořezech varlete hřebců, i v nadvarleti 

hřebců jsme zaznamenali pouze slabý fluorescenční signál v tkáni a sekrečním epitelu. 
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Na epididymálních kančích spermiích jsme lokalizovali CD151 v subekvatoriálním 

segmentu a v cytoplazmatické kapénce. U hřebců byl výsledek negativní nejspíše z důvodu 

poškození spermií. Jankovicova et al. (2020) lokalizovali CD151 na myších a býčích 

epididymálních spermiích v místě vnitřní akrozomální membrány a v ekvatoriálního segmentu. 

Tento výsledek potvrdili také pomocí Western blot analýzy, kde byly patrné proteinové pruhy 

právě ve frakci vnitřní akrozomální membrány. 

Také informace o lokalizaci proteinu CD151 pomocí nepřímé fluorescenční mikroskopie 

u ejakulovaných spermií přináší pouze studie od Jankovicova et al. (2020). Podle ní byl 

u lidských spermií tetraspanin CD151 nalezen v ekvatoriálním segmentu a po akrozomální 

reakci také na vnitřní akrozomální membráně a stejné výsledky byly zjištěny u býčích 

ejakulovaných spermií. My jsme lokalizovali CD151 na kančích ejakulovaných spermiích, kde 

nám protilátka značila subekvatoriální segment. Slabší signál jsme detekovali také 

v akrozomální oblasti hlavičky, což může být způsobeno mírným poškozením akrozomu. 

Protilátka by se tedy mohla vázat do oblasti vnitřní akrozomální membrány, stejně jako tomu 

je u býčích či lidských spermií. U hřebčích ejakulovaných spermií jsme lokalizovali CD151 

pouze v ekvatoriálním segmentu. To může být naopak důsledek překrytí vnitřní akrozomální 

membrány akrozomálním obsahem a vnější akrozomální membránou. Abychom tyto 

předpoklady mohli potrvdit, bylo by nutné provést např. již zmiňovanou frakcionaci membrán 

či lokalizaci CD151 u kančích a hřebčích spermií po akrozomální reakci. 

V extraktu kančích epididymálních spermií jsme pomocí protilátky proti CD151 

detekovali protein o molekulové hmotnosti 50 kDa a u hřebčích spermií protein o hmotnosti 

49 kDa. Pro získání našich výsledků detekce proteinu CD151 jsme použili polyklonální králičí 

protilátku ab125363 (Abcam). Tutéž protilátku použili ve své studii i Jankovicova et al. (2020), 

kteří v extraktu epididymálních myších spermií detekovali CD151 jako proteiny 

o molekulových hmotnostech 32 a 35 kDa. Pro bližší lokalizaci CD151 provedli 

detekci  v membránových frakcích spermií, kdy zaznamenali proteiny o stejných velikostech 

a také navíc protein o hmotnosti 38 kDa ve frakci vnitřní akrozomální membrány. Vzhledem 

k velikosti proteinu CD151, která je 27-28 kDa  (Fitter et al. 1995; Boucheix & Rubinstein 

2001), je podle Jankovicova et al. (2020) pravděpodobné, že se u proteinů, které detekovali, 

jedná o glykosylované izoformy proteinu CD151. Glykosylační místo v proteinu CD151 již 

bylo popsáno (Fitter et al. 1995), a je tedy možné, že i u námi detekovaného kančího a hřebčího 

proteinu se jedná o glykosylovanou izoformu s rozsáhlejším sacharidovým řetězem, který udělí 

proteinu vyšší molekulovou hmotnost.  

Námi provedená detekce CD151 v extraktu kančích ejakulovaných spermií nebyla 

úšpěšná. Nicméne u hřebčích ejakulovaných spermií jsme opět pomocí polyklonální králičí 

protilátky ab125363 detekovali protein o molekulové hmotnosti 38 kDa, což koresponduje 

s výsledky Jankovicova et al. (2020). Zdá se, že taktéž u těchto výsledků se jedná 

o glykosylovanou izoformu proteinu CD151. V lidských spermiích byly detekovány proteiny 

o molekulových hmotnostech 28 a 35 kDa (Jankovicova et al. 2020). 

  



54 

7 Závěr 

Tato práce je úvodní studií detekce a lokalizace tetraspaninů CD9, CD81 a CD151 

v kančích a hřebčích reprodukčních orgánech a spermiích. Vycházeli jsme v ní z hypotézy, že 

tetraspaniny, které byly původně detekovány a lokalizovány na plazmatické membráně savčího 

vajíčka, budou taktéž popsány v membránách savčích spermií. Cílem práce byla detekce 

a lokalizace uvedených tetraspaninů: (1) v reprodukčních orgánech prasete a hřebce 

a (2) ve spermiích prasete a hřebce.  

Tetraspanin CD9 byl pomocí specifických protilátek lokalizován ve spermatických 

buňkách semenotvorného kanálku kančích i hřebčích varlat. U kančího modelu byl 

fluorescenční signál navíc zachycen také v Leydigových buňkách. Lokalizace CD9 byla 

prokázána v sekrečním epitelu, tkáni a spermiích uvnitř kanálku nadvarlete jak kanců, tak 

hřebců. U epididymálních kančích spermií byl tetraspanin CD9 lokalizován na vnitřní 

akrozomální membráně. Stejný výsledek byl rovněž u ejakulovaných kančích spermií. Tato 

zjištění byla podpořena také detekcí proteinu CD9 v exktraktech epididymálních spermií, kde 

byl nalezen protein o molekulové hmotnosti 26 kDa. V extraktu ejakulovaných spermií jsme 

detekovali protein o hmotnosti 28 kDa. Výsledky lokalizace tetraspaninu CD9 

u epididymálních hřebčích spermiíí byly negativní. U ejakulovaných hřebčích spermií 

protilátka proti CD9 značila akrozomálních oblast. Také u hřebců byly nalezeny proteiny 

v extraktech epididymálních spermií, a to o molekulových hmotnostech 28, 48 a 54 kDa. 

Protein o hmotnosti 26 kDa byl detekován v extraktech ejakulovaných hřebčích spermií. 

Výsledky detekce a lokalizace tetraspaninu CD81 byly převážně negativní. Lokalizován 

byl v apikální oblasti akrozomu u ejakulovaných kančích spermiích. Tento výsledek byl 

podpořen také detekcí proteinů o molekulové hmotnosti 12, 25 a 26 kDa v extraktu 

ejakulovaných kančích spermií. V extraktu epididymálních hřebčích spermií byl detekován 

protein o molekulové hmotnosti 28 kDa. Zbývající výsledky u kančího a hřebčího modelu byly 

negativní. 

Lokalizace tetraspaninu CD151 v kančích varlatech byla zaznamenána ve spermatických 

buňkách semenotvorného kanálku. U hřebců byla zaznamenána slabá vazba protilátky proti 

CD151 v intersticiální tkáni varlete a v sekrečním epitelu a tkáni nadvarlete. V kančím 

nadvarleti byl CD151 lokalizován v sekrečním epitelu, v oddělujících se váčcích a ve 

spermiích, které se nacházely zkraje kanálku nadvarlete. V epididymálních a ejakulovaných 

spermiích kance byl CD151 lokalizován v subekvatoriálním segmentu. U ejakulovaných 

kančích spermií navíc také v oblasti akrozomu. Výsledek lokalizace tetraspaninu CD151 byl 

u epididymálních hřebčích spermií negativní. U ejakulovaných hřebčích spermií byl CD151 

nalezen v ekvatoriálním segmentu. Tento protein byl také detekován v extraktech 

epididymálních spermií kanců, a to jak u kančího modelu, kde byl nalezen protein o molekulové 

hmostnosti 50 kDa, tak u hřebčího modelu, kde byl zaznamenán protein o hmotnosti 49 kDa. 

Detekce proteinu CD151 v extraktu ejakulovaných kančích spermií byla negativní. U hřebčích 

ejakulovaných spermií byl detekován protein o molekulové hmotnosti 38 kDa. 
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Z těchto výsledků vyplývá, že stanovená hypotéza o detekci tetraspaninů v membránách 

savčích spermií byla potvrzena. Přestože do budoucna bude třeba shromáždit více detailnějších 

informací právě o detekci a lokalizaci tetraspaninů, abychom získali komplexnější přehled 

o zapojení těchto molekul v reprodukčních procesech, přináší tato práce zcela nové informace 

o detekci a lokalizaci CD9, CD81 a CD151 u prasat a především pak u koní. 
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9 Seznam použitých zkratek a symbolů 

ADAM a disintegrin and metalloproteinase 

AR akrozomální reakce 

ATP adenosin trifosfát 

AV ČR Akademie věd České republiky 

cAMP cyklický adenosin monofosfát 

CRISP Cystein-Rich Secretory Proteins 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

EC1 malá extracelulární smyčka 

EC2 velká extracelulární smyčka 

Ej ejakulované spermie 

Ej Eq ejakulované hřebčí spermie 

Ej Su ejakulované kančí spermie 

Ep epididymální spermie 

Ep Eq epididymální hřebčí spermie 

Ep Su epididymální kančí spermie 

GPI glykofosfatidylinositol 

GV zárodečný váček 

IAM inner acrosomal membrane (vnitřní akrozomální membrána) 

ICSI intracytoplazmatická injekce spermie 

Ig imunoglobulin 

K kontrola 

KVD ČZU katedra veterinárních disciplín České zemědělské univerzity 

L.g. Leydigovy buňky 

NC nitrocelulózová membrána 

OAM outer acrosomal membrane (vnější akrozomální membrána) 

PAK proteinkináza A 

PNA rhodamine peanut agglutinin 

SDS dodecylsulfát sodný 

SE sekreční epitel 

Sp spermie 

https://cs.wikipedia.org/wiki/GPI_kotva
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Spc.b. spermatické buňky 

RNA ribonukleová kyselina 

TEM mikrodomény obohacené o tetraspanin 

Tk tkáň 

TM4SF transmembránová 4 nadrodina 

tRNA transferová ribonukleová kyselina 

ZP zona pellucida 

ZP1 zona pellucida protein 1 

ZP2 zona pellucida protein 2 

ZP3 zona pellucida protein 3 

ZP4 zona pellucida protein 4 
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