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Detekce tetraspanini v sam¢im reprodukénim traktu
a spermiich

Souhrn

Jednim z klicovych d&ji béhem oplozeni je fize spermie a vajicka. Aby u savc mohlo
dojit K momentu splynuti gamet, jsou nezbytné interakce proteint, které zahrnuji také proteiny
Z tetraspaninové nadrodiny. Ackoli je v poslednich letech vliv tetraspaninii na mechanismy
reprodukce a jejich zapojeni v nich pfedmétem intenzivniho zkoumani, prozatim neni zcela
pfesné znam. Nicmén¢ vime, Ze pro mechanismy oplozeni je kli¢ové zapojeni tetraspaninovych
¢leni a jejich schopnost asociovat sjinymi povrchovymi proteiny a vytvafet tim
tetraspaninovou sit’ v gametach.

Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 byly a stale jsou intenzivné studovany na plazmatické
membrané vajicka mnoha sav¢ich druht. Jejich vyzkum probihé v poslednich letech taktéz na
spermiich, nicmén¢ pozornost byla zatim vénovana jen nékolika sav¢im druhtim. Proto bylo
cilem nasi préce tyto tetraspaniny detekovat na membranach spermii a v reprodukénim traktu
(1) prasat, u nichz byly studovany jen ztidka, a (2) hiebct, u kterych prozatim studovany vibec
nebyly.

Resersni ¢ast této prace je zaméfena na shrnuti dosavadnich informaci 0 CD9, CD81
aCD151. Predmétem experimentalni ¢asti prace byla jejich detekce a lokalizace
Vv reprodukénim traktu a spermiich.

Pomoci nepfimé imunofluorescenéni mikroskopie jsme tyto tetraspaniny lokalizovali
v reproduk¢nich tkdnich a v epididymalnich a ejakulovanych spermiich. Protein CD9 byl
pomoci specifickych protilatek lokalizovan ve spermatickych bunkach semenotvorného
kanalku a Leydigovych bunikach varlat kanct. U hiebcl byla lokalizace CD9 prokazéana pouze
ve spermatickych buiikach. V kanéim i hieb&im nadvarleti jsme CD9 lokalizovali ve spermiich
uvniti kanalku nadvarlete, ve tkdni a také v sekrecnim epitelu. Zatimco vysledky detekce CD9
u epididymalnich hiebc¢ich spermii byly negativni, u kancti jsme CD9 lokalizovali na vnitini
akrozomalni membran¢ a u ejakulovanych kanc¢ich spermii navic jesté v oblasti kr¢ku. V oblasti
akrozomu a krc¢ku jsme detekovali CD9 u hiebcich ejakulovanych spermii. Ziskané vysledky
jsme ovefili metodou Western blot a nasledné imunodetekce proteini V extraktech
epididymalnich a ejakulovanych kanc¢ich a hiebCich spermii, kde byly detekovany proteiny
0 ptibliznych molekulovych hmotnostech 26 a 28 kDa.

V apikdlni oblasti akrozomu ejakulovanych kanc¢ich spermii jsme pomoci nepiimé
imunofluorescencni mikroskopie lokalizovali tetraspanin CD81, ktery jsme rovnéz
imunodetekci zaznamenali V extraktech ejakulovanych kancich spermii. U hiebct byl
z extraktii epididymalnich spermii detekovan CD81 0 molekulové hmotnosti 28 kDa. Zbyvajici
vysledky detekce a lokalizace CD81 u kanc¢iho a hiebéiho modelu byly negativni.

A konetné¢ byl také lokalizovan tetraspanin CD151 ve spermatickych bunkéach
semenotvorného kanalku kanciho varlete. Pozitivni reakce protilatky byla rovnéz viditelna
v sekre¢nim epitelu kandlku kanc¢iho nadvarlete, kde byly zfetelné jednotlivé sekrecni vacky.
V intersticidlni tkani hieb¢iho varlete a ve tkdni a sekreénim epitelu kanalku hiebciho



nadvarlete jsme zaznamenali pouze slabou reakci protildtky proti CD151. Vysledky
imunolokalizace u hieb¢ich epididymalnich spermii byly negativni. Naproti tomu jsme
pozorovali pozitivni vazbu protilatky na protein CD151 u epididymalnich kancich spermii, kde
jsme CD151 lokalizovali v subekvatorialnim segmentu. U ejakulovanych kanc¢ich spermii byl
CDI151 detekovan v oblasti akrozomu a taktéz v subekvatorialnim segmentu. V ekvatorialnim
segmentu byl CDI151 lokalizovan u hiebéich ejakulovanych spermii. Imunodetekci jsme
provedli rovnéZ u tetraspaninu CD151. V extraktech epididymalnich kan¢ich spermii jsme
detekovali protein o molekulové hmotnosti 50 kDa a u hiebcti protein 0 hmotnosti 49 kDa.
Detekce CD151 z extrakti kancich ejakulovanych spermii byla negativni. Na druhou stranu
U hiebct byl detekovan protein o molekulové hmotnosti 38 kDa. Detekce CD151 ve vyssich
molekulovych hmotnostech ukazuje na glykosylované formy tohoto proteinu.

Z nasich vysledku je patrné, ze lokalizace CD9, CD81 a CD151 v sam¢im reprodukénim
traktu a ve spermiich prasat a koni je podobna lokalizaci, jeZ byla zjiSténa u spermii jinych
savéich druhii (napf. u byka). Mlzeme z toho usuzovat, Ze role téchto tii tetraspanini na
spermiich prasat a koni je velmi podobna funkci u jinych savéich druhd. Vyznamné je
pfedevsim jejich zapojeni v interakcich a fuzi spermie s vajickem. Do téchto interakci se
zapojuji praveé diky své schopnosti asociovat s jinymi proteiny, a vytvafet tak organizovanou
tetraspaninovou sit’, pomoci které jsou schopny ovliviiovat mechanismy béhem oplozeni.

Kli¢ova slova: CD9, CD81, CD151, testes, prase, hiebec, epididymis



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.

Keywords: CD9, CD81, CD151, testes, pig, stallion, epididymis
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1 Uvod

Oplozendi je slozity proces, jenz zahrnuje mnoho biologickych d&jt jak na stran¢ vajicka,
tak na stran¢ spermie. Aby mohlo dojit k ispésnému oplozeni, je nezbytné, aby probehly
interakce mezi gametami, a to predevsim adheze spermie na vaji¢ko a nasledna faze téchto
dvou pohlavnich bun¢k. Mnoho mechanizmt tykajicich se interakci gamet vSak stale neni plné
objasnéno, a v poslednich letech se proto vyzkumy zaméiuji pfedevSim na pochopeni
molekularni Grovné téchto mechanizmi.

Na plazmatickych membranach sav¢ich oocyti byly nalezeny a popsény proteiny,
u kterych se ukazalo, Ze jejich zapojeni do gametovych interakci je velmi dulezité, jelikoz jejich
zablokovani ¢i ztrata pisobi na reprodukci negativné: 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 integralni membranové proteiny spadajici do tetraspaninové
rodiny, jez ma svoji charakteristickou strukturu, a to ¢tyfi transmembranové domény. Prvni
tetraspaniny byly objeveny na povrchu lidskych leukocytt, ale jejich exprese byla potvrzena
témef na vSech zivocisnych buitkach, kde jejich funkce souvisi stadou normadlnich
i patologickych bunéénych procesi. Vyznamnou vlastnosti tetraspanini je tvofit
tetraspaninovou sit’, do které jsou tetraspaniny schopné zapojovat také jiné proteiny, napf.
integriny (Boucheix & Rubinstein 2001).

I ptes identifikaci téchto tii tetraspaninti na vaji¢ku né€kolika sav¢ich druhti v§ak nemame
zcela zmapovany jejich funkce béhem procesu oplozeni. Nejnovejsi vyzkumy se zabyvaji
komplexnim pochopenim funkci tetraspaninii béhem gametovych interakci, a to nejen na
vajicku, ale také na spermii. Tetraspanin CD9 byl popsan napi. na mysich (Ito et al. 2010;
Frolikova et al. 2018), prasecich (Kaewmala et al. 2011) ¢i by¢ich spermiich (Antalikova et al.
2015). Také tetraspanin CD81 byl objeven u byku (Jankovicova et al. 2016) ¢i dalSich sav¢ich
druhti. Nejnovéjsi poznatky jsou pak zaznamendny u tetraspaninu CD151, ktery byl detekovan
na mysich, bycich a lidskych spermiich (Jankovicova et al. 2020).

Navzdory tomu, Ze byly a stale jsou tetraspaniny hojné studovany na vaji¢ku i na
spermiich sav¢ich druhi, dosud nam chybi mnoho informaci, at’ uz o detekci u zbylych sav¢ich
druhti ¢i o zmapovani vSech jejich funkci béhem procesu oplozeni a je podstatné se vyzkumem
tetraspanintl a jejich fungovanim v reprodukci zabyvat 1 nadéle.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Pro tuto praci byla stanovena hypotéza, ze nékteré tetraspaniny, jez byly pivodné
popsany na plazmatické membrané sav¢iho vajicka, budou rovnéz detekovany v membranach
spermii.

Na zaklad¢ této hypotézy byly vytyCeny nasledujici cile prace:

1) detekce a lokalizace vybranych tetraspaninti ve spermiich prasete a hiebce,
2) detekce a lokalizace vybranych tetraspanini v reprodukénich organech prasete
a hiebce.



3 Literarni reSersSe
3.1 Morfologie pohlavnich bunék

3.1.1 Obecna stavba spermie

Spermie je haploidni sam¢i gameta (pohlavni bunka), schopna pohybu. Jedna se
0 specializovanou buriku slouzici kK jedinému tc¢elu: oplodnit sami¢i gametu (vaji¢ko) a pienést
svoji genetickou informaci do dalsi generace. Spermii rozdélujeme na hlavicku, kréek a nejdelsi
¢ast spermie bicik, ktery se dale d€li na nékolik dalSich ¢asti. Jak bude popsano nize, velikosti
1 stavbou se od sebe spermie druhové lisi.

3.1.1.1 Hlavicka spermie

Jednim z nejvyraznéjSich morfologickych rozdilli mezi spermiemi rliznych druhi je tvar
hlavi¢ky. Hlavi¢ku spermie savcl mizeme rozdélit do n€kolika malo skupin: (1) kulaté, které
nalezneme napiiklad u primatd véetné cloveéka; (2) ovalné, vyskytujici se U kance;
(3) falciformni — ve tvaru hacku — nachazejici se u né€kterych skupin hlodavct; a kone¢né
(4) hlavicky s velkym akrozomem, které nalezneme naptiiklad u veverek (Dvorakova et al.
2005). Jak mizeme vidét na obrazku ¢. 1, na hlaviéce spermie rozliSujeme tii Casti: Cast
anteriorni, nazyvanou také apikalni akrozom (AA), ekvatoridlni segment (ES) a posteriorni
segment (PS) (Fawcett 1975).
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Obrazek 1: Hlavicka spermie (prevzato a upraveno dle Eddy 2006)
A — falciformni tvar hlavicky; B — ovalny tvar hlavicky



Hlavicka spermie obsahuje dvé dualezité organely — jadro a akrozomalni vacek, také
nazyvany akrozom. Zplostélé jadro je nositelem genetické informace a obsahuje vysoce
kondenzovany chromatin, zahrnujici DNA a protaminy. K postupné stabilizaci chromatinu
dochazi pomoci nahrazeni chromozomalnich histonl za protaminy a vytvoieni disulfidickych
vazeb. Cilem této jaderné piestavby je usnadnéni pohybu spermie diky snizeni jaderného
obsahu, ale také ochrana genomu pied poskozenim. Ke kondenzaci chromatinu dochazi béhem
spermatogeneze, neboli vyvoje sam¢ich pohlavnich bunék (Fawcett 1975; Talebi et al. 2013).

Druhou jiz zminénou organelou je akrozomalni vacek, hrajici velmi dtlezitou roli béhem
vazby spermie na vajicko. Nezbytnost akrozomalniho vacku plyne z vyzkumu, které
demonstruji, Zze samci lidi (Schill 1991; Dam et al. 2007) a mysi (Sotomayor & Handel 1986;
Kang-Decker 2001) nesouci mutaci genu pro tvorbu akrozomu jsou neplodni ¢i subfertilni.
Akrozom je sekre¢ni organela, odvozena od Golgiho aparatu. Pfipomina bunéény lysozom, a to
mimo jiné proto, Ze ob¢ organely obsahuji zdkladni enzymy. Jedna se napft. o proteazy, kyselé
fosfatazy ¢i esterazy (Tang et al. 1982; Tulsiani et al. 1998). I pfes podobu s lysozomem ma
akrozomalni vacek sva specifika. Miizeme ho rozdélit na vEtsi anteriorni ¢ast a rovnikovou ¢ast
neboli ekvatorialni segment. Akrozomalni vacek je ohranien jednou membranou, ktera se dale
déli na dveé casti: (1) vngjsi akrozomalni membranu (OAM) a (2) vnitini akrozomalni
membranu (IAM). Vnéjsi akrozomalni membrana se vyskytuje pod plazmatickou membranou,
situovanou po celém povrchu spermie; plazmatickd membrana a vnéj$i akrozomalni membrana
spolu dale interaguji béhem akrozomalni reakce (AR) za vzniku hybridnich vackia. Vnitini
akrozomalni membrana obklopuje jadernou membranu (Austin & Bishop 1958; Berruti 2016).

3.1.1.2 Bi¢ik spermie

Bicik je bunééna struktura umoziujici motilitu spermie. Hlavnim ukolem této organely
je dostat spermii v sami¢im reprodukénim traktu k vajicku, aby mohlo dojit k jeho oplozeni.
Bic¢ik spermie zahrnuje nékolik ¢asti. Jedna se o spojovaci, stiedni, hlavni a koncovou ¢ast (viz
obrazek ¢. 2). Spojovaci ¢ast propojuje hlavicku s bi¢ikem spermie a spiSe je znama pod
pojmem krcek. Energie pro pohyb spermie je zajiStovana diky mitochondriim, které se
vyskytuji v mitochondrialni pochvé ve stfednim segmentu biciku. Stfedni ¢ast je tvofena
axonemou, ktera tvoti osu bic¢iku az k jeho koncové ¢asti. Axonema je soubor osovych vlaken,
sestavajici se z deviti dvojic (dubletit) perifernich mikrotubulli, které jsou rozmistény
soustiedné kolem dvou centralnich mikrotubul (Eddy 2006; Gaffney et al. 2011). Spoje mezi
dublety se skladaji z vnitinich a vnéjSich dyneinovych ramen s ATPazovou aktivitou a
predstavuji hlavni hnaci motor spermie. Mezi centralnim parem a perifernimi mikrotubuly
nalezneme jinou vazbu: radialni paprsky (Cosson 1996).
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Obrazek 2: Schéma spermie (pievzato a upraveno dle Eddy 2006)

3.1.2 Obecna stavba oocytu

Oocyt je haploidni pohlavni buika, tvofend ve vajeéniku samice b&éhem procesu
nazyvaného oogeneze, ktery se sklada ze dvou po sobé jdoucich meiotickych déleni. Oocyt je
kulovitého tvaru, vyplnény cytoplazmou neboli ooplazmou, ve které se nachazi jadro ulozené
VvV jaderném obalu a dal$i organely, jako napf. mitochondrie ¢i endoplazmatické retikulum.
Cytoplazmu obklopuje plazmaticka membrana (oolemma), kterou dokola pokryva zona
pellucida. Mezi témito dvéma vrstvami se nachazi perivitelinni prostor. Zona pellucida je
glykoproteinovy obal oocytu, jez ma nékolik vyznamnych funkci béhem oplozeni, jako je napt.
vazba spermie na vaji¢ko, indukce akrozomalni reakce nebo blokace polyspermie. Zona
pellucida je radialn¢ obklopena folikularnimi bunikami (tzv. granuléznimi bunkami), V jejichz
cytoplazmé byly zjistény glykoproteiny, ze kterych je zona pellucida slozena. Folikularni
buniky se okolo glykoproteinového obalu vyskytuji ve dvou az tiech vrstvach, pticemz prvni
vrstva, jez tésné priléha k oocytu, se nazyva corona radiata. Funkce folikularnich bunék
spociva ve vyzivé a ochrané oocytu (Gilula 1978; Wassarman et al. 1999; Paulini et al. 2014).

Oocyt je ovulovan s ukonéenym prvnim meiotickym délenim a vydélenym polovym
téliskem. Druhé meiotické déleni oocytu je ukonceno oplozenim, kdy dochazi k vydéleni
druhého polového téliska (Hafez & Hafez 2000).



3.2 Vyvoj a zrani spermie

Tvorba muzskych pohlavnich buné¢k probihd procesem nazyvanym spermatogeneze.
U samct na rozdil od samic za¢ind vyvoj gamet az postnataln¢ a vyskytuje se nepietrzité¢ po
celé reprodukcéni obdobi. Cely proces tvorby spermii probihd v semenotvornych kanalcich
varlete, pficemz zacind na periferii a postupuje smérem k lumen kanalku (Garner & Hafez
2000).

Vytvoreni zralé spermie pomoci spermatogeneze spoc¢iva v opakovaném mitotickém
déleni spermatogonialnich kmenovych bunék, dale dvou na sebe navazujicich meiotickych
délenich a morfologické pfeméné haploidnich spermatid. Na zakladé téchto udalosti mizeme
spermatogenezi rozdé¢lit na spermatocytogenezi a spermiogenezi (nazyvanou také
spermatohistogeneze). Princip tvorby spermii spociva V nékolikanasobném rozdéleni
kmenovych buné€k za vzniku spermatocytt, které nasledné podléhaji meidze | a Il a jejichz
geneticky materidl se snizi na polovinu. Tyto dé&je véetné zacateCni mitdzy oznacujeme jako
spermatocytogenezi. Jejim vysledkem jsou spermatidy, které jsou jiz diky meidze haploidni.
Spermatidy poté prochazi procesem zvanym spermiogeneze, kde nastava fada morfologickych
zmén. Vysledkem jsou spermie, které podléhaji epididymalni maturaci a jsou nasledné uloZeny
v epididymis (Garner & Hafez 2000; Hess & de Franca 2008).

3.2.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze je zahajena na zacatku reprodukéniho obdobi samce, kdy gonocyty
podléhaji diferenciaci a vznikaji spermatogonie typu A. Gonocyty jsou nékolikrat mitdzou
rozdélené primordidlni bunky, které domigrovaly ze zarode€ného vacku do mista budoucich
gonad. Pomoci nékolika po sobé jdoucich mitotickych déleni vznika ze spermatogonie typu A
spermatogonie typu B. Mitotické déleni riznych stadii spermatogonii zajist'uje zachovani poctu
bunék, ze kterych se dale znovu budou vyvijet spermie. Spermatogonie typu B se opét pomoci
mitdézy rozd@€li za vzniku primarniho spermatocytu, u kterého dochazi k syntéze DNA,
a mizeme o ném tedy Fici, Ze je tetraploidni. Primarni spermatocyt (4n) vstupuje do meidzy,
kde dochazi k redukénimu déleni na sekundarni spermatocyty (2n). Sekundarni spermatocyty
jiz bez syntézy DNA vstupuji do druhého redukcniho déleni a stavaji se z nich haploidni
spermatidy (Bellve 1977; Garner & Hafez 2000; Hess & de Franca 2008).

3.2.2 Spermiogeneze (spermatohistogeneze)

Spermatidy, majici kruhovy tvar, nyni musi projit fadou transformaci na protahlé a vysoce
kondenzované spermie. Jedna se napf. o vznik akrozomu diky produkci granul a vacku
z Golgiho aparatu, které spolu fuzuji a vytvori tak jediny vacek v anteriorni ¢asti hlavicky
spermie. Dale dochazi ke kondenzaci jaderného chromatinu, diky némuz dochazi ke zplosténi
hlavicky spermie. Nadbytecna cytoplazma je vylucovana ve formé cytoplazmatické kapky.
Dalsi dillezity d&j je tvorba bic¢iku spermie, jenZ se vytvaii na opacném konci nez akrozomalni
vacek. Jako zéklad biciku migruje proximalni centriola co nejblize jadru do mista, kde je
ptedpokladané pfipevnéni biciku k hlavicce. Celou spermiogenezi mizeme rozdélit podle
vyvojovych stadii spermatid na: (1) Golgiho fazi, (2) fazi Cepicky, (3) akrozomalni fazi



a (4) fazi zrani. Po dokonceni jsou spermie uvolnovany do lumen semenotvornych kanalk.
Tento proces se nazyva spermiace (Garner & Hafez 2000; Hess & de Franca 2008).

3.2.3 Epididymalni maturace

Spermie uvolnéné po ukonceni spermiogeneze do lumen semenotvornych kanalkt jsou
pasivné unaseny do epididymu (nadvarlete), kde jsou pii jejich prichodu epididymem
vystaveny specifickym podminkam a dochazi zde k postgonadalni diferenciaci spermii. Jedna
se 0 nezbytny a velmi slozity proces ve vyvoji plodnych spermii. Zrani testikuldrnich Spermii
v podminkach in vitro zatim nebylo Gspésné. Diky pruchodu epididymem jsou spermie pozdéji
schopné projit kapacitaci, akrozomalni reakci a navazat se na zona pellucida vajicka.
Epididymis se sklada ze tii ¢asti. Prvni ¢ast, kde dochazi k resorpci tekutin ze semenotvornych
kanalkd, a tudiz ke zvySeni koncentrace spermii, se nazyva hlava. Dal$imi ¢astmi, kde nasledné
dochazi ke zpétnému toku tekutin a koncentrace je opét mirné sniZena, jsou télo a ocas
(Dacheux et al. 2005; Dacheux et al. 2016).

Zmeény, které jsou patrné béhem zrani, se tykaji slozeni cytolazmatické membrany
pokryvajici spermii. Pomoci proteomickych studii bylo zjisténo, ze b&hem prichodu
epididymem testikularni spermie nejen ziskavaji, ale také ztraci povrchové proteiny. Ke ztraté
znacného podilu testikuldrnich povrchovych proteini dochédzi kvili proteolytické aktivité
Vv prvni ¢asti nadvarlete (Dacheux et al. 2016). Ve vétsing piipadu dochazi pravé proteolytickou
aktivitou ke Stépeni cilovych proteinii na podjednotky, které poté mohou byt lokalizovany
Vv jinych povrchovych doménach nebo mohou byt ¢astééné ¢i uplné uvolnény z povrchu
spermie (Phelps et al. 1990; Métayer et al. 2002).

Druhou modifikaci spermatické membrany je vyskyt novych povrchovych proteint.
Pocty nové vyskytujicich se proteinti jsou vSak nizsi nez pocty proteini, které¢ jsou béhem
epididymalni maturace ztraceny. Proces ziskavani novych proteini by mohl byt spojen
s epididymosomy, které do spermie mohou pfenaset i jiné molekuly — napt. fragmenty tRNA
(Dacheux et al. 2016; Sharma et al. 2016).

Epididymosomy jsou kulovité extracelularni vezikuly v rozméru 50 — 250 nm nachazejici
se v epididymalni tekuting. Byly jiz popsany u né€kolika druht hlodavci (Rejraji et al. 2006;
Griffiths et al. 2008; Grimalt et al. 2009), byku (Frenette & Sullivan 2001; Frenette et al. 2002),
berant (Ecroyd et al. 2004) i lidi (Thimon et al. 2008). Yanagimachi et al. (1985) poprvé popsali
epididymosomy u kfecka jako mikrokulicky, které jsou v tésném kontaktu se spermii béhem
epididymalni maturace, a ptredpokladali, Ze jejich funkce spociva ve stabilizaci membrany diky
témito vezikuly pfenaSenému cholesterolu.

Epididymosomy zahrnuji heterogenni populaci vezikuli s priméry uvedenymi
v pfedchozim odstavci. Jednotlivé vezikuly se li§i pravé dle velikosti. Jednim z typi téchto
vezikulll jsou exoSomy, které obsahuji protein CD9 a mezi nimiz a spermiemi dochazi k fuzi
membran, ¢imz jsou tyto exosomy schopné vymeény proteint i lipidd s riznymi typy bunék
(Caballero et al. 2013; Sullivan 2016). Dale se v exozomech riznych bunéénych typi nachazeji
dalsi ¢lenové tetraspaninové proteinové rodiny — napi. CD63, CD81, CDS2 a také jiz zminény
protein CD9 (Théry et al. 2002).



Heterogenni populace extracelularnich vezikuli se nachazi také v semenné plazmé
ejakulatu. Barranco et al. (2019) ve své studii pomoci ultracentrifugace vyizolovali ze semenné
plazmy prasat dva typy extracelularnich vezikul, pficemz v obou typech byly pfitomné
tetraspaniny CD9, CD63 a CD81.

V epididymis dochazi také k pfeméné nepohyblivych spermii na spermie motilni
s progresivnim pohybem vpted. Cytoplazmatickd kapka, kterd je u ejakulovanych spermii
znamkou nezralosti, se béhem prichodu epididymem posouvé zoblasti krcku smérem
ke stfedni ¢asti bi¢iku az do své ztraty (Garner & Hafez 2000; Dacheux et al. 2005; Dacheux et
al. 2016).

A konec¢né epididymis funguje také jako ilozisté spermii a zachovava je zivotaschopné.
Tato funkce je zajisStovana inhibici motility. Té je dosazeno pomoci snizeni metabolismu
spermii, pro kterou je nezbytné snizeni teploty, nizky obsah kysliku v epididymalni tekutiné
a zména pH. NaruSeni n¢které z téchto potieb miize vést k porucham plodnosti (Garner & Hafez
2000; Dacheux et al. 2005; Dacheux et al. 2016).

3.3 Kapacitace

Pied vice nez 60 lety nezavisle na sobé Austin (1951; 1952) a Chang (1951) popsali na
spermii zmény nezbytné pro oplozeni vajicka. Soubor téchto zmén pojmenovali kapacitace.

Kapacitace je tfada intraceluldrnich biochemickych a fyziologickych modifikaci
probihajicich ve spermii béhem priichodu samic¢im reprodukénim traktem. Tyto zmény spermie
podstupuje za Gcelem navazani se na vajicko a jeho nasledné oplozeni. Pouze kapacitované
spermie jsou schopny reagovat na induktory AR a nasledné ji podstoupit (De Jonge 2005;
Hernandez-Gonzalez et al. 2006).

Zmeény, které proces kapacitace pojima, se zpocatku tykaji zejména vyvazani
cholesterolu z plazmatické membrany spermie (jinak nazyvano také jako cholesterolovy eflux),
coz ma za nasledek zvySeni membranové fluidity a propustnosti pro hydrogenuhli¢itanové
(HCOs.) a vapnikové (Ca?") ionty, jejichz koncentrace se timto zvySuji. Dochézi také
k hyperpolarizaci plazmatické membrany. Diky rostoucim hladinim HCO3. a Ca®* se zvySuje
hladina intracelularniho pH, coZ ma za nasledek navySeni koncentrace cyklického adenosin
monofosfatu (cAMP), jenz aktivuje proteinkinazu A (PKA). Tyto déje vedou k fosforylaci
nékterych proteini spermie, a to predev§im K fosforylaci tyrozinovych zbytku. Kapacitace
Vv posledni tfad¢ zahrnuje také zménu motility spermie. Tato zména se oznacuje jako
hyperaktivace (De Jonge 2005; Hernandez-Gonzalez et al. 2006; Alonso et al. 2017).



3.4 Akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce je dé&j zavisly na vapnikovém influxu, diky kterému dochazi
k exocytoze akrozomalniho vacku. Tento dé&j je nezbytny pro pozdé&jsi interakce spermie
svajickem. Béhem AR dochdzi k vicendsobné¢ fuzi vnéjSi akrozomalni membrany
s plazmatickou membranou pokryvajici spermii. Ptes fizni pory se do extracelularniho prostoru
dostava akrozomalni obsah (napi. akrozin a dalsi lytické enzymy), diky cemuz je §tépen
glykoproteinovy obal vajicka zona pellucida a spermie je schopna jim prostoupit (Sosa et al.
2015).

V zona pellucida se nachazeji tzv. ZP glykoproteiny, diky kterym se nasledné spermie
muze na vajicko specificky navazat. Pocet téchto glykoproteint je druhové rozdilny. Ve valné
vétsiné se jedna o tfi glykoproteiny [napf. u mysi (Wassarman 1988), byka (Noguchi et al.
1994) ¢i prasete (Hedrick & Wardrip 1987; Gupta & Bhandari 2010; Yonezawa et al. 2012)],
ale napt. u ¢loveéka nalezneme i ¢tvrty glykoprotein (Lefievre 2004; Chiu et al. 2008).

Jako iniciator AR je oznacovan glykoprotein ZP3, na ktery se spermie navaze. Timto
krokem jsou aktivovany signalni kaskady vedouci ke zvySeni intracelularnich vapenatych iontt,
anasledn¢ pak spermie podstoupi AR. Jin et al. (2011) publikovali studii, v niz ukazali, ze mysi
spermie jsou schopné projit AR jiz béhem prichodu kumularnimi buiikami obklopujicimi
vajicko a jejich fertilni schopnost pfitom zlstava stejnd. Jako kandidat pro indukci AR pied
kontaktem spermie se zona pellucida je progesteron, ktery je sekretovan pravé kumularnimi
bunkami. Jiz pfed n€kolika desitkami let se progesteron uvadél jako mozny induktor AR u lidi
(Osman et al. 1989). Oproti studii od Jin et al. (2011) uvadi Tanihara et al. (2014), Ze u prasat
jsou hlavnim induktorem AR ZP glykoproteiny; stejné tomu je u ¢lovéka (Gupta 2018).

Indukovat AR lze také in vitro ptidanim fyziologického induktoru, jimz mutize byt jiz
vySe zminovany progesteron, folikularni tekutina ¢i kyselina hyaluronova, anebo ptidanim
nefyziologického induktoru, jako je napt. calcium ionophor (Liu & Baker 1998; Gupta
& Bhandari 2010). U spermii mtize dochazet ke spontanni AR, tedy bez ptidani jakéhokoliv
induktoru. Spermie, které proSly spontanni AR, jsou schopné bez obtiZi oplodnit vajicko bez
zona pellucida (Inoue at al. 2003). Inoue at al. (2003) ve své studii také uvadi, ze je za zvySenou
miru spontanni AR zodpovédny protein CD46. CD46 knock-out mysi mély vySsi vyskyt
spontanni AR nez kontrolni skupina. Deficienci proteinu CD46 muize byt ovlivnéna distribuce
membranovych proteint, které mohou asociovat s CD46 [napf. nékteré Bl integriny (Lozahic
et al. 2000)], coz vede ke zméné chovani iontovych kanali. ZvySuje se hladina
cytoplazmatického vapniku, a muze tedy dojit k AR. Pfedpoklada se, ze hlavni funkci proteinu
CD46 je stabilizace akrozomalni membrany. Nepfitomnost tohoto proteinu mize vést
K rychlejsimu rozpadu aktinovych siti, a tim padem i k vys$simu vyskytu spontanni AR (Inoue
et al. 2003; Frolikova et al. 2012).



3.5 Vazba spermie na oocyt

Vazba spermie na vajicko je pocateénim krokem samotného oplozeni. Jak jiz bylo
Vv ptedchozi kapitole zminéno, spermie je schopna se specificky navazat na vajicko diky ZP
glykoproteinim (ZP1 — ZP4, a to dle druhu savce) na zona pellucida. Tyto glykoproteiny jsou
silné glykosylované s N- a O-vazanymi glykany, které maji dalezitou roli pravé pti iterakci ZP
a spermie.

Specificka vazba spermie na ZP je zprostiedkovana receptorem a ligandem, jez jsou
exprimovany na povrchu spermie a ZP vajicka. Diky studiim Bleila a Wassarmana (1980a,;
1980b; 1989) vime, ze ZP3 pusobi jako primarni ligand a u mnoha savcu je inicidtorem AR.
Neplati to vSak u vSech sav¢ich druhd. Pfipomenime Si napt. vy$e zminénou studii ha mysich,
kterou provedli Jin et al. (2011), a ktera poukazuje na indukci AR u mysi jiz béhem prichodu
spermii kumularnimi burikami vaji¢ka. ZP3 u mysi zlstava jako iniciator AR in vitro a jako
iniciator in vivo byl navrZzen progesteron, jenz je kumularnimi buitkami sekretovan a v minulosti
byl v souvislosti s touto funkci ¢i podporou AR jiz diskutovan i u jinych sav¢ich druhd (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 vaze na vnitini akrosomalni membranu, a proto se zda, ze ptsobi
jako sekundérni ligand. Pfedpoklada se také, Ze se ZP2 podili na prevenci proti polyspermii,
ato pomoci proteolytického Stépeni ZP2 na formu ZP2f, ke kterému dochdzi diky ZP2
proteindze, uvolnéné z kortikalnich granul béhem kortikalni exocytdzy. Zména ZP2 na ZP2f
inhibuje vazbu ostatnich spermii nazona pellucida (Bleil & Wassarman 1980b; Moller
& Wassarman 1989; Mortillo & Wassarman 1991).

Jak uvadi Reid et al. (2010) ptuvodni model vazby spermie na vajicko popisoval pouze
jednoduchou vazbu dvou molekul — jednoho receptoru a jednoho ligandu. Dnes mame
identifikovanych fadu kandidatnich molekul na hlaviéce spermie, které mohou hrat roli
receptoru béhem této specifické vazebné udalosti (Reid et al. 2010). Vzhledem k tomu, Ze tyto
proteiny nejsou predmétem zkoumani této prace, budou kratce uvedeny jen nékteré z nich.

Mezi proteiny na strané spermie, zodpovédné za vazbu na ZP, patii: membranovy
protein -1,4-galaktosyltransferasa (GalTase), pfic¢emz stoji za zminku, ze GalTase deficientni
mysi se vyznacuji subfertilitou (Lu & Shur 1997); intraakrozomalni lektin sp56, ozna¢ovany
jako ZP3R (Buffone et al. 2008); proteiny prase¢i semenné plazmy spermadhesiny (Rodriguez-
Martinez et al. 1998); mysi protein SED-1 (Ensslin & Shur 2003); ¢i transmembranovy protein
zonadhesin, ktery byl jako prvni popsan na praseci spermii (Gao & Garbers 1998).
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3.6 Fuze spermie a oocytu

Poté, co spermie pomoci lytickych enzymu, obsazenych v akrozomu, prostoupi
glykoproteinovym obalem vaji¢ka, dochazi k dal$i interakci mezi gametami. Nez dojde
k samotné fuzi gamet je velmi dulezitd vazba spermie na oolemu — plazmatickou membranu
vajicka.

Bylo zjisténo, ze pro vazbu na oolemu jsou velmi dileziti ¢lenové proteinové
membranové rodiny ADAM (a disintegrin and metalloproteinase), predevsim pak ADAMI1
(fertilin o) a ADAM?2 (fertilin B). Jedna se o rodinu integralnich membranovych proteint,
obsahujicich dezintegrinovou a metaloproteazovou doménu. Samci mysi s deficitem nékterého
z téchto proteinti maji zhorSenou vazbu spermii na plazmatickou membranu vajicka (Cho et al.
1998; Nishimura et al. 2001).

Jako potencialni partneti pro fertilin a a fertilin B jSou uvadény integriny obsazené
Vv plazmatické membrané vajicka (Rubinstein et al. 2006a). Podle studie Chena et al. (1999)
protein CD9 usnadiiuje vazbu fertilinu f (ADAM?2) na a6B1 integrin, diky ¢emuz je spermie
shopné navazat se na oolemu, a podstoupit tak fuzi s vajickem. Pro roli proteinu CD9 ve vazb¢
fertilinu B a a6Pl integrinu byly vytvofeny dva modely (viz obrazek ¢. 3). Prvni model
znazoriuje vazbu fertilinu f na a6B1 integrin, jez je ptitomny v plazmatické membrané oocytu,
kde je vazan na aktinovy cytoskelet a spojen s tetraspaninem CD9. V druhém modelu nedochazi
k fyzickému spojeni a6p1 integrinu a CD9. CD9 tak neptimo ovliviiuje spojeni a6f1 integrinu
s aktinovym cytoskeletem, ¢imZ dochazi také k ovlivnéni zplsobilosti a6p1 integrinu vazat

fertilin f.
spermie spermie
fertilin B fertilin

abB1

_actin

—

Model | Model Il <«

Obrazek 3: Modely pro roli CD9 ve vazbé fertilinu p na integrin a6p1 (prevzato a upraveno dle Fabryova
& Simon 2009)

V modelu I se fertilin f (ADAM?2) vaze na a6B1 integrin v plazmatické membrané vajicka, ktery je fyzicky spojen
s CD9 a vazan na aktinovy cytoskelet. V modelu II se fertilin B vaze na integrin a6p1, ktery je vazan na aktinovy
cytoskelet — CD9 nepiimo ovliviiuje acosiaci a6B1 integrinu s aktinovym cytoskeletem, a tudiZ i jeho schopnost
vazat fertilin B (Chen et al. 1999).

Integriny byly v minulosti povazovany za hlavni kandidaty hrajici roli béhem fuze
gamet. Avsak He et al. (2003) ukazali, ze integriny jsou postradatelné a ze mysi
s vyblokovanymi podjednotkami a6 a B1 integrinem jsou zcela plodné. Bylo tedy potieba
nalézt jiné molekuly, jez by béhem fuze gamet mély stézejni roli.
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Pro tuto roli byl navrzen protein Izumo 1. Pivodné byl oznacovan jako antigen
rozpoznavany monoklonalni protilatkou OBF13 (Okabe et al. 1987), nakonec ovsem dostal
jméno po japonské svatebni svatyni (Inoue et al 2005). Jedna se o transmembranovy protein
imunoglobulinové rodiny, jenz obsahuje jednu extracelularni imunoglobulinovou (Ig) doménu
a N-koncovou oblast, ktera je dilezita pro vazbu na oolemu. Izumo 1 byl ze své proteinové
rodiny popséan jako prvni a je exprimovan vyhradné ve varlatech. Pfitomen je ve zralych
spermiich, kde je detekovan az po AR. Proteinova rodina Izumo zahrnuje jesté dalsi tfi ¢leny
(Izumo 2-4). Izumo 2 a 3 jsou stejn¢ jako prvni ¢len exprimovany ve varlatech, kdezto Izumo
4 je krom¢ varlat exprimovan také v dalSich tkanich. VSichni ¢lenové této rodiny mezi sebou
vykazuji uréitou homologii (Ellerman et al. 2009).

Kdyz Inoue et al. (2005) vytvotili mysi s vyblokovanym proteinem Izumo 1, samice
zustaly plodné, ale samci vykazovali sterilitu. Spermie téchto samct byly sice schopné projit
AR, navéazat se na zona pellucida a dostat se az do perivitelinniho prostoru vajicka, ovSem zadna
spermie nedokazala fizovat s vajickem. Jakmile byly pro kontrolu tyto spermie vneseny do
cytoplazmy vaji¢ka pomoci intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI), byla vaji¢ka Gispésné
aktivovéna a nésledné pfenesena do pseudoplodnych samic, kde se v pofadku implantovala.
Je tedy ziejmé, Ze spermaticky protein Izumo 1 je zasadni pro fazi gamet (Inoue et al. 2005).

Ttebaze se zdalo velmi pravdépodobné, Ze pro Izumo 1 se na vajicku bude nachazet
vazebny partner, uspé$né popsan byl az vroce 2014. Podle fimské bohyné plodnosti
a manzelstvi byl tento folatovy receptor (Folr4) pojmenovan Juno. Je to GPl-ukotveny protein,
exprimovany na povrchu vajicka (Bianchi et al. 2014).

Pro zjisténi tlohy receptoru Juno béhem oplozeni byla zprvu pouZita monoklonalni
protilatka anti-Juno. Ta blokuje interakci mezi Izumo 1 a Juno a po jeji aplikaci k oplozeni
opravdu nedochazelo. Byly také vytvoteny Juno deficientni mysi, které i pies nékolika méesic¢ni
pareni s wild-type samci byly neplodné. Z téchto zjisténi je tedy patrné, ze interakce mezi
Izumo a Juno je pro oplozeni esencialni. Je také velmi pravdépodobné, ze Juno hraje roli
I béhem blokace polyspermie, ktera nastava kratce po oplozeni. Pro platnost této teorie svédéi
zjisténi, Ze se tento folatovy receptor brzy po oplozeni uvolituje z vaje¢né membrany. Ackoli
je ale interakce 1zumo 1 s Juno nezbytnd béhem adheze spermie na oolemu, samotna fize
nasledkem této interakce neni (Bianchi et al. 2014).

Béhem adheze spermie na oolemu je dilezity také vajeny protein CD9, ktery vytvari
cis asociace s receptorem Juno, a proto byl navrzen jako jeho partner. Vzhledem ke schopnosti
CD9 organizovat dalsi membranové proteiny na povrchu oolemy (napf. integriny — viz obrazek
¢. 3) se zda, ze CD9 ma roli i béhem organizace receptoru Juno. CD9 se hromadi v misté adheze
spermatického proteinu Izumol s jeho receptorem Juno na oocytu a dale lateralné interaguje
s dalsimi membranovymi proteiny na vajicku (Dresselhaus et al. 2016). Neni vSak esencialni
pro asociaci mezi Izumo 1 a Juno (Chalbi et al. 2014). N¢kolik laboratoti vytvofilo CD9
knock-out mysi a vysledkem byly samice s tézkou subfertilitou a snizenou schopnosti fuze
spermii S vajickem, kdezto samci pfi pafeni s wild-type samicemi vykazovali zcela normalni
plodnost (Kaji et al. 2000; Le Naour et al. 2000; Miyado et al. 2000).
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Dalsim proteinem, jenz hraje roli béhem fuzniho procesu spermie s vajickem, je CD81,
ktery je v aminokyselinové sekvenci uzce homologni s proteinem CD9. Stejné jako samice
s vyblokovanym CD9 proteinem, tak i samice majici CD81 knock-out vykazuji subfertilni
fenotyp se sniZzenou schopnosti fize spermii s vajickem. U samic s vyblokovanym proteinem
CDS8]1 je vsak subfertilita niz$i nez u CD9 knock-outu. Spermie s deficitem CD81 jsou plodné
(Rubinstein et al. 2006b; Tanigawa et al. 2008). U dvojitého knock-outu, tedy vyblokovani jak
CD9, tak CD81, doslo k tipIné neplodnosti (Rubinstein et al. 2006b).

Jak mtizeme vidét na obrazku ¢. 4, do interakce gamet je v neposledni fadé téz zapojena
sekre¢ni proteinova rodina bohata na cystein CRISP (Cysteine-Rich Secretory Proteins).
Zapojuje se nejen do fuze gamet, ale také napi. do kapacitace ¢i vazby na ZP. Rodina CRISP
obsahuje ¢tyfi ¢leny: CRISP1 — 4. Béhem fuze gamet je dilezity CRISP1, ktery ma na vajicku
komplementarni vazebna mista (Busso et al. 2007a), CRISP2 interagujici se stejnymi misty na
vajicku jako CRISP1 (Busso et al. 2007b) a CRISP4, ktery byl identifikovan pouze na mysich
spermiich (Jalkanen et al. 2005). O funkcich CRISP3 v reproduk¢nich procesech bylo zatim
zjisténo velmi malo.

IZUMO1 ADAM2 (fertilin B)
ADAMS3

Spermie __

. — . E— )
Vajicko . 3

Juno CD9
(Folr4) CD81 Integrin

Obrazek 4: Schéma proteinii zapojenych do flize gamet (prevzato a upraveno dle Dresselhaus et al. 2016)
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3.7 Tetraspaniny a jejich role v reprodukci

Tetraspaninova proteinova nadrodina je znama také pod nazvem transmembranova
4 nadrodina (TMA4SF). Je to rozsahla skupina ubikvitn¢ exprimovanych povrchovych proteint
obsahujici glykosylované oblasti. Podileji se na fadé normalnich i patologickych bunécnych
procest jako napf. na bunéc¢né signalizaci, imunitni reakci, diferenciaci hematopoetickych
kmenovych bungk, proliferaci, bunééné migraci, metastazy nadorovych bunék ¢i fuzi spermie
s vajickem (Berditchevski & Odintsova 1999; Boucheix & Rubinstein 2001; Hemler 2005).

Tetraspaninovou nadrodinu lze evolu¢né rozdélit do ¢ty subrodin: CD, CDG63,
uroplakinovd a RDS rodina. Tetraspaniny, o kterych bude dale blize pojednano v této
diplomové praci (CD9, CD81 a CD151) patii do CD rodiny, a to spolu s CD37, CD53 a CD82
(Garcia-Espania et al. 2008).

Tetraspaniny jsou charakterizovdny Ctyfmi transmembranovymi doménami, dvéma
extracelularnimi smyc¢kami — malou smyckou, dlouhou 20-28 aminokyselin, a velkou
extracelularni smyckou, dlouhou 76-131 aminokyselin — a velmi kratkou intracelularni
smyckou (viz obrazek €. 5), dlouhou typicky ¢tyfi aminokyseliny. Velka extracelularni smycka
obsahuje konstatni oblast obsahujici a-helixy a variabilni oblast, kde se vyskytuji mista pro
interakce protein—protein. Na tomto zakladé se piedpoklada, ze velka extracelularni smycka
zprostiedkovava vétSinu tetraspaninovych intermolekularnich interakci S jinymi proteiny.
Konce extracelularnich smycek tvoii N-terminalni a C-terminalni konce. Pro tetraspaniny je
charakteristicky motiv Cys-Cys-Gly (CCG) a dale ¢étyti az osm konzervovanych cysteint
tvoricich disulfidové vazby. Velka vétSina tetraspaninli obsahuje membranové palmitoylované
cysteiny. Jednd se o posttranslacni modifikaci, kdy je k cysteinovym zbytkiim kovalentné
pfipojen palmitat (kyselina palmitova). Palmitoylace je dilezitd pro tvorbu mikrodomén
v membrané obohacenych o tetraspanin (TEM) a pfispiva k organizaci interakce s jinymi
tetraspaniny (Berditchevski & Odintsova 1999; Boucheix & Rubinstein 2001; Hemler 2005;
Kovalenko et al. 2005; Andreu & Yanez-Mo6 2014; Jankovicova et al. 2016).
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Bunééna membrana

Intracelularni
smycka

0

Obrazek 5: Struktura tetraspanint (prevzato a upraveno dle Hemler 2005)

EC1 — mala extracelularni smycka; EC2 — velka extracelularni smycka; A, B, E — a-helixy v konstatni (zluté)
oblasti; cervenymi ¢arami jsou znazornény disulfidové vazby mezi konzervovanymi cysteiny ve variabilni (modré)
oblasti.

Prvni tetraspaniny byly objeveny na povrchu lidskych bilych krvinek — leukocytt.
Rychle po jejich objeveni byla zjisténa Sirokd tkaiova exprese téchto proteind, piredevSim
tetraspanin CD9, CD81 a CD151 (Boucheix & Rubinstein 2001; Halova & Draber 2016).
S vyjimkou erytrocytl jsou tetraspaniny exprimovany vSemi bunéénymi typy (Boucheix
& Rubinstein 2001). Jelikoz expresi nékterych tetraspanini nalézame i u bezobratlych (napf.
Caenorhabditis elegans), mizeme ptedpokladat, Ze se tyto molekuly v priabéhu evoluce
vyvinuly brzy (Tomlinson & Wright 1996).

Velmi vyznamnou vlastnosti tetraspaninti je schopnost tvofit multimolekularni
komplexy, a to jak sjinymi Ccleny tetraspaninové rodiny, tak i Sjinymi béznymi
transmembranovymi molekulami, jako napft. s integriny. Ukazalo se také, ze jsou schopny pojit
se s mnoha dalsimi povrchovymi molekulami, a vytvafet tak mikrodomény obohacené
o tetraspanin (TEM), jinak nazyvané jako tetraspaninova sit’. Diky tomu mohou tetraspaniny
regulovat napf. integrin-dependetni migraci bunék (Hemler 2005).

Tetraspaninova sit' je tvofena interakcemi tfech urovni: prvni (primarni), druhé
(sekundarni) a tfeti (terciarni).
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Jako interakce primarni se oznacuje kovaletni propojeni tetraspanin-tetraspanin
¢i tetraspanin-partner (jako partner je chapana jina molekula nez tetraspanin, se kterou jsou
tetraspaniny schopny vytvaret komplexy, napf. jiz zminény integrin) za vzniku primarniho
komplexu. Tyto acosiace muzeme jes$té rozliS$it na homofilni zesiténi (napi. CD9-CD9)
a heterofilni zesiténi (CD81-CD151 nebo CD151-a3p1 integrin). Pravé pomoci heterofilniho
zesiténi 1ze prostiednictvim tetraspanini pfijimat partnerské proteiny do multimolekularnich
komplext. Primarni interakce jsou odolné vuéi naruseni silnymi detergenty (Hemler 2005;
Deventer et al. 2017).

Pokud tetraspaniny dale interaguji vzajemnym propojenim primarnich komplexii,
dochazi ke vzniku sekundarnich interakci. Ty jsou odolné vici slabym detergentim a zavislé
na palmitoylaci — odstranéni palmitoyla¢nich mist vedlo k naruSeni sekundarnich interakci mezi
tetraspaniny a integriny (Yang et al. 2004; Deventer et al. 2017).

Terciarni interakce jsou slabé a lze je detekovat pouze za ptitomnosti velmi slabych
detergentt (Deventer et al. 2017).

3.7.1 CD9

CD9 je ¢len tetraspaninové nadrodiny povrchovych proteint. Jedna se o maly protein
0 velikosti 24-27 kDa, ktery je exprimovan ve velké §ifi télnich bunék a také gamet. Jak jiz
bylo uvedeno v piedchozi kapitole, i CD9 je zapojen do mnoha buné¢nych procest véetné
interakci gamet béhem oplozeni (Yubero et al. 2011). Tento protein byl ptivodné identifikovan
jako povrchovy antigen lymfohemopoetickych bunék (Kersey et al. 1981).

Studium tetraspaninu CD9 bylo zprvu provadéno piedevsim na oocytech. Na oocytech je
v riznych vyvojovych stadiich lokalizovan na plazmatické membrané (Li et al. 2004)
a vezikulech v perivitelinnim prostoru (Jankovicova et al. 2019). Hromadi se v mist¢ adheze
gamet, ktera je zprostiedkovand spermatickym proteinem Izumo 1 a vajeCnym receptorem
Juno. S receptorem Juno vytvaii CD9 cis asociace a s velkou pravdépodobnosti se podili na
jeho membranové organizaci; byl proto navrzen jako jeho partner (Chalbi et al. 2014).

Nezbytnost tohoto tetraspaninu béhem interakci spermie a vajicka byla zjisténa pomoci
jeho vyblokovani. Mysi s CD9 knock-outem mély oproti kontrolni skupiné zcela normalni
ovulaci a zrani oocytil do staddia MII, byly vSak jen velmi ziidka oplodnény. Dochézelo
K hromadéni spermii v perivitelinnim prostoru v disledku neschopnosti fuze gamet (Kaji et al.
2000; Miyado et al. 2000). Pokud byly oocyty zbaveny ZP, spermie byly schopné na
plazmatické membrané oocytu ulpivat, ale nebyly schopné podstoupit fazi s oocytem (Miyado
et al. 2000). Obe¢ tato zjisténi potvrdila nutnost vyskytu CD9 na vaje¢né membrané pro aspésné
oplozeni.

Stejného vysledku bylo dosazeno i v ptipadé oSetieni oocytl protilatkou proti CD9. Byla
blokovana vazba spermie na vajicko i jejich fuze jak u mysi (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 zjisténa a popsana nejen na mysich spermiich (Ito et al. 2010), ale také
na prasecich (Kaewmala et al. 2011) ¢i byc¢ich spermiich (Cupperova et al. 2014), kde byl o rok
pozdéji tento protein uspésné lokalizovan na plazmatické membrané v oblasti akrozomu
(Antalikova et al. 2015).
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Li et al. (2004) se pokouseli lokalizovat CD9 na prasecich spermiich, ale bohuzel
neuspésneé. Kaewmala et al. (2011) se domnivaji, ze by divodem mohl byt tekuty dusik,
ve kterém byly spermie skladovany. O par let pozdéji se totiz prave této skupiné podatilo CD9
lokalizovat na akrozomalni membrané prasecich spermii z testes a epididymis (Kaewmala et
al. 2011).

Lokalizaci tetraspaninu CD9 na mySich spermiich popsali Ito et al. (2010) a uvadi, Ze
CD9 je asociovan s vnitini akrozomalni membranou. Studie, kterou provedli Frolikova et al.
(2018) ale ukazuje, ze se tento protein nenachazi jen na vnitini akrozomalni membrang, ale
rovnéz na té vnéjsi. Behem AR dochazi k relokalizaci proteinu do ekvatorialniho segmentu, coz
plati i pro lidsky spermaticky CD9, ktery je lokalizovan v apikalni ¢asti hlavicky spermie (Ito
et al. 2010; Frolikova et al. 2018).

Oproti samicim, které S vyblokovanym tetraspaninem CD9 vykazuji vyraznou
subfertilitu, spermie zistavaji plodné a jsou schopné podstoupit v§echny kroky interakce mezi
gametami, které vedou k usp&$nému oplozeni (Ohnami et al. 2012). Je tedy ziejmé, ze
spermaticky CD9 neni na rozdil od CD9 vyskytujici se na oocytu, pro oplozeni esencialni.
Antalikova et al. (2015) navrhli pro spermaticky protein CD9 podptirnou roli béhem fertilizace
a tvrdi, ze jeho funkce souvisi predevsim s tvorbou multimolekuldrnich komplext, které jsou
tetraspaniny schopné vytvaret.

Béhem fuze gamet byla podrobné zkoumana interakce CD9 s tetraspaninem CD81, jez se
ukdzala jako velmi vyznamnd. Tetraspaninova sit’ zahrnujici CD9 a CD81 totiz muze vést
k zakiiveni membrany, a to kvili schopnosti tetraspanintl asociovat s proteiny ¢i lipidy, jejichz
nasledkem dochdzi k zakfiveni membrany ¢i ovlivnéni tvorby tubuldrnich struktur (napf.
mikrovilli), které se ucastni tvorby fizogennich domén (Zhang & Huang 2012; Frolikova et al.
2018). Prave ptitomnosti cholesterolu v membrané mize byt tetraspaninova sit CD9 a CD81
ovlivnéna, coz dale vede ke zménam v jejim zakiiveni. CD9 hraje v tomto komplexu predev§im
roli jako stabilizator tetraspaninové sité¢ a dale mize mit funkci pfi rozpoznavani membrany
spermie a vajicka. Funkci vazat ¢i uvolnovat cholesterol zde ma tetraspanin CD81, coz pisobi
jiz zminované zmény v ohybani membrany (Frolikova et al. 2018).

3.7.2 CD81

Jedna se o dal§iho Clena tetraspaninové proteinové rodiny, jenz se V mnohém podoba
ptedchozimu tetraspaninu CD9. V aminokyselinové sekvenci jsou tito dva ¢lenové blizce
homologni a c¢asto spolu interaguji. Jejich asociace v TEM je stabilnéjsi, nez sdruzeni
s kterymkoliv jinym studovanym tetraspaninem (Charrin et al. 2002; Tanigawa et al. 2008).
CD81 se ucastni membranovych fuzi, napt. u ¢lovéka je identifikovan jako koreceptor pro
hepatitidu C béhem flze virus-hostitel (Higginbottom et al. 2000; Cormier et al. 2004)
V reprodukci je mu proto také ptipisovana funkce béhem fuze gamet. Velikost proteinu CD81
je 26 kDa (Boucheix & Rubinstein 2001).

V mysich oocytech byl CD81 detekovan a lokalizovan na vaje¢né membrané (Takahashi
et al. 2001). Ohnami et al. (2012) ale uvadi, ze se CD81 na mySich oocytech nachazi na zona
pellucida pobliz perivitelinniho prostoru a Ze je produkovan ptevazné v kumularnich bunkach
a poté lokalizovéan v ZP.
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Na oocytech skotu studovala lokalizaci skupina Jankovicova et al. (2016) a vysledky
jejich studie ukazuji, ze CDS81 je lokalizovan na plazmatické membrané oocyti ve stadiich GV,
MI a MII a déle na kumularnich bunikdch. Nezaznamenali v§ak zZadny pozitivni signal na ZP,
ktery je patrny ve studii od Ohnami et al. (2012) provedené na mysich. Toto zjisténi odpovida
lokalizaci CD81 u lidi, kde je CD81 asociovan pouze s plazmatickou membranou oocytu
(Ziyyat et al. 2006). CD81 byl v neposledni fadé lokalizovan také na praseéich oocytech, kde
se jeho lokalizace nijak nelisi od CD?9, a je tedy lokalizovan jak na plazmatické membran¢, na
vnitinim okraji ZP, tak i ¢astécné v perivitelinnim prostoru (Jankovicova et al. 2019).

Mysi s vyblokovanym tetraspaninem CD81 mély i pfes normalni pafeni, ovulaci
a standardni pocet ovulovanych oocytl snizenou plodnost. Spermie nebyly schopné podstoupit
fazi s oocytem, coz potrvrzuje fakt, ze bylo n¢kolik spermii nalezeno v perivitelinnim prostoru.
Toto zjisténi posiluje hypotézu, ze CD81 hraje roli béhem faze gamet (Rubinstein et al. 2006b).

Dale byla zjiStovana inhibice fuze gamet pomoci protilatky proti CD81. Oproti inhibici
flze gamet pti pouziti protilatky proti CD9 bylo zjisténo, ze protilatka proti CD81 méla velmi
maly az skoro zddny Gc¢inek. Z téchto zjisténi byly vyvozeny dvé potencialni funkce pro vajecny
tetraspanin CD81. Jeho role muze spocivat jak v tvorbé tetraspaninové sité, tak v regulaci
a spojeni s partnerskymi molekulami dilezitymi pro fiizi gamet prostfednictvim tetraspaninové
sit¢ (Rubinstein et al. 2006b).

Tetraspanin CD81 byl také lokalizovan na spermiich. Na mySich spermiich byl
detekovan na plazmatické membran¢ pokryvajici akrozom. Kapacitace na rozdil od AR nem¢la
na lokalizaci proteinu zadny vliv. Relokalizace nastala az béhem AR, kdy doslo k pfesunu do
ekvatorialniho segmentu hlavicky spermie. Po AR se CD9 a CD81 objevuji velmi blizko sebe,
a byla tak vizualizovana kolokaliza¢ni oblast CD9 a CD81 (Frolikova et al. 2018). Stejna
lokalizace CD81 byla hlasena na mysich spermiich jiz ve studii od skupiny Jankovicova et al.
(2016).

V apikalni oblasti akrozomu a c¢astééné v postakrozomalni oblasti byl tento protein
detekovan u ¢lovéka. Opét nedochazelo ke zméné jeho lokalizace béhem kapacitace, ale po
odstranéni plazmatické a vnéjSi akrozomalni membrany béhem AR zmizel z apikalni Casti
hlavicky spermie a detekovatelny byl pouze v postakrozomalni oblasti. U lidského proteinu
CD81 tedy nedochazi béhem AR k relokalizaci v ramci hlavi¢ky spermie. Po AR nebyla patrna
7adna spolecna lokalizace CD9 a CD81 (Frolikova et al. 2018). Interakce, ktera plyne
z kolokalizace CD9 a CD81, byla popsana ke konci piedchozi kapitoly 3.7.1.

Jankovicova et al. (2016) pozorovali CD81 u byku, kde se nachazel v apikalni oblasti
hlavicky spermie. U cCasti populace byl signal detekovan také v ekvatoridlnim segmentu.
Vzhledem k tomu, Ze po AR doslo ke ztrat¢ CD81 z akrozomalni oblasti hlavi¢ky, byla pro
tento byc¢i spermaticky protein navzena funkce spocivajici pfedev§im Vv udrzeni proteinové
organizace spermatické membrany béhem udalosti ptedchazejicich fazi spermie a vajicka.
U byka, tedy stejné jako u ¢lovéka, na rozdil od mysi nedochézi k relokalizaci CD81 béhem
AR, coz muze byt disledek rozdilné morfologie hlavicky spermie €i jiné reprodukéni strategie
téchto druhi (Jankovicova et al. 2016).

Samci mysi s CD81 knock-outem zGstali plodni. To stejné plati i pro samce, u kterych
byl vytvoten dvojity knock-out CD9 a CD81 (Rubinstein et al. 2006Db).
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3.7.3 CD151

Protein CD151 (velky 27 kDa) je také ¢lenem tetraspaninové rodiny a stejné jako ostatnim
tetraspaninim jsou 1 CDI151 pfisuzovany role béhem celé fady biologickych procest vcetné
reprodukce. Diky své velké extracelularni smycce je CD151 schopen interagovat jak s jinymi
tetraspaniny, tak i suritymi integriny. Intrakce CD151 probihd piedev§im s integriny
vyskytujicimi se mimo jiné na vajicku — a6p1 a a3B1. S témito dvéma membranovymi
receptory vytvati CD151 stabilni komplexy i v somatickych bunkach (Yauch et al. 1998; Fitter
etal. 1999; Serru et al. 1999; Boucheix & Rubinstein 2001). V ramci tetraspaninové sit¢ CD151
spojuje integriny a6B1 a a3B1 s jinymi tetraspaniny, napi. s CD9. Totéz plati pro CDS81, ktery
se sdruzuje s integrinem o4p1. Jedna se tedy o nepfimou interakci tetraspaninu s integriny
prostfednictvim interakci CD81 a CD151 (Yauch et al. 1998; Serru et al. 1999; Berditchevski
et al. 2002; Charrin et al. 2003).

Exprese CD151 byla prokazana na oocytu (Neilson et al. 2000), kde byl také o par let
uspesné detekovan a lokalizovan. Na lidskych oocytech se nachdzi na plasmatické membrang,
kde se zaroven kolokalizuje spole¢né s a6B1 integrinem (Ziyyat et al. 2006).

Pti pouziti protilatky proti CD151 byla fuze gamet u lidi inhibovana az o 50 %, coz
naznacuje, ze by se vajeény CD151 mohl spole¢né s integrinem a6f1 podilet na funkénim
fznim komplexu. Tato studie také ukazala, Ze lidska fuze gamet je na tomto integrinu zavisla
mnohem vice, nez tomu je u mysi. Protilatka proti a6 podjednotce integrinu silné inhibovala
fazi u lidi (Ziyyat et al. 2006). U mysi He et al. (2003) ale poukazali na zcela plodné mysi i ptes
vyblokované podjednotky a6 a B1 integrinu. Vyplyva z toho tedy, ze fize spermie a vajicka
muze zaviset na riznych proteinech v zavislosti na zivo¢isném druhu. U mysi byl také vytvoren
CD151 knock-out a vysledkem byly zdravé a plodné mysi (Wright et al. 2004).

Nejnovéjsi studie od Jankovicova et al. (2020) poskytuje nové informace o detekci
a lokalizaci CD151 na mysich, by¢ich a lidskych spermiich. Tento protein je exprimovan
v sam¢ich zarodecnych bunkach a béhem epididymalniho transportu a ejakulace zlstava
ptitomny na spermiich. U ejakulovanych spermii byl CD151 lokalizovan v akrozomalni ¢asti
hlavicky, a to vyhradné v ekvatoridlnim segmentu a dale na vnitini akrozomalni membrané,
jejiz proteiny jsou odhaleny tésn¢ po AR. V ekvatoridlnim segmentu byla také detekovana a6
podjednotka integrinu, a jak je v této studii ukazano, CD151, stejné jako v oocytech, s touto
integrinovou podjednotkou v mysich spermiich interaguje. Jankovicova et al. (2020) rovnéz
navrhuji existenci transmembranového proteinového systému, jehoz funkce spociva ve
stabilizaci multimolekuldrnich komplexi situovanych do ekvatoridlniho segmentu
a zajist'ujicich interakci s vajickem.
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4 Material a metodika
4.1 Material

Reproduk¢éni organy kancu (varlata a nadvarlata) pochazely od dospélych jedinct
miniprasat z Ustavu Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, v. V. i. v Libdchové. Organy byly
dovezeny na ledu do laboratofe KVD CZU, kde byly dale zpracovavany. Z ocasu nadvarlete
byly injekéni stitkackou odsaty epididymalni spermie. Ejakulované spermie kancti pochézely
z inseminacnich davek, které byly odebrany dospélym kanciim plemene Landrace. Inseminacéni
davky byly poskytnuty spoleénosti Proagro Nymburk a.s. (CR). Ejakulované spermie byly
pfevezeny V den odbéru v plastové nadobé ulozené v polystyrenovém boxu a udrzované pii
teploté 17 °C.

Hieb¢i reprodukéni organy pochazely od zdravych hiebeil ve vékovém priméru Ctyf let,
ktefi podstoupili planovanou kastraci, ktera nebyla podminéna zdravotnimi davody.
Epididymalni spermie hiebcii byly ziskany zocasu nadvarlete totoznym zplsobem jako
u epididymalnich prasecich spermii. Ejakulované spermie byly odebrany v certifikovaném
reprodukénim centru (ERC Ltd., Pardubice-Mnétice, CR). Do umélé vaginy byly odebrany
frakce bohaté na spermie od deseti hiebcu.

4.2 Metodika

4.2.1 Pouzité protilatky
4.2.1.1 Primarni protilatky

Polyklonalni krali¢i protilatka proti CD9 (MRP-1): Dbs-2489R, proti aminokyselindm
120-165/228 lidského proteinu (Bioss Antibodies, Woburn, Massachusetts, USA)

Monoklonalni mysi protilatka proti CD9 (C-4): sc-13118, proti aminokyselinam 101-210
lidského proteinu (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA)

Monoklonalni potkani protilatka proti CD9 (KMCS8.8): sc-18869, proti BMS2 mySim
mezenchymalnim stromalnim bunikam kostni diené (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA)

Polyklonalni krali¢i protilatka proti CD81 (H121): sc-9158, proti aminokyselindm 90-210
lidského proteinu (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA)

Polyklonalni kozi protilatka proti CD81 (Q-14): sc-31234, proti aminokyselinové sekvenci
N-konce extracelularni domény lidského proteinu (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA)

Polyklonalni krali¢i protilatka proti CD151: ab125363, proti C-konci aminokyselin 154-203
lidského proteinu (Abcam, Cambridge, UK)
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4.2.1.2 Sekundarni protilatky

Anti-R (anti-rabbit): Kozi protilatka proti krali¢im IgG (H+L) konjugovana s kienovou
peroxidazou (HRP) (Bio-Rad, Hercules, California, USA)

Anti-M (anti-mouse): Kozi protilatka proti my$im IgG (H+L) konjugovana s kienovou
peroxidazou (HRP) (Bio-Rad, Hercules, California, USA)

Anti-G (anti-goat): Krali¢i protilatka proti kozim IgG (H+L) konjugovana s kienovou
peroxidazou (HRP) (Bio-Rad, Hercules, California, USA)

Anti-Ra (anti-rat): Kozi protilatka proti potkanim IgG (H+L) konjugovana s kienovou
peroxidazou (HRP) (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA)

Anti-Ga (anti-goat): Osli protilatka proti kozim IgG (H+L), Alexa Fluor 488 (Invitrogen,
Waltham, Massachusetts, USA)

Anti-Rs (anti-rabbit): Kozi protilatka proti krali¢im IgG (H+L), Alexa Fluor 488 (Invitrogen,
Waltham, Massachusetts, USA)

4.2.2 Zpracovani biologického materialu

Z inseminacnich dévek bylo odebrano 5 ml. Tento objem byl rozdélen po 1 ml do
zkumavek. Pro odmyti fedidla byly do kazdé zkumavky napipetovany 4 ml promyvaciho
roztoku PBS (0,01 M Phosphate-buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KClI, pH 7,4; Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) a centrifugovany (Benchmark LC-8, Benchmark Scientific,
Sayreville, New Jersey, USA) pii 300 x g po dobu 10 minut. Po dokon¢eni centrifugace byl
odebran supernatant a objem byl doplnén PBS do 5 ml. Tento proces byl zopakovan 2krat.
Epididymalni spermie ziskané odsatim z ocasu nadvarlete byly promyvany v PBS a 3krat
centrifugovany pii 300 x g 10 minut. Vzniklé suspenze spermii byly pfipraveny pro nepiimou
imunofluorescen¢ni mikroskopii.

Pro dalsi postupy bylo ze vzniklych suspenzi spermii odebrano 100 ul do
mikrozkumavek, ke kterym bylo pfidano 500 ul PBS. Byla provedena centrifugace (Hettich
Mikro 22 R, Hettich, Tuttlingen, Germany) pii 300 X g po dobu 5 minut. Byl odstranén
supernatant a takto pfipravené peletky byly skladovany v mrazaku pii teploté -18 °C. Tyto
vzorky byly dale vyuzity pro metody imunodetekce pomoci protilatek metodou Western blot.

Pro piipravu kryofezll byly tkané varlat a nadvarlat krajeny na kostky o velikosti 1 cm?®,
Nakrajené kostky tkani byly vkladany do formicek a zality ptipravkem TissueTek (OCT
Compound for Cryostat Sectioning, Australie). V téchto pfipravenych gelovych bloccich byly
tkan¢ zamrazeny v tekutém dusiku. Zpracovani tkani na kryofezy bylo provadéno na pfistroji
Cryo-cut (Leica, Biocev, Vestec, CR). Tloust’ka kryofezii byla od 6 do 8 um. Hotové fezy byly
nalepeny na podlozni skla a dale uchovavany v mrazaku pii teploté -20 °C. Vzniklé kryotfezy
byly vyuzity pro metodu nepiimé imunofluorescenéni mikroskopie.
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4.2.3 Priprava vzorki spermii pro SDS elektroforézu
4.2.3.1 lzolace proteini se vzorkovym pufrem

Extrakce proteinu byla provedena lyzaci ve vzorkovém pufru (0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8;
glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolova modi; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) pro
SDS elektroforézu. Vzorkovy pufr byl Kpeletce spermii napipetovan v objemu 1:2
(spermie:vzorkovy pufr). Vzorek byl fadné rozsuspenzovan a umistén na led, kde po dobu 30
minut probihala lyzace. Kazdych 5 minut byl vzorek protiepan. Nésledné byl vzorek 5 minut
povaren pii 100 °C. Byla provedena centrifugace (10 000 x g, 4 °C, 3 min) pro odstfedéni
zbytki bun¢k. Pfipraveny vzorek byl vyuzivan pro SDS elektroforézu.

4.2.3.2 Izolace proteinii se vzorkovym pufrem s 2-merkaptoethanolem

Ke vzorkovému pufru o objemu 450 pul bylo napipetovano 25 pl 2-merkaptoethanolu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) pro zajisténi redukujich podminek a plnému
rozbaleni proteinii. Vzorkovy pufr s merkaptoethanolem byl napipetovan v poméru 1:2
Kk peletce spermii. Vzorek byl 30 minut lyzovan na ledu a kazdych 5 minut protiepan.
Nésledovalo povareni vzorku pfi teploté 100 °C po dobu 5 minut. Poté byl vzorek centrifugovan
Vv chlazené centrifuze pii 10 000 x g 5 minut.

Tento postup extrakce proteint byl pozdé€ji modifikovan z diivodu srazeni vzorku kvili
uvolnéné jaderné DNA. Spermie byly lyzovany 30 minut na ledu ve vzorkovém pufru, ktery
byl pfidan v objemu 1:2. Vzorek byl kazdych 5 minut fadné protfepan. Byla provedena
centrifugace (10 000 x g 5 minut) a nasledné byl odpipetovan supernatant o objemu 300 pul, ke
kterému bylo pfidano 15 ul merkaptoethanolu. Nasledovalo povaieni vzorku (100 °C, 5 minut).

4.2.3.3 Izolace proteinii pomoci RIPA pufru a acetonu

K peletce spermii bylo ptidano 0,5 ml RIPA pufru (pH 7.2, 10 mM fosfore¢nan sodny,
150 mM NacCl, 1% (v/v) Triton X-100, 1% (w/v) deoxycholat sodny, 0.1% 24 (w/v) SDS, 1 mM
DTT; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Prob&hla 30 minutova lyzace spermii na ledu.
Vzorek byl centrifugovan pti 10 000 X g 5 minut. Bylo odebrano 200 pl vzorku, ke kterému
bylo ptidano 1,2 ml acetonu (Lach: Ner, Neratovice, CR). Vzorek byl ponechan po dobu
60 minut v mrazaku, aby mohlo dojit k vysrazeni. Po vysrazeni byl vzorek centrifugovan
(10 000 x g 5 minut). Aceton byl nasledné odpipetovan a byl ptidan vzorkovy pufr v poméru
1:2. Vzorek byl dikladné protiepan a povaien 5 minut pii teploté 100 °C. Prob¢hla centrifugace
pii 10 000 x g 3 minuty.

Tento postup izolace proteind byl také provadén s pridanim merkaptoethanolu do
vzorkového pufru.
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4.2.3.4 1Izolace proteinii pomoci RIPA pufru a mocoviny

Pro exktrakci proteinti byly spermie 30 minut lyzovany na ledu v 0,5 ml RIPA pufru,
ktery byl pfidan k peletce spermii. Vzorek byl centrifugovan (10 000 x g 5 minut) a poté bylo
odebrano 200 pl. Byl ptidan aceton 0 objemu 1,2 ml a vzorek byl ponechan v mrazédku 60 minut
apoté centrifugovan (10 000 x g 5 minut). Aceton byl odstranén a v poméru 1:2 byl napipetovan
vzorkovy pufr s 8§ M moc€ovinou. Vzorek byl dukladné protfepan.

Tento postup byl také provadén s pifidanim merkaptoethanolu. Vzorek byl nésledné
inkubovan 5 minut pii teploté¢ 37 °C.

4.2.3.5 1Izolace proteini pomoci RHB pufru a mocoviny

K peletce spermii bylo napipetovano 0,5 ml RHB pufru (7M mocovina, 2 M
thiomocovina, 2% m/v CHAPS) a na ledu ponechdno 30 minut lyzovat s protfepavanim
kazdych 5 minut. Nasledujici postup byl shodny s postupem izolace proteinli pomoci RIPA
pufru a mocoviny.

4.2.4 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS) byl
pouzit vertikalni systém Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, Hercules, California, USA). Byl
ptipraven roztok pro 12% akrylamidovy gel (3,5 ml destilovana voda; 4 ml 30% akrylamid/bis-
akrylamid (Bio-Rad, Hercules, California, USA); 2,5 ml 1,5 M Tris. HCI pH 8,8 (Bio-Rad,
Hercules, California, USA); 100 pl 10% SDS, 4,5 ul TEMED, 70 pl 10% persiran amonny).
Tento roztok gelu byl bez ¢asové prodlevy nalit mezi jiz pfipravena a do stojanu uchycena skla
a nasledné byl pfevrstven destilovanou vodou. Polymerace separa¢niho gelu probihala
30 minut.

Po 30 minutach byla vylita pfevrstvena destilovana voda a byl pfipraven roztok pro 4%
zaostiovaci gel (1,52 ml destilovana voda; 0,625 m1 0,5 M Tris. HC1 pH 6,8 (Bio-Rad, Hercules,
California, USA); 0,325 ml 30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, Hercules, California,
USA); 0,025 ml 10% SDS; 3,8 ul TEMED; 50 pl 10% persiran amonny). Takto pfipraveny
roztok byl nanesen na ztuhly separacni gel. Thned po naliti byly do roztoku zaostfovaciho gelu
vloZeny hiebinky pro tvorbu jamek. Gel byl ponechén 15 minut polymerovat. Poté byla skla
s gelem prenesena do aparatury urcené pro elektroforézu a zalita elektrodovym pufrem (15 g
Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 72 g glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA), 5 g SDS v 1 1 destilované vody; nasledn¢ fedéno destilovanou vodou 1:4).
Byly vytaZeny hiebinky a do vzniklych jamek byly naneseny 4 pl proteinovych molekulérnich
standardi Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad, Hercules, California, USA)
a 20 pl piipraven¢ho proteinového vzorku. Jako posledni krok byla aparatura zapojena do
zdroje elektrického proudu, kdy probihala pii konstantnim napéti 80 V 30 minut a poté bylo na
60 minut napéti zvyseno na 150 V.

Gely se separovanymi proteiny byly vyndany z elektroforetické aparatury a promyty
destilovanou vodou. Nasledn¢ byly gely pfipraveny pro elektropienos proteinii (Western blot)
vlozenim do transferového pufru.
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4.2.5 Elektropienos proteinii (Western blot)

Pro elektropienos proteini z gelu na nitrocelulozovou (NC) membranu Amersham™
Protran (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) byl pouzit syst¢tm od firmy Bio-Rad
(Hercules, California, USA). Byl pfipraven transferovy pufr (3,03 g Tris (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, USA); 14,4 g glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA); 800 ml
destilovana voda; 200 ml methanol). NC membrana, filtracni papir Whatman [Whatman
chromatography paper (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA)] a houbicky byly navlhéeny
Vv transferovém pufru po dobu 15 minut.

Kazeta pro Western blot byla uspofadana dle nasledujiciho potadi: houbicka, 2krat
filtra¢ni papir Whatman, gel, membrana, 2krat filtracni papir Whatman a houbicka.
Zkompletovana kazeta byla vlozena do aparatury uréené pro Western blot. Aparatura byla
zapojena do zdroje a byl nastaven konstantni elektricky proud na 500 mA. Elektroptenos
proteinti probihal 75 minut a po celou dobu byla aparatura chlazena ledem.

Membrana s pfenesenymi proteiny byla vyjmuta z kazety, oplachnuta v destilované vodé
a po dobu 60 sekund obarvena pro vizualizaci proteinti barvou Ponceau (Ponceau S Solution;
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Pomoci destilované vody bylo odmyto pozadi
membrany a membrana byla zdokumentovana. Nasledné byla barva Ponceau pouZitim PBS
s0,1 % Tweenem 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) (PBS-T) zcela odmyta
a membrana byla dale pouzita pro imunodetekci proteintl.

4.2.6 Imunodetekce proteint

Pro deaktivaci volnych mist na membrané bylo pouZzito 5% suSené mléko Blotting Grade
Blocker Non-Fat Dry Milk (Bio-Rad, Hercules, California, USA) rozpusténé v PBS, se kterym
byla membrana inkubovéna na tfepacce 60 minut. Membrana byla nasledné 2krat promyvéana
v PBS-T. Dale byla provedena inkubace membrany s primarnimi protilatkami proti CD9, CD81
a CDI51 tetraspaninim: MRP-1 polyklonalni krali¢i protilatka, C-4 monoklonalni mysi
protilatka, KMC8.8 monoklonalni potkani protilatka, H121 polyklondlni krali¢i protilatka,
Q-14 polyklonalni kozi protilaitka a ab125363 polyklondlni krali¢i protilatka. Primérni
protilatky byly fedény v poméru 1:250 a 1:200 v PBS. Inkubace probihala ptes noc v lednici
(4 °C). Membrany pro negativni kontrolu byly inkubovany pies noc v lednici s PBS.

Po inkubaci byly membrany promyvany na rotacni tfepacce 3krat po 10 minutich
v PBS-T. Nasledovala inkubace se sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s kienovou
peroxidazou (HRP) Anti-R (anti-rabbit), Anti-M (anti-mouse), Anti-G (anti-goat), Anti-Ra
(anti-rat). Sekundarni protilatky byly fedény v poméru 1:3000 v PBS. Inkubace probihala na
rotacni tiepacce pii pokojoveé teploté po dobu 60 minut. Nasledn€ byly membrany promyvany
na rotacni tiepacce v PBS-T 6krat po 5 minutach.

Pomoci chemiluminiscen¢niho substratu Super Signal West Pico PLUS (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) byla provedena vizualizace specifické detekce
proteinu. Vizualizace byla provedena za pomoci pfistroje Azure ¢300 Gel Imaging Sytem
(Azure Biosystems, Dublin, California, USA).
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4.2.7 Neprima imunofluorescenéni mikroskopie

Pro imunofluorescencni metodu byly pouzity suspenze epididymalnich a ejakulovanych
spermii a dale kryofezy varlete a ocasu nadvarlete.

Pted piipravou preparati byla zkontrolovana koncentrace ptipravené suspenze spermii
pod svételnym mikroskopem Nikon (YS100). Koncentrace byla odhadovana subjektivné
s cilem neptekryvajicich se hlavicek spermii. Pfi pfili§ vysoké koncentraci bylo u vzorku
dosazeno pozadované koncentrace pomoci piidanim vétSiho objemu PBS. Pokud byla
koncentrace nizka, snizil se objem pfidané¢ho PBS k supernatantu po odstiedéni.

Pro piipravu preparati s epididymalnimi a ejakulovanymi spermiemi byla pouzita
hydrofobni fixa PAN Pen (Liquid Blocker Super PAN Pen; Agar Scientific, Stansted, UK).
Pomoci fixy PAN Pen byla na podlozni skla pfipravena dvé kolecka. Prvni bylo pouzito pro
vyhodnoceni reakce s protilatkou a druhé bylo uréené pro negativni kontrolu. Do kolecek bylo
napipetovano 20 pl suspenze spermii. Fixace spermii byla provedena metodou vlhké fixace,
kdy do kolecka se suspenzi bylo napipetovano 50 ul vymrazeného aceton-methanolu (Lach:
Ner, Neratovice, CR) v poméru 1:1. Byla provedena inkubace po dobu 5 minut. Preparaty byly
oplachnuty PBS a destilovanou vodou a ponechdny oschnout. Takto pfipravené preparaty byly
skladovany v lednici (4 °C). Po vytazeni z lednice a pted dal§im postupem byly preparaty znovu
promyty v PBS.

Jednotlivé kryofezy na podloznim sklicku byly ohrani¢eny hydrofobni fixou PAN Pen
a oplachnuty PBS. Byla zvolena acetonova fixace. Podlozni skla s kryotezy byla ponofena do
vymrazeného acetonu, kde byla ponechdna 30 minut. Nasledné¢ byla 3krat oplachnuta PBS.

Pro dalsi postupy byly preparaty se spermiemi i kryofezy blokovany roztokem Super
Block v PBS (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Do kazdého kolecka bylo
napipetovano 150 ul roztoku Super Block a blokace probihala 30 minut pfi pokojové teploté.
Preparaty byly 3krat oplachnuty v PBS a ponechény schnout.

Na kazdeé kolecko bylo napipetovano 100 pl primarnich protilatkek, fedénych v poméru
1:100, 1:50 nebo 1:20. Byly pouzity protilatky proti CD9, CD81 a CDI151 tetraspaninim:
MRP-1 krali¢i polyklondlni protilatka, H121 krali¢i polyklonalni protilatka, Q-14 kozi
polyklonalni protilatka a ab125363 krali¢i polyklonalni protilatka. Preparaty byly inkubovany
S primarnimi protilatkami ve vlhké komirce, ktera byla umisténa ptes noc v lednici. Kontroly
byly inkubovany s PBS. Dalsi den byly preparaty 3krat promyty PBS, ponechany oschnout
a inkubovany se sekundarnimi protilatkami znacenymi Alexa Fluor 488 Anti-Ga (anti-goat)
a Anti-Rg (anti-rabbit). Sekundarni protilatky byly zprvu fedény v poméru 1:300 v PBS. Pro
omezeni nespecifickych interakci byly posléze fedény v poméru 1:500 v PBS. Bylo
napipetovdno 100 pl do kazdého koleCka. Preparaty byly se sekundarnimi protilatkami
inkubovany 45 minut ve vlhké komirce pii pokojové teploté. Po inkubaci byla skla 3krat
promyta v PBS. Preparaty s epididymalnimi a ejakulovanymi spermiemi byly inkubovany
s PNA lektinem konjugovanym s rhodaminem (Rhodamine Peanut Agglutinin; Vector
laboratories, Burlingame, California, USA), ktery byl fedén v poméru 1:500 v PBS. Bylo
napipetovano 100 ul do kazdého kolecka. Po 30 minutach inkubaéni doby byly preparaty
promyty PBS a destilovanou vodou.
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Na preparaty s kryofezy i spermiemi bylo pro znaceni jaderné DNA naneseno 10 pl
montovaciho média VectaShield DAPI (Antifade Mounting Medium; Vector Laboratories,
Burlingame, California, USA) a ptekryto krycim sklickem, které bylo zafixovano lakem na
nehty. Takto vzniklé preparaty byly prohlédnuty pod fluorescencnim mikroskopem Nikon
Eclipse E 600, zdokumentovany pomoci kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko)
a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.
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5 Vysledky

5.1 Lokalizace tetraspaninu CD9 ve spermiich a tkani varlete a nadvarlete

Pro detekci a lokalizaci tetraspaninu CD9 v sam¢ich reprodukénich organech a spermiich
byla vyuzita metoda nepiimé fluorescencni mikroskopie (kap. 4.2.7). Byly pouzity kryotezy
(kap. 4.2.2) a preparaty fixovanych epididymalnich a ejakulovanych kanc¢ich a hieb¢ich spermii
(kap. 4.2.7). K detekci proteinu CD9 byla pouzita primarni polyklonalni krali¢i protilatka
MRP-1. Pro vizualizaci byla nésledn¢ pouzita sekundarni protilatka konjugovana s FITC
(zelend fluorescence), jadro bylo znaceno DAPI (modra fluorescence) a akrozom obarven
lektinem PNA (Cervend fluorescence). Pti detekei proteinu CD9 v kryotfezech nebyl pouzivan
PNA lektin. Negativni kontrola byla inkubovéna pouze se sekundérni protilatkou konjugovanou
s FITC a je vzdy soucasti snimkil u spermii s ozna¢enim E a u fezil s oznacenim K.

Detekce CD9 v tkani varlete a ocasu (cauda) nadvarlete u kanct je ukazana na obrazku
6. Na snimku A je zobrazen semenotvorny kanalek varlete. Sipkami je oznadena detekce
proteinu CD9. Protilatka MRP-1 znacila spermatické bunky ve varletnim kanalku, a také
cytoplazmu Leydigovych bunék. Sipkou je také ozna¢en tsek spermatickych bunék, ktery je
pro lepsi viditelnost zvétSeny. V levém hornim rohu snimku A se nachazi negativni kontrola.
Na snimku B vidime ez ocasem (cauda) nadvarlete s protilatkou MRP-1. Sipky oznacuiji reakci
s protilatkou, kterd byla lokalizovédna v buitkach tkané (Tk), v sekreénim epitelu (SE)
a ve spermiich (Sp). Negativni kontrola se nachazi v levém hornim rohu snimku B s ozna¢enim

Obrazek 6: Lokalizace proteinu CD9 v fezu kanéiho varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomoci protilatky
MRP-1: A — testes, B — cauda epididymis, Spc.b. — spermatické buiiky, Lg. b. — Leydigovy bunky, Tk — tkan,
SE — sekreéni epitel, Sp — spermie, K — kontrola, méfitko 100 pm, zvétseni 400x.
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Na obrazku 7 je zobrazena lokalizace proteinu CD9 v kancich epididymalnich spermiich,
které byly izolovany z ocasu (cauda) nadvarlete. Na snimku D mizeme vidét heterogenni
populaci spermii. U prvni subpopulace spermii s chybé&jicim akrozomem byla pozorovana
vazba protilatky s proteinem CD9 v oblasti vnitini akrozomalni membrany (bila Sipka).
U spermii z druhé populace, u kterych se akrozom vyskytoval, nebyla detekovana vazba
proteinu CD9 s protilatkou MRP-1. Pfiblizné u poloviny spermii bylo viditelné fluorescen¢ni
znaceni v oblasti kr¢ku (bila Sipka).

A

Obrazek 7: Lokalizace proteinu CD9 v kandich epididymalnich spermiich pomoci protilatky MRP-1:
A — jadro znacené DAPI, B — akrozom znaceny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti CD9, D — sloZeny
obrazek (DAPI, FITC, PNA), E — negativni kontrola, bilé Sipky znaci reakci s protilatkou MRP-1 v oblasti vnitini
akrozomalni membrany a krcku, méfitko 10 pm, zvétseni 400x.

Lokalizace proteinu CD9 v ejakulovanych kancich spermiich je zobrazena na obrazku 8 a 9.
Na obrazku 8 se u vétsiny ejakulovanych spermii vyskytovaly neporusené akrozomy a protein
CD9 byl detekovan protilatkou MRP-1 v oblasti akrozomu ejakulovanych spermii.
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Obrazek 8: Lokalizace proteinu CD9 v kan¢ich ejakulovanych spermiich s neporusenymi akrozomy pomoci
protilatky MRP-1: A — jadro znacené DAPI, B — akrozom znaceny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti
CD9, D - slozeny obrazek (DAPI, FITC, PNA), E — negativni kontrola, Sipka znaci reakci s protilatkou MRP-1
v akrozomalni oblasti hlavicky, métitko 10 um, zvétseni 400x.

Obrazek 9 zobrazuje kanéi ejakulované spermie s porusenymi akrozomy. Detekce
proteinu byla patrna na vnitini akrozomalni membrang u akrozomové zreagovanych spermii
(Zluta Sipka). Céste¢na detekce byla rovnéz zaznamenana u spermii s porusenymi akrozomy
(bila Sipka). Protein CD9 byl detekovan také v kréku spermii.
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Obrazek 9: Lokalizace proteinu CD9 v kan¢ich ejakulovanych spermiich S porusenymi akrozomy pomoci
protilatky MRP-1: A — jadro znacené DAPI, B — akrozom znaceny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti
CD9, D — slozeny obrazek (DAPI, FITC, PNA), E — negativni kontrola, bil¢ Sipky zna¢i ¢aste¢nou reakci
s protilatkou MRP-1 v oblasti vnitini akrozomalni membrany a dale pak reakci v oblasti kr¢ku, Zluta Sipka znaci
reakci s protilatkou MRP-1 na vnitini akrozomalni membrané, métitko 10 um, zvétseni 400x.

Na obrazku 10 jsou zachyceny fezy hieblim varlatem a ocasem (cauda) nadvarlete
s protilatkou proti CD9 MRP-1. Sipkami je na snimku A ozna¢ena lokalizace proteinu CD9 na
spermatickych bunkach. Byla také zachycena slaba intenzita signalu v intersticialni tkani
v okoli semenotvorného kanalku. Lumen kanalku se spermatickymi buiikkami je zvétSen
a vloZzen do levého horniho okraje snimku A. V pravém hornim rohu se nachédzi negativni
kontrola K. Na snimku B byla zachycena slabsi intenzita fluorescence v oblasti tkané (Tk),
sekre¢niho epitelu (SE) a spermii (Sp). I u tohoto snimku se nachazi negativni kontrola K.
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Obriazek 10: Lokalizace proteinu CD9 v Fezu hieb¢iho varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomoci protilatky
MRP-1: A — testes, B — cauda epididymis, Spc.b. — spermatické buiky, Tk — tkan, SE — sekreéni epitel,
Sp — spermie, K — kontrola, méfitko 100 um, zvétseni 400x.

Epididymalni hiebéi spermie ziskané z ocasu (cauda) nadvarlete a ejakulované hiebci
spermie byly nejprve inkubovany s primarni protilatkou MRP-1, poté se sekundarni protilatkou
konjugovanou s FITC. Stejné jako u kanc¢ich spermii bylo i zde jadro hreb&ich spermii znaceno
DAPI a akrozom pomoci lektinu PNA. U epididymalnich hieb¢ich spermii nebyla detekce
proteinu CD9 tspésna.

Lokalizace tetraspaninu CD9 na ejakulovanych hieb¢ich spermiich primarni protilatkou
MRP-1 je zaznamenéna na obrazku 11. Detekovany protein je znaen Sipkami, které ukazuji
zietelnou vazbu protilatky v oblasti akrozomu hlavicky a kré¢ku spermii. Negativni kontrola je
vloZena v pravém dolnim rohu obrdzku pod oznacenim E.
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Obrazek 11: Lokalizace proteinu CD9 v hieblich ejakulovanych spermiich pomoci protilaitky MRP-1:
A — jadro znacené DAPI, B — akrozom znaceny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti CD9, D — slozeny
obrazek (DAPI, FITC, PNA), E — negativni kontrola, Sipky znaci reakci s protilaitkou MRP-1 v akrozomu a krcku,
mefitko 10 pm, zvétseni 400x.

5.2 Detekce tetraspaninu CD9 v extraktech spermii

Detekce proteinu CD9 byla provedena v extraktech protein z epididymalnich
a ejakulovanych spermiich kance a hiebce (viz kap. 4.2.3), po elektroforetické separaci (kap.
4.2.4). Poté byly separované proteiny pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu (kap. 4.2.5).
Tetraspanin CD9 byl detekovan pomoci polyklonalni krali¢i protilatky MRP-1.

Na obrazku 12 jsou zobrazeny membrany po inkubaci s protilatkou MRP-1 a kontrolni
membrany, které byly negativni. Na membran€ A byl u epididymalnich kancich spermii
pozorovany proteinovy prouzek o ptiblizné molekulové hmotnosti 26 kDa. Proteinovy extrakt
epididymalnich spermii byl ziskadn lyzaci spermii ve vzorkovém pufru (kap. 4.2.3.2.)
Z ejakulovanych spermii byly proteiny izolovany pomoci RIPA pufru (kap. 4.2.3.3). Izolace
obou proteinovych extraktii probihala v redukujicich podminkach. U ejakulovanych kancich
spermii (obr. 12B) byl patrny proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti cca 28 kDa. Oba
detekované proteiny odpovidaly molekulovou hmostnosti tetraspaninu CD9 (2427 kDa).
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Obrazek 12: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech kancich spermii pomoci protilatky MRP-1:
A —membrany s extrakty epididymalnich a ejakulovanych kanc¢ich spermii, B — kontroly, Ep — epididymalni kanci
spermie, Ej — ejakulované kanc¢i spermie, K& — kontrola epididymdlnich kancich spermii, K&¥ — kontrola
ejakulovanych kancich spermii.

Na obrazku 13 jsou zobrazeny membrany, na nichz byla vidét vazba protilatky MRP-1
na izolované proteiny epididymalnich a ejakulovanych hieb¢ich spermii. Na membranach B
Jsou zobrazeny také kontroly, které byly negativni. Na membrané A u epididymalnich spermii
byla zaznamenana vazba u proteinti o molekulové hmostnosti pfiblizné 28, 48 a 54 kDa. 1zolace
téchto proteint byla provedena pomoci RIPA pufru (kap. 4.2.3.3). Proteinovy prouzek viditelny
u ejakulovanych spermii mél velikost cca 26 kDa. Proteinovy extrakt ejakulovanych hieb¢ich
spermii byl ziskan v redukujicim vzorkovém pufru (kap. 4.2.3.2).
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Obrazek 13: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech hiebfich spermii pomoci protilatky MRP-1:
A — membrany s extrakty epididymalnich a ejakulovanych hieb¢ich spermii, B — kontroly, Ep — epididymalni
hieb¢i spermie, Ej — ejakulované hiebéi spermie, K& — kontrola epididymalnich hiebéich spermii, K& — kontrola
ejakulovanych hiebéich spermii.

Pro detekci tetraspaninu CD9 u epididymalnich a ejakulovanych kanc¢ich a hiebcich
spermii byla také pouZita monoklondlni potkani protilatka KMC8.8 a monoklonalni mysi
protilatka C-4. S témito protilatkami byla vSak detekce proteinu CD9 netispésna.
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Obrazek 14 znazoriiuje vazbu monoklondlni potkani protilatky KMC8.8 na proteiny
epididymalnich a ejakulovanych kancich a hiebc¢ich spermii. Proteinové extrakty byly ziskany
po lyzaci spermii pomoci vzorkového pufru s naslednym piidavkem merkaptoethanolu
(kap. 4.2.3.2). Na membrané A byly patrné proteinové prouzky o piiblizné molekulové
hmostnosti 33 a 36 kDa u epididymalnich kanc¢ich a hieb¢ich spermii. Zobrazena je zde
i kontrolni membrana (B), na které byly viditelné totozné proteinové prouzky o stejnych
molekulovych hmostnostech.

Obrazek 15 zobrazuje membrany, jez byly inkubovany s monoklondlni mysi protilatkou
C-4. U ejakulovanych hiebéich spermii na membané A je viditelny proteinovy prouzek
0 molekulové hmostnosti cca 30 kDa. Membrana B byla pouzita jako kontrolni membrana.
Kontrola neni negativni a i zde byl patrny protein u ejakulovanych hieb¢ich spermii o ptiblizné
molekulové hmostnosti 30 kDa. Izolace proteini byla provedena pomoci redukujiciho
vzorkového pufru (kap. 4.2.3.2).
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Obriazek 14: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech kan¢ich a hieblich spermii pomoci protilatky
KMC8.8: A — membrana svazbou protilaitky na protein, B — kontrola s nespecifickymi reakcemi,
Ep su — epididymalni kanci spermie, Ej sy — ejakulované kanci spermie, Ep gq — epididymalni hieb¢i spermie,
Ej eq — ejakulované hieb¢i spermie, 33kDa, 36kDa — nespecifické reakce, Sedé Sipky znaci nespecifické reakce
v kontrolni membrang.
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Obrazek 15: Imunodetekce proteinu CD9 v extraktech kancich a hit‘eb¢ich spermii pomoci protilatky C-4:
A — membrana s vazbou protilatky na protein, B — kontrola s nespecifickou reakci, Ep sy — epididymalni kanci
spermie, Ej sy — ejakulované kanéi spermie, Ep gq — epididymalni hieb¢i spermie, Ej gq — ejakulované hiebéi
spermie, 30kDa — nespecificka reakce, Seda Sipka znaci nespecifickou reakci v kontrolni membrané.

5.3 Lokalizace tetraspaninu CD81 ve spermiich a tkani varlete a
nadvarlete

Pro metodu nepiimé fluorescencni mikroskopie (kap. 4.2.7), ktera slouzila k detekci
proteinu CD81, byla vyuzita primarni polyklonalni krali¢i protilatka H121 a polyklonalni kozi
protilatka Q-14. Rezy a spermie byly dale inkubovany se sekundarnimi protilatkami
konjugovanymi s FITC (zelend fluorescence). Integrita akrozomu byla pozorovana pomoci
PNA lektinu (Cervena fluorescence). Pii lokalizaci proteinu CD81 v kryofezech PNA lektin
nebyl pouzivan. Jadro bylo zna¢eno DAPI (modra fluorescence). Kontroly byly inkubovéany
pouze se sekundarni protilatkou a jsou vzdy uvedeny.

Na obrazku 16 jsou snimky fezt kanc¢iho varlete a ocasu (cauda) nadvarlete, kde byl
protein CD81 detekovan a lokalizovan pomoci protilatky Q-14. Na snimku A je zobrazen fez
testes. Detekce v fezu testes byla negativni. Obrazek B ukazuje fez ocasem (cauda) nadvarlete;
I zde byla detekce negativni.
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Obrazek 16: Lokalizace proteinu CD81 v Fezu kanciho varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomoci protilatky
Q-14: A —testes, B — cauda epididymis, Spc.b. — spermatické bunky, Tk — tkan, SE — sekre¢ni epitel, Sp — spermie,
K — kontrola, Sipky oznacuji spermatické buiiky, méfitko 100 pm, zvétseni 400X.

Pro detekci tetraspaninu CD81 byly spermie dale inkubovany s primarni polyklonélni
kozi protilatkou Q-14. Na obrazku 17 je zobrazena detekce CDS81 u epididymalnich
a ejakulovanych kancich spermii pomoci protilatky Q-14. U obou skupin spermii byla detekce
proteinu CD81 negativni.

Q-14SuEp |B Q-14SuEp | C Q-14SuEp | D Q-14 SuEp

Q-14SuEj| G Q-14 Su Ej Q-14 Su Ej

Obrazek 17: Lokalizace proteinu CD81 v kandich epididymalnich a ejakulovanych spermiich pomoci
protilatky Q-14: A, F — jadro znacené DAPI, B, G — akrozom znaceny lektinem PNA, C, H — reakce s protilatkou
proti CD81, D, | — slozeny obrazek (DAPI, FITC, PNA), E, J — negativni kontrola, Su Ep — epididymalni kanci
spermie, Su Ej — ejakulované kan¢i spermie métitko 10 um, zvétseni 400x.
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Detekce proteinu CD81 v epididymalnich kanc¢ich spermiich pomoci protilatky H121 je
ukdzana na nasledujicim obrazku 18. Na zadné spermii nebyla patrna detekce proteinu CDS81.

A

Obrazek 18: Lokalizace proteinu CD81 v kandich epididymalnich spermiich pomoci protilatky H121:
A — jadro znacené DAPI, B — akrozom znaceny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti CD81, D — slozeny
obrazek (DAPI, FITC, PNA), E — negativni kontrola, méfitko 10 um, zvétSeni 400x.

Ejakulované kanci spermie inkubované s primarni protildtkou HI121 jsou zobrazeny na
obrazku 19. Lokalizace proteinu CD81 byla zietelnd v apikalni oblasti akrozomu. Negativni
kontrola je vlozena v obrazku pod oznacenim E.
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Obrazek 19: Lokalizace proteinu CD81 v kanéich ejakulovanych spermiich pomoci protilatky H121:
A —jadro zna¢ené DAPI, B — akrozom znaceny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti CD81, D — slozeny
obrazek (DAPI, FITC, PNA), E — negativni kontrola, bila Sipka znaci reakci s protilatkou HI121 v apikalni oblasti
akrozomu, métitko 10 pum, zvétseni 400x.

Lokalizaci CD81 v tkanich varlete a ocasu (cauda) nadvarlete hiebcti pomoci protilatky
Q-14 muZzeme vidét na obrazku 20. Na snimku A je zachycena detekce proteinu CD81
Vv hifeb¢im fezu varletem, jez byla negativni. Na snimku B, na kterém je fez hiebéim ocasem
(cauda) nadvarlete, byla detekce taktéz negativni.

Obrazek 20: Lokalizace proteinu CD81 v fezu hi‘ebé¢iho varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomoci
protilatky Q-14: A — testes, B — cauda epididymis, Spc.b. — spermatické buiiky, Tk — tkan, SE — sekreéni epitel,
Sp — spermie, K — kontrola, Sipka oznacuje spermatické buriky, métitko 100 pm, zvétseni 400x.
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Polyklonalni kozi protilatka Q-14 byla vyuzita téz k detekci CD81 v epididymalnich
a ejakulovanych hiebc¢ich spermiich (viz obr. 21). Detekce byla u obou skupin negativni.

Q-14EqEp | B Q-14EqEp | C Q-14 Eq Ep Q-14 Eq Ep

Q-14EqEj| g Q-14EqEj| 1

Obrazek 21: Lokalizace proteinu CD81 v hieblich epididymalnich a ejakulovanych spermiich pomoci
protilatky Q-14: A, F —jadro znacené DAPI, B, G — akrozom znaceny lektinem PNA, C, H — reakce s protilatkou
proti CD81, D, | — sloZzeny obrazek (DAPI, FITC, PNA), E, J — negativni kontrola, Eq Ep — epididymalni hteb¢i
spermie, Eq Ej — ejakulované hiebéi spermie métitko 10 pm, zvétieni 400x.

Na obrazku 22 je uvedena dokumentace epididymalnich a ejakulovanych hiebéich
spermii. Detekce proteinu CD81 protilatkou H121 byla negativni, a to jak u epididymalnich
spermii, tak u ejakulovanych spermii.

H121 Eq Ep H121 EqEp| ¢ H121 EqEp| D H121 Eq Ep

B
H121 EqEj | G HI21 EqEj| H H121 Eq Ej| | H121 Eq Ej

Obrazek 22: Lokalizace proteinu CD81 v hiebéich epididymalnich a ejakulovanych spermiich pomoci
protilatky H121: A, F —jadro zna¢ené DAPI, B, G — akrozom znaceny lektinem PNA, C, H — reakce s protilatkou
proti CD81, D, | — slozeny obrazek (DAPI, FITC, PNA), E, J — negativni kontrola, Eq Ep — epididymalni hieb¢i
spermie, Eq Ej — ejakulované hieb¢i spermie méfitko 10 um, zvétSeni 400x.
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5.4 Detekce tetraspaninu CD81 v extraktech spermii

Byla provedena izolace proteint (kap. 4.2.3). Proteinové extrakty byly naneseny na gel,
elektroforeticky separovany (kap. 4.2.4) a pomoci metody Western blot (kap. 4.2.5) pfeneseny
na nitrocelul6zovou membranu. Pro imunodetekci tetraspaninu CD81 byly membrany
S pfenesenymi proteiny inkubovany s polyklonalni kralici protilatkou H121 a polyklonalni kozi
protilatkou Q-14. Pomoci polyklonalni krali¢i protilatky H121 byl detekovan protein CD81
u ejakulovanych kancich spermii a epididymalnich hieb¢ich spermii. U zbylych skupin nebyla
detekce pomoci protilaitky H121 uspésna. Na membranach, které byly inkubovany
s polyklonalni kozi protilatkou Q-14, nebyla detekce proteinu CD81 spés$na u zadné skupiny
proteinovych extrakti.

Membrana s vyizolovanymi proteiny z ejakulovanych kancich spermii je zobrazena na
obrazku 23. Proteiny byly izolovany metodou RIPA pufru a mocoviny (kap. 4.2.3.4).
Membrana byla inkubovana s primarni protilatkou proti CD81 H121. Byly patrné proteinové
prouzky o ptibliznych molekulovych hmotnostech 12, 25 a 26 kDa. Membrana s ozna¢enim K
slouzila jako negativni kontrola.
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Obriazek 23: Imunodetekce proteinu CD81 v extraktech kancich ejakulovanych spermii pomoci protilatky
H121: Ej — ejakulované kan¢i spermie, K — kontrola.

Pomoci vzorkového pufru a merkaptoethanolu (kap. 4.2.3.2) byly vyizolovany proteiny
z epididymalnich hieb¢ich spermii. Pro imunodetekci byla pouzita protilditka H121. Vazby
protilatky H121 a vyizolovanych hieb¢ich epididymalnich proteinli jsou ukazany na obrazku
24. Byla zfetelna vazba na protein okolo 28 kDa. Membréna s oznacenim K byla pouzita jako
negativni kontrola.
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Obrazek 24: Imunodetekce proteinu CD81 v extraktech hieb¢ich epididymalnich spermii pomoci protilatky
H121: Ep — epididymalni hieb¢i spermie, K — kontrola.

Pro detekci proteinu CD81 byla membrana s pienesenymi proteiny inkubovana také
S polyklonalni kozi protilatkou Q-14. Membrana je zobrazena na obrazku 25. Membréna A
slouzila pro reakci s protilatkou Q-14. Membréana s ozna¢enim B byla vyuzita jako kontrolni
membrana. Byly pozorovany dvé silné vazby na proteiny o molekulové hmostnosti 48 a 65
kDa. Oba proteiny byly pozorovany rovnéZ v kontrolni membrang.
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Obrazek 25: Imunodetekce proteinu CD81 v extraktech kandich a hieb¢ich spermii pomoci protilatky
Q-14: A—membrana s vazbou protilatky na protein, B — kontrola s nespecifickymi reakcemi, Ep sy — epididymalni
kan¢i spermie, Ej sy — ejakulované kanci spermie, Ep gq — epididymalni hieb¢i spermie, Ej gq — ejakulované hiebci
spermie, 48 kDa, 65 kDa — nespecifické reakce, Sedé Sipky znaci nespecifické reakce v kontrolni membrané.
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5.5 Lokalizace tetraspaninu CD151 ve spermiich a tkani varlete
a nadvarlete

Metoda nepiimé fluorescencni mikroskopie (kap. 4.2.7) byla vyuzita rovnéz pro
lokalizaci proteinu CD151 v suspenzi epididymalnich, ejakulovanych kan¢ich a hiebcich
spermiich a kryofezech (kap. 4.2.2). Rezy i spermie byly inkubovany s priméarni protilatkou
proti proteinu CD151 ab12536 a dale se sekundarni protilatkou konjugovanou s FITC (zelena
fluorescence). Jadra bunck jsou obarvenda DAPI (modré fluorescence) a akrozomy lektinem
PNA (&ervena fluorescence). Rezy s lektinem PNA inkubovény nebyly, proto neni na snimcich
fezl patrny signal Cervené fluorescence. Kontroly, které jsou vzdy u snimku uvedeny, nebyly
inkubovany s primarni protilatkou, ale pouze s PBS.

Jak je vidét na obrazku 26, protein CD151 byl lokalizovan v kanc¢ich spermatickych
buiikdch nachézejich se v semenotvorném kanélku varlete. V pravém dolnim rohu se nachézi

zvétSené spermatické buiiky pro lepsi viditelnost. V pravém hornim rohu snimku je umisténa
negativni kontrola.

Obrazek 26: Lokalizace proteinu CD151 v fezu kancéiho varlete pomoci protilatky ab125363:
Spc.b. — spermatické butiky, K — kontrola, méfitko 100 um, zvétSeni 400x.

Obrazek 27 zobrazuje vazbu protilatky ab12536 na protein CD151 v fezu kanciho ocasu
(cauda) nadvarlete. Na snimcich A i B je zietelna pozitivni reakce protilatky s proteinem
CDI151. Znaceni proteinu CD151 se nachazelo v tkani ocasu (cauda) nadvarlete, v sekre¢nim
epitelu, kde byly patrné jednotlivé sekre¢ni vacky, a také ve spermiich, které byly v tésné
blizkosti se sekre¢nimi vacky (viditelné na zvétSenych snimcich C a D). U snimkl A a B jsou
uvedeny kontroly K, které byly negativni.
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Obriazek 27: Lokalizace proteinu CD151 v fFezu kanciho ocasu (cauda) nadvarlete pomoci protilatky
ab125363: A — cauda epididymis, B — cauda epididymis, C, D — zvétSené snimky, Tk — tkan, SE — sekre¢ni epitel,
Sp — spermie, K — kontrola, méfitko 100 um, zvétseni 400x.

Lokalizace proteinu CD151 v epididymalnich kancich spermiich je zobrazena na obrazku
28. Vazba protilatky ab12536 na protein CD151 byla lokalizovana Vv cytoplazmatické kapce
a v subekvatorialnim segmentu hlavi¢ky spermie. Na snimku E je zvétSena spermie. Kontrola
s oznacenim F je negativni.
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Obrazek 28: Lokalizace proteinu CD151 v kan¢ich epididymalnich spermiich pomoci protilatky ab125363:
A —jadro znacené DAPI, B — akrozom znacéeny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti CD151, D — sloZeny
obrazek (DAPIL, FITC, PNA), E — zvétSeny snimek spermie, F — negativni kontrola, Sipky znaci reakci s protilatkou
ab12536 v subekvatorialnim segmentu hlavi¢ky a v cytoplazmatické kapce, métitko 10 um, zvétseni 400x.

U ejakulovanych spermii byly patrné dvé subpopulace, u kterych byla rozdilna detekce
vazby proteinu s protilatkou ab12536 (obr. 29). U subpopulace, do které patii spermie oznacena
bilymi Sipkami, byla pozorovana lokalizace proteinu CD151 silnéjSim signdlem
Vv subekvatorialnim segmentu hlavicky. O néco slabsi signal byl detekovany v anteriorni ¢asti
akrozomu spermii. U druhé subpopulace (Cervena Sipka) chybéla lokalizace proteinu C151
Vv subekvatorialni ¢asti a slaby signal byl detekovany pouze v akrozomalni ¢asti hlavi¢ky. Tato
subpopulace byla zastoupena ménég. Kontrola byla negativni a je zobrazena pod snimkem E.
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Obrazek 29: Lokalizace proteinu CD151 v kanéich ejakulovanych spermiich pomoci protilatky ab125363:
A —jadro znacené DAPI, B — akrozom znacéeny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti CD151, D — slozeny
obrazek (DAPI, FITC, PNA), E —negativni kontrola, bilé Sipky znaci reakci s protilatkou ab12536 v akrozomalnim
a ekvatorialnim segmentu hlavicky, ¢ervena Sipka znaci reakci s protilatkou ab12536 v akrozomalni oblasti
hlavicky, métitko 10 pm, zvétseni 400X.

Na obrazku 30 jsou zobrazeny snimky s fezy hieb¢iho varlete a ocasu (cauda) nadvarlete.
Snimek A zachycuje vazbu protilatky ab12536 na protein CD151 ve varletni tkani. Protilatka
znacila intersticialni tkan v okoli semenotvorného kanalku. Na snimku B je ukdzan fez ocasem
(cauda) nadvarlete, jenz byl inkubovan také s protilatkou ab12536. Byla pozorovan slaba vazba
V intersticialnni tkéni a sekrecnim epitelu. Negativni kontroly pro oba snimky jsou v rozich pod
oznacenim K.
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Obriazek 30: Lokalizace proteinu CD151 v f¥ezu hieb¢iho varlete a ocasu (cauda) nadvarlete pomoci
protilatky ab125363: A — testes, B — cauda epididymis, Spc.b. — spermatické buniky, Tk — tkan, SE — sekre¢ni
epitel, Sp — spermie, K — kontrola, métitko 100 pm, zvétseni 400x.

Polyklonalni krali¢i protilatka ab125363 byla pouzita na lokalizaci proteinu CDI151
taktéz v hiebCich spermiich a reprodukénich organech. U hiebéich epididymalnich spermii,
které byly izolované z ocasu (cauda) nadvarlete nebyla detekce proteinu CD151 uspésna.

Na snimcich ejakulovanych hieb¢ich spermii (obr. 31) byla viditelna lokalizace proteinu

CD151 v ekvatorialnim segmentu hlavi¢ky spermie. Sipka oznaduje pozitivni reakci CD151
s protilatkou ab12536. Snimek negativni kontroly je vloZzen pod oznacenim E.

46



Obrazek 31: Lokalizace proteinu CD151 v hiteb¢ich ejakulovanych spermiich pomoci protilatky
ab125363: A —jadro znac¢ené DAPI, B — akrozom znacéeny lektinem PNA, C — reakce s protilatkou proti CD151,
D — slozeny obrazek (DAPI, FITC, PNA), E — negativni kontrola, $ipka znaci reakci s protilatkou abh12536
v ekvatorialnim segmentu hlavicky, méfitko 10 um, zvétseni 400x.

5.6 Detekce tetraspaninu CD151 v extraktech spermii

Z epididymalnich a ejakulovanych kancich a hieb¢ich spermii byly vyizolovany proteiny
(kap. 4.2.3), které byly separovany pomoci SDS elektroforézy (kap. 4.2.4) a pieneseny metodou
Western blot (kap. 4.2.5) na nitrocelulézovou membranu. Vyizolované proteiny byly
detekovany pomoci polyklonalni krali¢i protilatky proti tetraspaninu CD151 ab125363.
U ejakulovanych kanc¢ich spermii nebyla detekce proteinu CD151 tGspésna.

Membrana s proteinovymi extrakty zepididymdlnich kanéich spermii, jeZz byla
inkubovana s polyklonalni krali¢i protilatkou ab12536, je zobrazena na obrazku 32. Proteinovy
exktrakt byl ziskdn izolaci s RIPA pufrem, mocovinou a merkaptoethanolem (kap. 4.2.3.4).
Na membran¢ oznacené Ep (epididymalni spermie) byl detekovan protein o molekulové
hmotnosti pfiblizné 50 kDa. Je pfiloZzena také membrana s oznacenim K, kteréd slouzila jako
negativni kontrola.
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Obrazek 32: Imunodetekce proteinu CD151 v extraktech kancich epididymalnich spermii pomoci
protilatky ab125363: Ep — epididymalni kanci spermie, K — kontrola.

Na obrazku 33 na membrané A jsou vidét proteiny epididymadlnich a ejakulovanych
hieb¢ich spermii, které byly detekovany polyklonalni krali¢i protilatkou ab12536. Proteiny
byly vyizolovany postupem s RIPA pufrem v redukujicich podminkach (kap. 4.2.3.3).
U epididymalnich spermii byla detekovana siln€j$i vazba na protein o molekulové hmostnosti
cca 49 kDa. Slabsi vazba byla patrné u ejakulovanych hiebcich spermii, kde se jednalo o vazbu
na protein o molekulové hmostnosti pfiblizné 38 kDa.

kDa

Ep gq Ej g Ep g Ej g,
250—3 4
130 .- -
75 —>
25—
20 — -
15— ¥ )
10 —
- A - B

Obrazek 33: Imunodetekce proteinu CD151 v extraktech epididymalnich a ejakulovanych hieb¢ich spermii
pomoci protilatky ab125363: A — membrana s vazbou protilatky na protein, B — kontrola, Ep gq — epididymalni
hiteb¢i spermie, Ej gq — ejakulované hieb¢i spermie.

48



6 Diskuze

Tetraspaniny jsou malé membranové proteiny spadajici do rodiny pfibuznych molekul,
pro které jsou charakteristické Ctyfi transmembranové domény. Nejzésadnéjsi vlastnosti
tetraspanint je jejich shopnost interagovat jednak mezi sebou, ale také s jinymi povrchovymi
proteiny. Diky tomu jsou schopné vytvaret multimolekularni komplexy, tzv. tetraspaninovou
sit’. Pomoci téchto komplexi jsou tetraspaniny schopny ovliviiovat nejriiznéjsi bunééné procesy
tykajici se somatickych buné¢k i gamet (Rubinstein 2011).

Vyzkumy tetraspaninti se v poslednich letech snazi pochopit a popsat jejich funkci béhem
oplozeni. Aby bylo mozné funkci tetraspaninii v reprodukci zcela porozumét, je nezbytné,
abychom o nich védéli co nejvice. Tetraspaniny CD9, CD81 a CD151 jiz byly popsany na
vajecné membrané nékolika sav¢ich druhti, my jsme se proto zaméfili na detekci a lokalizaci
téchto tii tetraspaninii v samcich reprodukénich organech a spermiich u dvou savcich
druhi — prasat a koni. V odborné literatuie neni mnoho informaci o lokalizaci a detekci téchto
tetraspanint u kancil; na hfeb¢im modelu tyto informace doposud neexistuji. Nase vysledky
jsou na hiebéim modelu tedy ojedinélé.

Ptitomnost tetraspaninu CD9 byla potvrzena ve tkéni varlat potkanti (Kierszenbaum et al.
2006) a mysi (Kanatsu-Shinohara et al. 2004). Detekce u obou sav¢ich druhti byla zaznamenana
ve spermatogoniich (Kanatsu-Shinohara et al. 2004; Kierszenbaum et al. 2006). Mimo
spermatogonie byl tetraspanin CD9 také detekovan v cytoplazmé mysich zarode¢nych bunék
varlat, ve spermatocytech a také ve spermatidach (Ito et al. 2010). Kaewmala et al. (2011)
detekovali CD9 v zarode¢nych bunkach kancich varlat a rovnéz v Leydigovych a Sertoliho
buiikdch. Nicméné na snimcich u Kaewmala et al. (2011) nejsou zcela rozpoznatelné Sertoliho
bunky, proto neni jasné, zda jsou také znaceny. My jsme pomoci polyklonalni krali¢i protilatky
MRP-1 detekovali tetraspanin CD9 ve spermatickych buiikach uvniti semenotvornych kanalkt
varlete jak u kancut, tak i u hiebcti. Na zakladé naSeho znaceni nebylo zcela mozné urcit
jednotliva vyvojova stadia spermii. Navic jsme vazbu protilatky s proteinem CD9 zaznamenali
také v cytoplazmé Leydigovych bun€k v kan¢im varleti stejné jako Kaewmala et al. (2011).

O lokalizaci proteinu CD9 ve tkanich nadvarlete zatim nebylo v odborné literatufe mnoho
publikovano. V fezu téla nadvarlete kance lokalizovali CD9 Kaewmala et al. (2011)
a zaznamenali signal v epitelovych bunkach, streociliich, fibromuskularnich buiikach a také
ve spermiich uvnitt kanalku. My jsme z diivodu nedostatecného mnozstvi ¢erstvého materidlu
provadéli detekci u vSech tii tetraspaninli pouze na kryofezech ocasu nadvarlete. NaSe vysledky
jak u kancti, tak u hiebcti ukazuji detekci CD9 ve spermiich uvniti kanalku nadvarlete a dale ve
tkéni a sekre¢nim epitelu nadvarlete.

Lokalizaci vSech tii tetraspanini jsme provadéli pouze na epididymalnich spermiich
izolovanych z ocasu nadvarlete. Na epididymalnich spermiich byl tetraspanin CD9 poprvé
lokalizovan na mysich spermiich, kde byl nalezen na vnitini akrozomalni membrané (Ito et al.
2010). Ve studii Frolikova et al. (2018) se vSak ukazalo, Ze by protein CD9 mohl byt u mysi
asociovan s obéma akrozomalnimi membranami. Také v prasecich epididymalnich spermiich
byl CD9 jiz detekovéan, a to v fezu téla nadvarlete. Kaewmala et al. (2011) detekovali
pfitomnost CD9 v akrozomalnim regionu a akrozomdalni membrané epididymalni kanci
spermie. V nasi studii neni protilatkou zcela zietelné zna¢en akrozom kancich epididymalnich
spermii, pokud jej maji neporuseny. U spermii, které jiz akrozom nemaji, je zfetelnd vazba
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protilatky na protein CD9 na vnitini akrozomalni membran¢. Slaby fluorescen¢ni signal CD9
protilatky muze byt pravdépodobné z divodu piekryti vnitini akrozomalni membrany
akrozomalnim obsahem a epitop neni pro protildtku dobfe pfistupny. Pfiblizné u poloviny
spermii jsme pozorovali lokalizaci rovnéz v kr¢ku. Detekce CD9 u hiebcich epididymalnich
spermii byla negativni. Moznym diivodem bylo poSkozeni spermii u staré¢ho preparatu.

Li et al. (2004) se pokusili detekovat CD9 na ejakulovanych prasecich spermiich, které
byly pfedtim zmrazené v tekutém dusiku. Vysledek byl vSak negativni. Vzhledem K citlivosti
prasecich spermii na zmrazeni by podle Kaewmala et al. (2011) mohl byt divodem praveé tekuty
dusik. My jsme lokalizovali CD9 u prasecich cerstvych ejakulovanych spermii s neporusenymi
akrozomy v oblasti akrozomu. Taktéz jsme zaznamenali riznou intenzitu vazby polyklonalni
krali¢i protilatky MRP-1 na protein CD9 na vnitini akrozomalni membrané u spermii, jez mély
akrozomy porusené. Zhruba u poloviny spermii jsme detekovali také fluorescencni signal
Vv kr¢ku. Lokalizace CD9 u ejakulovanych kancich spermii s neporusenymi akrozomy miiZe byt
epitop proteinu rozpoznavany protilatkou. Pro toto potvrzeni by bylo nutné neprovadét
lokalizaci CD9 na jiz fixovanych spermiich, nybt v suspenzi spermii, stejné jako to provedli
Jankovicova et al. (2020) u tetraspaninu CD151 na lidskych spermiich. Tetraspanin CD9 jsme
detekovali rovnéz v hiebcich ejakulovanych spermiich, kdy jsme zaznamenali vazbu protilatky
na protein v oblasti akrozomu a kréku spermie. Usp&$né byl tetraspanin CD9 také lokalizovan
na ejakulovanych spermiich bykd (Antalikova et al. 2015). Vzhledem k obtizné ptesné
lokalizaci CD9 provedli Antalikova et al. (2015) frakcionaci membran a zjistili, ze CD9 je
u byki lokalizovan na plazmatické membrané a po akrozomalni reakci zcela mizi z hlavicky
spermie. U €loveka je CDY lokalizovan v apikalni oblasti akrozomu a po AR zlistava pifitomen
na vnitini akrozomalni membrané (Frolikova et al. 2018).

Informace o detekci proteinu CD9 pomoci metody Western blot v epididymalnich
kancich spermiich v odborné literatufe chybi. Kaewmala et al. (2011) provadéli detekci
proteinu CD9 z extraktt kanci tkané t€la a ocasu nadvarlete a detekovali protein o molekulové
hmotnosti 24 kDa (Kaewmala et al. 2011). My jsme u extraktu epididymalnich kanc¢ich spermii
nalezli reakci polyklonalni krali¢i protilatky MRP-1 u proteinu 0 molekulové hmotnosti
26 kDa. Protein CD9 byl také detekovan u mySich epididymalnich spermii. Frolikova et al.
(2018) pozorovali proteinové pruhy v molekulovych hmotnostech 45, 75 a 160 kDa. Rozdil
podminkami béhem izolace proteinli. V nasem pfipad¢ byla zvolena izolace v redukujicich
podminkach, kdezto ve studii Frolikova et al. (2018) byly zvoleny neredukujici podminky, kdy
nebyly redukovany disulfidové muistky mezi proteiny. U vysSich molekulovych hmotnosti se
ve vysledcich Frolikova et al. (2018) jedna pravdépodobné o komplexy tvotfené CD9 s jinymi
molekulami.

Z extraktu epididymalnich hfeb¢ich spermii jsme stejnou protilatkou detekovali proteiny
0 hmotnostech 28, 48 a 54 kDa. V ptipad¢ proteinovych pruhi o hmotnostech 48 a 54 kDa se
pravdépodobné jednalo o nespecifické vazby zapfi¢inéné vybérem primérni protilatky a jeji
uzkou specifitou. U proteinu o velikosti 28 kDa mtizeme ptedpokladat, Zze se jedna o protein
CD9. Nicmén¢ pro potvrzeni, zda se opravdu jednalo o nami hledany protein CD9, by bylo
zapotiebi provést identifikaci proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie, protoze molekula
CD9 nebyla doposud ve spermii hiebce popsana.
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V extraktech kancich ejakulovanych spermii jsme tetraspanin CD9 detekovali protein
0 molekulové hmotnosti 28 kDa. CD9 v ejakulovanych spermiich byl popsan u byku, a to
0 molekulové hmotnosti 25 kDa (Antalikova et al. 2015) a také u ¢loveéka (Frolikova et al.
2018), kdy byly v neredukujicich podminkach pozorovany proteinové pruhy o molekulovych
hmotnostech 20, 25, 60 a 100 kDa. V piipadé¢ detekce proteinovych pruhti o 60 kDa a vyssich
se pravdépodobné jedna o kovalentni molekulové kompexy (Frolikova et al. 2018). Rozdil
v molekulové hmotnosti ndimi nalezeného proteinu u kance (28 kDa) muze byt zptusobeny
vysledkem posttransla¢nich uprav jako napf. glykosylace ¢i palmitoylace (Boucheix et al. 1991;
Rubinstein et al. 1993; Engering et al. 2003; Caballero et al. 2013). U hieb¢ich ejakulovanych
spermii jsme detekovali protein o velmi podobné molekulové hmotnosti jako u bykl
(Antalikova et al. 2015) a lidi (Frolikova et al. 2018), a to 26 kDa.

Pro detekci proteinu CD9 v extraktech epididymalnich a ejakulovanych kancich
i hieb¢ich spermii jsme dale pouzili monoklonalni potkani protilatku KMC8.8. Detekce touto
protilatkou vSak nebyla Uspé$nd. Proteinové pruhy o molekulovych hmotnostech 33 kDa
u epididymadlnich kanc¢ich spermii a 36 kDa u epididymalnich hiebich spermii se nachézely
také v kontrole. Pfi pouziti monoklonalni mysi protilatky C-4 jsme pozorovali proteinovy pruh
o hmotnosti 30 kDa, ktery se taktéz nachdzel i v kontrolni membrané. Divodem téchto
nespecifickych reakci je opét vybér primarnich protilatek a jejich tizka specifita.

Lokalizace tetraspaninu CD81 v reproduk¢nich tkanich kanc a hiebct nebo v jejich
epididymalnich a ejakulovanych spermiich pomoci kozi polyklonalni protilatky Q-14 byla
v nasi studii negativni. Diivodem miize byt Uzka specifita vybrané primarni protilatky.
Lokalizaci CD81 v tkanich kancich a hieb¢ich varlat a nadvarlat pomoci polyklonalni krali¢i
protilatky H121 jsme neprovadéli z divodu jejitho nedostatecného mnoZstvi. Nicméné
Kierszenbaum et al. (2006) detekovali CD81 ve spermatogoniich ve varlatech potkant
a prozatim zlstavaji jedini, ktefi tetraspanin CD81 v reprodukénich organech samcti detekovali.

Také imunolokalizace CD81 polyklonalni krali¢i protilatkou H121 v epididymalnich
spermiich kancti a hfebcti byla v nasem ptipadé negativni. Jankovicova et al. (2016) popsali
lokalizaci CD81 u bykli a mySi. Na bycich epididymélnich spermiich byla vazba stejnou
polyklonalni krali¢i protilatkou H121 zaznamenana v apikalni oblasti akrozomu a v ¢asti
populace byl fluorescencni signal zachycen také v ekvatoridlnim segmentu hlavicky. U mySich
spermii byl CD81 lokalizovan pomoci polyklondlni kozi protilatky Q-14 v plazmatické
membrané pokryvajici akrozom (Jankovicova et al. 2016).

Nase vysledky lokalizace proteinu CD81 u ejakulovanych kancich spermii koresponduji
s vysledky Jankovicova et al. (2016). TaktéZz jsme u kanci zaznamenali vyraznou vazbu
polyklonalni krali¢i protilatky H121 s proteinem CD81 v apikalni ¢asti akrozomu. Pro
potvrzeni, zda se jednd o plazmatickou membranu, by bylo nutné provést dal§i zkoumani
s provedenim napft. frakcionace vSech tfi membran pokryvajicich spermii nebo vyuzit techniku
s vy$$i rozliSovaci schopnosti. Protein CD81 byl lokalizovén taktéZ v ejakulovanych spermiich
cloveka. Frolikova et al. (2018) pouzili polyklonalni kozi protilatku Q-14 a lokalizovali CD81
Vv apikalni akrozomalni membrané a ¢astecné v postakrozomalni ¢asti hlavicky. Pro lokalizaci
u ejakulovanych hiebcich spermii jsme pouzili totoZznou protilatku jako u kancich spermii,
nicméné detekce CD81 nebyla Gspésna.
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Detekci proteinu CD81 v extraktech epididymalnich kancéich spermii jsme provadéli
pomoci dvou protilatek, a to jednak polyklonalni krali¢i protilatky H121 a jednak polyklonalni
kozi protilatky Q-14. Detekce obéma protilatkami byla v piipadé kancich spermii negativni.
Nicmén¢ u hiebc¢ich epididymalnich spermii jsme pii pouziti protilatky H121 detekovali protein
o molekulové hmotnosti 28 kDa. Frolikova et al. (2018) pouzili u detekce tetraspaninu CD81
u epididymalnich mySich spermii stejnou protilatku a detekovali proteinové pruhy
0 molekulovych hmotnostech 45, 75 a 160 kDa. Podobné jako u proteinu CD9 se ptipade
proteinu CD81 u studie Frolikova et al. (2018) nejspise jedna o komplexy CD81 s jinymi
molekulami. Muze se také jednat o dimery CD81, o kterych je zndmo, Ze se spojuji
kovalentnimi vazbami a tvoii tak rozsahlé teraspaninové sité (Stipp et al. 2001; Frolikova et al.
2018).

V extraktech ejakulovanych spermii jsme detekovali CD81 pouze u kancich spermii.
Pouzili jsme polyklonalni krali¢i protilatku H121 a zaznamenali jsme vazbu na proteiny
0 molekulové hmotnosti 12, 25 a 26 kDa. Detekce proteinu o velikosti 12 kDa miize ukazovat
na zkracenou ¢i odstépenou fromu proteinu Za pouZiti stejné protilatky Frolikova et al. (2018)
detekovali u lidskych ejakulovanych spermii protein o hmotnosti 48 kDa a se slab$im signalem
proteiny o hmotnostech 75 a 100 kDa, kdy se opé&t ziejmé jednalo o molekulové komplexy.

Vysledky detekce CD81 s polyklonalni kozi protilatkou Q-14 byly negativni. Pti detekci
CD81 v extraktech epididymalnich hieb¢ich spermii jsme pozorovali dva proteinové pruhy
0 hmotnostech 48 a 65 kDa. Jednalo se o nespecifickou vazbu, nebot’ jsme ji zaznamenali také
Vv kontrolni membrané.

O detekci a lokalizaci tetraspaninu CD151 na saméich gametach neni v odborné literatuie
publikovano mnoho. My jsme vV kryofezech kancich varlat lokalizovali CD151 na
spermatickych bunkach. Stejny vysledek publikovali Jankovicova et al. (2020) u mysi a bykd,
ktefi se zatim jako jedini vénovali vyzkumu CDI151 v samcich reprodukénich organech
a spermiich. V nasich vysledcich u hiebcti protilatka proti CD151 neznacila spermatické buiiky
v semenotvornych kanélcich varlat, zaznamenali jsme vSak slaby signdl v intersticidlni tkani.
V tomto ptipadé by izotypova kontrola odhalila, zda se jednalo o specifickou, ¢i nespecifickou
reakci.

Protein CDI151 byl lokalizovan v kryofezech vSech €asti bycich nadvarlat, kde byl
fluorescenéni signal zachycen na spermiich (Jankovicova et al. 2020). V nasi studii stejna
protilatka zieteln€ znacila sekrecni epitel a jednotlivé vacky, jez se z n€j oddeluji. Dale jsme
zachytili fluorescencni signal ve spermiich, které se nachazely bud’ v tésném kontaktu s vacky,
nebo byly v jejich blizkosti. MiiZze se zde jednat o pienos proteinu CD151 extracelularnimi
vezikuly béhem epididymalni maturace v ocasu nadvarlete, stejn¢ jako to bylo popsano u byku
a tetraspaninu CD9 (Caballero et al. 2013). Jinym divodem pro nalezeni fluorescenc¢niho
signalu pouze na spermiich nachézejicich se zkraje kanalku nadvarlete mize byt velky shluk
protilatku. Stejn¢ jako v ptipad¢ lokalizace CD151 v kryofezech varlete hiebct, i v nadvarleti
hiebcili jsme zaznamenali pouze slaby fluorescenéni signal v tkani a sekre€nim epitelu.
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Na epididymélnich kanc¢ich spermiich jsme lokalizovali CD151 v subekvatoridlnim
segmentu a Vv cytoplazmatické kapénce. U hiebct byl vysledek negativni nejspise z ditvodu
poskozeni spermii. Jankovicova et al. (2020) lokalizovali CD151 na myS$ich a bycich
epididymalnich spermiich v misté vnitini akrozomalni membrany a v ekvatorialniho segmentu.
Tento vysledek potvrdili také pomoci Western blot analyzy, kde byly patrné proteinové pruhy
prave ve frakci vnitini akrozomalni membrany.

Také informace o lokalizaci proteinu CD151 pomoci nepiimé fluorescencni mikroskopie
u ejakulovanych spermii ptfindsi pouze studie od Jankovicova et al. (2020). Podle ni byl
u lidskych spermii tetraspanin CD151 nalezen v ekvatorialnim segmentu a po akrozomalni
reakci také na vnitini akrozomalni membrané a stejné vysledky byly zjistény u bycich
ejakulovanych spermii. My jsme lokalizovali CD151 na kancich ejakulovanych spermiich, kde
nam protilditka znacila subekvatoridlni segment. Slabsi signdl jsme detekovali také
v akrozomalni oblasti hlavicky, coz mize byt zplisobeno mirnym poSkozenim akrozomu.
Protilatka by se tedy mohla vazat do oblasti vnitini akrozomalni membrany, stejné jako tomu
je u bycich ¢i lidskych spermii. U hieb¢ich ejakulovanych spermii jsme lokalizovali CD151
pouze Vv ekvatoridlnim segmentu. To mize byt naopak disledek piekryti vnitini akrozomalni
membrany akrozomalnim obsahem a vn¢js$i akrozomalni membranou. Abychom tyto
piedpoklady mohli potrvdit, bylo by nutné provést napf. jiz zminovanou frakcionaci membran
¢i lokalizaci CD151 u kancich a hieb¢ich spermii po akrozomalni reakci.

V extraktu kancich epididymalnich spermii jsme pomoci protilatky proti CD151
detekovali protein o molekulové hmotnosti 50 kDa a u hieb¢ich spermii protein o hmotnosti
49 kDa. Pro ziskani naSich vysledkli detekce proteinu CD151 jsme pouZili polyklonalni kréali¢i
protilatku ab125363 (Abcam). Tutéz protilatku pouZili ve své studii i Jankovicova et al. (2020),
ktefi v extraktu epididymalnich mySich spermii detekovali CDI151 jako proteiny
0 molekulovych hmotnostech 32 a 35 kDa. Pro bliz§i lokalizaci CDI151 provedli
detekci v membranovych frakcich spermii, kdy zaznamenali proteiny o stejnych velikostech
a také navic protein o hmotnosti 38 kDa ve frakci vnitini akrozomalni membrany. Vzhledem
k velikosti proteinu CD151, ktera je 27-28 kDa (Fitter et al. 1995; Boucheix & Rubinstein
2001), je podle Jankovicova et al. (2020) pravdépodobné, Ze se u proteind, které detekovali,
jedna o glykosylované izoformy proteinu CD151. Glykosylacni misto v proteinu CDI151 jiz
bylo popsano (Fitter et al. 1995), a je tedy mozné, Ze 1 u nami detekovaného kanciho a hieb¢iho
proteinu se jedné o glykosylovanou izoformu s rozsahlej$im sacharidovym fetézem, ktery udéli
proteinu vyssi molekulovou hmotnost.

Néami provedena detekce CD151 v extraktu kancich ejakulovanych spermii nebyla
uSpésna. Nicméne u hiebCich ejakulovanych spermii jsme opét pomoci polyklonalni kralici
protilatky ab125363 detekovali protein o molekulové hmotnosti 38 kDa, coz koresponduje
s vysledky Jankovicova et al. (2020). Zd4 se, ze taktéz u téchto vysledkii se jedna
o glykosylovanou izoformu proteinu CD151. V lidskych spermiich byly detekovany proteiny
0 molekulovych hmotnostech 28 a 35 kDa (Jankovicova et al. 2020).
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[ Zavér

Tato prace je uvodni studii detekce a lokalizace tetraspanini CD9, CD81 a CDI151
Vv kancich a hiebcich reprodukénich organech a spermiich. Vychézeli jsme v ni z hypotézy, ze
tetraspaniny, které byly ptivodné detekovany a lokalizovany na plazmatické membrané sav¢iho
vaji¢ka, budou taktéZz popsany v membranach sav¢ich spermii. Cilem prace byla detekce
a lokalizace uvedenych tetraspanini: (1) Vv reprodukénich organech prasete a hiebce
a (2) ve spermiich prasete a hiebce.

Tetraspanin CD9 byl pomoci specifickych protilatek lokalizovan ve spermatickych
bunkdch semenotvorného kandlku kancich i hifebcich varlat. U kanc¢itho modelu byl
fluorescen¢ni signdl navic zachycen také v Leydigovych bunkach. Lokalizace CD9 byla
prokézana v sekrecnim epitelu, tkani a spermiich uvnitt kanalku nadvarlete jak kanci, tak
hiebc. U epididymélnich kancich spermii byl tetraspanin CD9 lokalizovdn na wvnitini
akrozomalni membrané. Stejny vysledek byl rovnéz u ejakulovanych kanc¢ich spermii. Tato
zjisténi byla podpofena také detekci proteinu CD9 v exktraktech epididymalnich spermii, kde
byl nalezen protein o molekulové hmotnosti 26 kDa. V extraktu ejakulovanych spermii jsme
detekovali protein o hmotnosti 28 kDa. Vysledky lokalizace tetraspaninu CD9
u epididymalnich hiebéich spermiii byly negativni. U ejakulovanych hieb¢ich spermii
protilatka proti CD9 znacila akrozomalnich oblast. Také u hiebcli byly nalezeny proteiny
Vv extraktech epididymalnich spermii, a to o molekulovych hmotnostech 28, 48 a 54 kDa.
Protein o hmotnosti 26 kDa byl detekovan v extraktech ejakulovanych hieb¢ich spermii.

Vysledky detekce a lokalizace tetraspaninu CD81 byly pievazné negativni. Lokalizovan
byl v apikalni oblasti akrozomu u ejakulovanych kanéich spermiich. Tento vysledek byl
podpoien také detekci proteini o molekulové hmotnosti 12, 25 a 26 kDa v extraktu
ejakulovanych kanc¢ich spermii. V extraktu epididymalnich hieb¢ich spermii byl detekovan
protein o molekulové hmotnosti 28 kDa. Zbyvajici vysledky u kanc¢iho a hieb¢iho modelu byly
negativni.

Lokalizace tetraspaninu CD151 v kan¢ich varlatech byla zaznamenana ve spermatickych
bunkach semenotvorného kanalku. U hiebcti byla zaznamenéna slaba vazba protilatky proti
CD151 v intersticialni tkani varlete a v sekre¢nim epitelu a tkani nadvarlete. V kanc¢im
nadvarleti byl CD151 lokalizovan Vv sekre€nim epitelu, v oddélujicich se vaccich a ve
spermiich, které se nachazely zkraje kandlku nadvarlete. V epididymalnich a ejakulovanych
spermiich kance byl CDI51 lokalizovan v subekvatoridlnim segmentu. U ejakulovanych
kanc¢ich spermii navic také v oblasti akrozomu. Vysledek lokalizace tetraspaninu CD151 byl
u epididymalnich hiebcCich spermii negativni. U ejakulovanych hiebc¢ich spermii byl CD151
nalezen v ekvatorialnim segmentu. Tento protein byl také detekovan v extraktech
epididymalnich spermii kanct, a to jak u kanciho modelu, kde byl nalezen protein o molekulové
hmostnosti 50 kDa, tak u hieb¢iho modelu, kde byl zaznamenan protein 0 hmotnosti 49 kDa.
Detekce proteinu CD151 v extraktu ejakulovanych kancich spermii byla negativni. U hfebcich
ejakulovanych spermii byl detekovan protein o molekulové hmotnosti 38 kDa.
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Z téchto vysledkt vyplyva, ze stanovend hypotéza o detekci tetraspaninii v membranach
sav¢ich spermii byla potvrzena. Pfestoze do budoucna bude tieba shromazdit vice detailnéjsich
informaci pravé o detekci a lokalizaci tetraspaninl, abychom ziskali komplexnéjsi piehled
0 zapojeni téchto molekul v reproduk¢nich procesech, pfinasi tato prace zcela nové informace
0 detekci a lokalizaci CD9, CD81 a CD151 u prasat a pfedevsim pak u koni.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

a disintegrin and metalloproteinase

akrozomalni reakce

adenosin trifosfat

Akademie véd Ceské republiky

cyklicky adenosin monofosfat

Cystein-Rich Secretory Proteins

deoxyribonukleova kyselina

mala extracelularni smycka

velka extracelularni smycka

ejakulované spermie

ejakulované hieb¢i spermie

ejakulované kanci spermie

epididymalni spermie

epididymalni hieb¢i spermie

epididymalni kan¢i spermie

glykofosfatidylinositol

zérodecny vacek

inner acrosomal membrane (vnitini akrozomalni membréana)
intracytoplazmatickd injekce spermie

imunoglobulin

kontrola

katedra veterinarnich disciplin Ceské zemédélské univerzity
Leydigovy bunky

nitrocelul6zovd membrana

outer acrosomal membrane (vnéj$i akrozomalni membrana)
proteinkindza A

rhodamine peanut agglutinin

dodecylsulfat sodny

sekre¢ni epitel

spermie
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