Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra veterinarnich disciplin

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdrojt

Detekce sacharidovych struktur v glykoproteinovém
profilu spermii

Diplomova prace

Bc. Tereza Némeckova

Reproduk¢ni biotechnologie

RNDr. Pavla Postlerova, Ph.D.

© 2023 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Detekce sacharidovych struktur

4N

v glykoproteinovém profilu spermii" jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho
diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdroji, které jsou
citovany v praci auvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené
diplomové prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorska

prava tietich osob.

V Praze dne 14. 4. 2023




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala RNDr. Pavle Postlerové, Ph.D. za cenné rady,
trpélivost a podporu pii vedeni této diplomové prace. Podékovani za podporu béhem studia

patfi 1 ptitelovi a rodi¢im.



Detekce sacharidovych struktur v glykoproteinovém
profilu spermii

Souhrn

Béhem vyvoje spermie dochazi k molekularnim zméndm nejen uvnitf, ale 1 na jejim
povrchu. V plazmatické membrané se reorganizuji a prestavuji lipidy, proteiny a sacharidy.
Tyto zmény vedou k dozravani spermii. Na proteiny nebo lipidy plazmatické membrany
navazuje glykoproteinovy obal spermie, ktery také prochazi posttestikuldarnimi zménami.
Glykoproteiny se v reprodukci uplatituji v riznych procesech. U samcich gamet se podileji
napf. na spermatogenezi, maturaci spermii, ochrané spermie pii prichodu sami¢im pohlavnim
traktem, kapacitaci nebo na rozpozndvani a vazbé spermii na ZP. Glykoproteiny mohou byt
béhem maturace spermie modifikovany ¢i relokalizovany. Tyto zmény 1ze detekovat pomoci
lektinti — bilkovin, které maji schopnost se specificky vazat na cukerné zbytky.

Cilem této diplomové prace bylo detekovat vybrané sacharidové typy vazeb
v glykoproteinech izolovanych ze spermii kancii a jejich porovnani v rdmci individuality
jedinct. Pro tyto experimenty byly vyuzity celkem tfi lektiny s rGznou vazebnou specifitou,
byly to MAA, WGA a sWGA.

K vizualizaci vazby lektinu WGA a sWGA na spermie byla vyuzita nepiima
fluorescen¢ni mikroskopie. Na fixovanych spermiich aceton-metanolem byly nalezeny 3 vzory
vazby lektinti: po celé hlavicce, po jejim obryse nebo jen v akrozomalni oblasti. Nejcastéji se
objevovaly spermie se signalem po obryse hlavicky. U spermii v suspenzi byl k témto vzortiim
navic objeven dalsi, a to signal po celé hlavicce mimo akrozomadlni oblast. Tento typ byl vSak
nalezen pouze u jednoho kance. V tomto experimentu byla zjiSténa nejCastéjsi lokalizace
sacharidovych struktur rozpoznavanych WGA a sWGA lektiny po celé hlavicce spermie.

K detekci vazby lektinii na glykoproteiny v lyzatech ejakulovanych spermii byla vyuzita
metoda Western blot, béhem které byly pouzity tii lektiny — MAA, WGA a sWGA. Po
provedené denzitometrické analyze byl nalezen jediny signifikantni rozdil v sile signalu vazby
lektinu WGA mezi dvéma kanci. Navic byly cilen¢ izolovany proteiny z povrchu spermii
a v nich detekovany glykoproteiny rozpoznavané WGA a sWGA lektiny. Bylo nalezeno 9
skupin glykoproteint, které byly pii pouziti obou lektinu velmi podobnych molekulovych vah.
Lektin WGA se navic navazal na 2 skupiny glykoproteinti o velikosti 209 a 42 kDa.

Z vysledki vyplyva, Ze kanci spermie béhem svého vyvoje a maturace ziskava struktury,
které obsahuji sialovou kyselinu v multivalentni nebo o 2-6 vazb& a N-acetylglukosamin.
Zaroven je ale pfitomnost a rozloZeni nékterych z téchto glykanovych struktur na spermii do
ur¢ité miry individudlni a mohou pfedstavovat nové molekuldrni markery pro hodnoceni
piipadné selekci spermii.

Klicova slova: glykoprotein, spermie, lektin, Western blot, kanec



Detection of saccharide structure in sperm glycoprotein
profile

Summary

During the sperm development, molecular changes take place not only inside, but also on
their surface. Lipids, proteins and carbohydrates are reorganized and rebuilt within the plasma
membrane. These changes lead to the maturation of sperm. Proteins or lipids of the plasma
membrane are followed by the glycoprotein coat of the sperm, which also undergoes
posttesticular changes. Glycoproteins are involved in reproduction in various processes. In male
gametes, they participate in e.g. spermatogenesis, sperm maturation, protection of sperm during
passage through the female genital tract, capacitation, sperm-ZP recognition and binding.
Glycoproteins can be modified or relocalized during sperm maturation. These changes can be
detected using lectins - proteins that have a specific ability to bind to sugar residues.

The aim of this diploma thesis was to determine selected types of carbohydrate bonds in
glycoproteins isolated from boar sperm and their comparison within the individuality of boars.
A total of three lectins with different binding specificities were used for these experiments, they
were MAA, WGA and sWGA.

Indirect fluorescence microscopy was used to visualize WGA and sWGA lectin binding
to sperm. On acetone-methanol fixed spermatozoa, 3 patterns of lectin binding were found: on
the entire head, along its outline or only in the acrosomal region. Sperm with a signal following
the outline of the head appeared most often. For spermatozoa in suspension, another one was
discovered in addition to these patterns, namely a signal on the entire head apart from the
acrosomal region. This type was found in only one boar. In this experiment, the most frequent
localization of carbohydrate structures recognized by WGA and sWGA lectins was detected
throughout the sperm head.

To detect the binding of lectins to glycoproteins in ejaculated sperm lysates, the Western
blot method was used, during which three lectins - MAA, WGA and sWGA - were employed.
After densitometric analysis, the only significant difference was found in the WGA lectin
binding signal between the two boars. In addition, proteins were isolated from the sperm surface
and glycoproteins recognized by WGA and sWGA lectins were detected. Nine groups of
glycoproteins were found, which were of very similar molecular weights using both lectins.
Moreover, WGA lectin bound to two groups of glycoproteins of size 209 and 42 kDa.

The results show that boar spermatozoa during their development and mature gain
structures that contain sialic acid in a multivalent or a 2-6 bond and N-acetylglucosamine.
Together with these findings, the presence and distribution of some of these glycan structures
appear to be individual and may represent new molecular markers for the evaluation or selection
of spermatozoa.

Keywords: glycoprotein, sperm, lectin, Western blot, boar
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1 Uvod

Béhem svého vyvoje savéi spermie prochazi fadou zmén. Tyto zmény jak na
extracelularni, tak intracelularni trovni jsou pro spermie dilezité k ziskani schopnosti oplodnit
vajicko (Cooper, 2007). Béhem vyvoje a zrani spermii dochazi pfedevs§im k piestavbé ve
sloZeni lipidii, proteinti a sacharidtl (Tulsiani, 2005). Zmény prodélava také glykokalyx, coz je
vrstva sacharidovych struktur na povrchu spermii, kterd jim dodavd mnoho potiebnych
vlastnosti (Schroter et al. 1999). Zakladem povrchovych glykoproteint jsou peptidové fetézce
s vétvenymi oligosacharidy (Tecle & Gagneux 2015), které mohou byt tvoieny a modifikovany
béhem maturace v nadvarleti, pozdéji 1 pfi kontaktu se semennou plazmou, a 1 v samic¢ich
reprodukcnich organech (Brewis & Gadella, 2010). Sledovat zmény ve slozeni glykokalyxu
spermie muiZze byt zajimavé proto, ze mezi funkce glykoproteinii patii napi. ochrana pired
imunitnimi slozkami, inhibice pfedcasné kapacitace, vazba spermii na zona pellucida vajicka
nebo umoznéni mezibunééné komunikace. Soulad mezi témito funkcemi je dulezity pro
uspésné oplozeni (Xin et al., 2022).

Zmény tykajici se sacharidovych struktur lze sledovat za pomoci rozmanité skupiny
bilkovin — lektini. Ty lze najit u Siroké fady organismii (Santos et al., 2013). Vyuzivané jsou
pro jejich schopnost specificky rozpoznat jak izomery a vétveni cukri, tak vazby na terminalni
fetézce slozitych glykant (Accogli et al. 2017). Zaroven nemaji vii¢i rozpoznavanym sacharidi
enzymatickou aktivitu (Loris, 2002). Proto, aby bylo mozné je detekovat pomoci
imunocytochemie, imunohistochemie nebo pratokovou cytometrii, se znaci napf. enzymy,
biotinem nebo fluorescenénimi barvami (Xin et al., 2016).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Pro tuto diplomovou praci byla stanovena hypotéza, ktera predpoklada rozdil v detekci
sacharidovych struktur spermii kancti pomoci vybranych lektinti u jedinci stejného plemene.

Cilem prace byla detekce vybranych sacharidovych typt vazeb v glykoproteinech spermit
se zaméfenim na izolaci proteini z jejich povrchu. Navic byla zji§tovana rozdilna lokalizace
glykant spermii, kterd byla porovnavéana v ramci individuality jednotlivych kanci.



3 Literarni reSerse

3.1 Vyvoj a morfologie spermie

Spermatogeneze je proces probihajici ve varlatech, ktery zahrnuje vyvoj a zrani spermii.
Zacina s nastupem pohlavni zralosti a probiha az do smrti jedince (Kachlik, 2018).

Regulace pribéhu vyvoje spermii zacind v hypotalamu, kde se produkuje GnRH
(Gonadotropin-Releasing Hormone), ktery je odtud transportovan do adenohypofyzy. Zde se
poté zacne produkovat LH (Luteinizacni hormon) a FSH (Folikuly stimulujici hormon)
(McLachlan, 2000). LH stimuluje tvorbu testosteronu Leydigovymi buitkami, FSH stimuluje
Sertoliho buiiky (Coward & Wells, 2013).

Primordiani pohlavni buniky, které do varlete migruji béhem fetalniho vyvoje, prodélavaji
mitézu a méni se na spermatogonie (De Kretser et al., 1998). Ty jsou ulozeny v prohlubnich
Sertoliho bunék, které jim zajist'uji potiebnou vyzivu nutnou a podporu pro dalsi vyvoj (Hafez
et Hafez, 2000). Ze spermatogonii dal§im délenim vznikaji dvé rizné populace bunék. Prvni,
tzv. spermatogonie A, slouzi jako rezerva spermatogonii. Druhé, tzv. spermatogonie B, se
diferencuji v diploidni priméarni spermatocyty, které vstupuji do meidzy. Tim vznikaji dva
diploidni sekundarni spermatocyty (De Jonge & Barrat, 2006), které jsou jiz ulozeny v blizkosti
lumina semenotvorného kanalku (Hafez et Hafez, 2000).

Sekundarni spermatocyty rychle prfechazi do druhého meiotického déleni, béhem kterého
vznikaji dv€ haploidni spermatidy (Holstein et al., 2003). Z jednoho primarniho spermatocytu
tak vznikaji 4 spermatidy (Mulhall et al., 2013), které prochazi dal$imi zménami v procesu
spermiogeneze a meéni se na spermie. Tento proces spolu se spermatogenezi trva dle savéiho
druhu 41 (kanci) az 74 (lidé) dni (Griswold, 2016), avSak u vétSiny savcl je k pfeméné
primordialnich pohlavnich bun€k ve spermie potfebna doba 30-40 dni (Clermont, 1972).

Zmény pfi zrani spermie zahrnuji protaZeni spermatidy, mnoZzeni mitochondrii, vytvoteni
akrozomu a bi¢iku (Mulhall et al., 2013). Také dojde k vylouceni ¢asti cytoplazmy, kterd je
poté vstiebana Sertoliho bunkami (Sklipka & Tonar, 2019). Nepohyblivé spermie jsou poté
vytlateny do lumen semenotvornych kanalkti a dalsi jejich dozravani probiha v nadvarlatech
(Mulhall et al., 2013).

Stavba zralé spermie odpovidé jejimu poslani, tedy schopnosti oplodnit vajicko. Lze ji
rozdelit na dvé hlavni ¢asti: hlavicku a bi¢ik (Bonet et al., 2013). Velikost a tvar hlavicky je
proménliva, obecné ma ovalny az hruskovity tvar (Sklipka & Tonar, 2019). Obsahuje haploidni
j&dro s bunécnou DNA a akrozom spolu s molekulami, které spermiim umoziuji rozpoznat
oocyty a nasledné s nimi splynout (Bonet et al., 2013). Akrozom je utvar, ktery obsahuje
hydrolytické enzymy a pokryva asi 2/3 hlavi¢ky spermie, oznacené jako akrozomalni oblast.
Vznika z Golgiho komplexu, hraje roli pii akrozomové reakci (AR) a umoziuje proniknuti
spermie do vajicka (Plant & Zeleznik, 2015). Obklopuje ho akrozomalni membrana rozdélena
na vnitini (IAM) a vnéj$i (OAM), které se v ekvatoridlnim segmentu hlavicky spojuji (Bonet et
al., 2013).

Mezi hlavickou a bic¢ikem je kratky spojovaci usek — kréek dlouhy asi 1-1,5 um (Vajner,
Uhlik, 2018). Bicik je nejdelsi Cast spermie a zajiStuje pohyblivost spermii. Obsahuje
mitochondrie, které generuji energii potiebnou k pohybu (Bonet et al., 2013). VSechny jeho
¢asti — mitochondridlni, hlavni a koncova ¢ast, jsou propojeny axonemou — svazkem
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mikrotubuli (De Jonge & Barrat, 2006), kdy je centrdln¢ ulozen jeden par mikrotubuld
a v kruhu kolem néj je uspotfadano devét dalSich para (Porter & Sale, 2000).

Protoze je tato diplomova prace zamétena na kanci spermie, nasleduje jeji strucny popis.
Kanci spermie je bunka dlouha 43—45 um. Hlavicka je ovalna, z obou stran zplostéla a ma 7
pm dlouhd ama 0,7 um v priméru. Hlavni ¢ast je dlouhd 26,2 pm a mé primér 0,4 um. Koncova
¢ast bi¢iku ma 2,2 pm na délku a prameér 0,2 pm (Bonet et al., 2013). Schematicky nakres kanci
spermie je zobrazen na obrazku 1..

Acrosome

Nucleus
.. CONNECTING =
PIEGE cisiisonsssn

Midpiece "

45um

Principal

Piece

Terminal

Obr. 1. Schematicky nakres kanci spermie. Zndzorneni hlavnich casti zralych kancich spermii a jejich
typické rozmeéry. Hlavicka obsahuje jadro a akrozom. Bicik lze rozdélit na 3 casti — mitochondrialni,
hlavni a koncova cast. (Bonet et al., 2013)

3.1.1 Posttestikularni maturace spermii

Po opusténi varlat je spermie neschopna pohybu, a tedy i pfirozeného oplodnéni vajicka
(Yanagimachi, 1994). Aby tuto schopnost ziskala, musi projit maturaci, kterd se odehrava
v nadvarlatech (Hafez et Hafez, 2000). Nadvarle 1ze anatomicky rozdélit do tii hlavnich ¢asti:
hlavu, t¢lo a ocas. Priichod spermie v§emi oblastmi u kance trva asi 12-15 dni (Cooper, 1998).
Mezi dalsi funkce nadvarlete patfi mimo dozravani spermii i jejich transport z varlat do
chamovodi a jejich skladovani az do ejakulace (Bonet et al., 2013).

Béhem maturace prochazi zménou 1 plazmatickd membrana (PM) spermie. Dochazi ke
zméndm, které zahrnuji pfestavbu membrany a modifikaci glykanovych skupin na jejim
povrchu (Tulsiani, 2005). Tyto zmény ve slozeni a modifikaci povrchu spermii vedou k jejich
dozravéani (Cheon & Kim, 2015).

V nadvarlatech jsou spermie vystaveny pusobeni epidydimalni tekutiny, ktera obsahuje
mimo jiné i rizné proteiny (Tulsiani & Haila, 2012). Nékteré z téchto proteind pfispivaji
k tvorbé maturacniho prostiedi, dalsi se na spermie navazuji. Naopak proteiny pfitomné po
vyvoji ve varlatech mohou z jejich povrchu odchazet. Dochazi tedy ke zméndm v rozmisténi,
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k nahrazeni, upravé nebo maskovani intramembranovych proteini nebo glykoproteinii
ziskanych ve varlatech, ¢imz vznikaji receptory pro interakci s vajickem (Tulsiani & Haila,
2012).

Enzymy ptitomné v epididymalni tekutin¢ modifikuji membranové sacharidové zbytky,
proteiny 1 lipidy (Bonet et al.,, 2013). Mezi enzymy modifikujici glykany se fadi
glykosyltransferazy, které piidavaji cukerné zbytky. Jejich Stépeni naopak zajiStuji
glykohydroldzy (glykozidazy) (Tecle & Gagneux, 2015). Zmény lipida spocivaji ve zménach
jejich fyzikalnich a chemickych vlastnosti (Bonet et al., 2013).

Redistribuce membranovych glykoproteini a lipidi vede ke vzniku novych domén
(Bassols, 2006). Ty spolu s novou antigenni identitou pozdéji umoZziuji rozpoznani spermii
bunikami vejcovodi, ZP a plazmatickou membranou (oolemma) vajicka. Navic tyto modifikace
poskytuji spermiim vétsi odolnost vici vystaveni osmotickym Soktim (Bonet et al., 2013). Roste
1 zaporny naboj na povrchu spermii, ktery ji poméha chranit pted mikroorganismy a imunitnim
syst¢tmem (Cheon & Kim, 2015). Zménami prochdzi i schopnost povrchu vazat lektiny
(Fabrega et al. 2011).

Zaroven u spermii nastdva vyvoj jejich motility (Coward & Wells, 2013). Béhem
priachodu nadvarletem se vzorec pohybu postupné méni. V hlavé nadvarlete se spermie
pohybuji nepravidelné. V téle je pohyb neprogresivni a kruhovy. V ocasu se pak méni na
progresivni a linedrni (Pruneda, 2006; Bonet et al., 2013). Pfi vyvoji motility dochazi ke
zpeviovani bi¢ikli spermii na urovni cytoskeletalnich struktur pomoci disulfidickych vazeb,
tim ziska vétsi tuhost a odolnost viici ohybu, motilita je indukovana forward motility proteinem
pfitomnym v epididymalni tekuting (Bonet et al, 2013).

Béhem maturace nastavaji také zmény v mitochondriich, které jsou oznafovany
ubiquitinem pro jejich pozdéjsi degradaci. Mimo jiné dochézi i ke zméndm v akrozomu a jadre,
kde se kompaktuje chromatin (Flesch et al., 2000) Akrozom je na pocatku cesty spermie
nadvarletem vypoukly, ale pfi jeho prichodu se postupné¢ zmenSuje, az je patrny pouze
v apikdlni oblasti (Bonet et al., 2012). Ke kondenzaci jaderného chromatinu dochazi
prostiednictvim tvorby disulfidickych vazeb mezi protaminovymi cysteiny (Pruneda, 2006).

Hlavni morfologickou zménou pfi prichodu nadvarletem je migrace cytoplazmatické
kapky. Béhem ptechodu z hlavy do téla nadvarlete kapka ,.klouze* ze zédkladny hlavicky na
konec stfedni casti bi¢iku a pak se dle druhu vylou¢i bud’ v kaudalni tekutiné¢ nebo pti/po
ejakulaci (Gatti et al., 2004).

Spermie se poté v sami¢im reprodukénim traktu zdrzuji v oviduktalnim rezervoaru, kde
prochazi kapacitaci, tedy fadou membranovych zmén. Ty zahrnuji i zvySeni toku vapniku, coz
vede ke zvySeni jeho intracelularnich hladin a cAMP, zvySuje se fluidita membran a dosaZeni
hyperaktivace pohybu (Coward & Wells, 2013). Hyperaktivace motility spermie, ke které
dochazi v ranych fazich kapacitace, se vyznacuje mohutnymi ohyby biciku s vysokou
amplitudou a kruhovym nebo nepravidelnym pohybem (Gomez-Torres et al., 2012). Tento
pohyb usnadiiuje uvoliiovani spermii z rezervoaru jejich prichod hlenem v lumen vejcovodu
a penetraci cumulus oophorus obklopujici ovulovany oocyt (Suarez, 2008).

Procesy, které napomahaji reorganizaci a modifikaci molekul plazmatické membrany,
jsou aktivovany tzv. kapacitacnimi faktory (Flesch & Gadella, 2000). Béhem téchto procest
nastavaji dal§i zasadni zmény v glykokalyxu spermie. Jsou uvoliiovany glykokonjugaty
(ptedevsim proteinit ukotvenych pomoci GPI (glykosylfosfatidylinositolu) kotvy a beta-
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defensini) a Stépeny sialové kyseliny. Dé&je zahrnuji i redistribuci glykokonjugatt, napf.
gangliositl (jsou spojené s lipidovymi rafty) a enzymdu, které modifikuji glykany
(hyaluronidaza PH-20/adhezni molekula 1 - SPAMI1) na povrchu spermie, coz je potiebné, aby
byla kapacitovana spermie schopna oplodnit vajicko (Tecle & Gagneux, 2015).

U prasecich spermii také mizi obal z agregovanych spermadhezinti, ktery brani pfed¢asné
AR. Zbylé molekuly spermadhezint funguji jako priméarni vazebné proteiny na zona pellucida
(ZP) vajicka (Topfer-Petersen et al., 1998). Vysledkem kapacitace jsou tedy spermie, které jsou
schopné vazat se na ZP, protoze doslo k odhaleni k tomu potfebnych receptort, které se mohou
vazat na jeji sacharidové struktury. Dale projit AR a nasledné i fizi s vitelinni membranou
oocytu (Zhang et al., 2023).

3.2 Glykokalyx spermie

Jak jiz bylo zminéno vySe, tak velmi dilezitou molekuldrni strukturou na povrchu bunék
je jejich glykokalyx. U gamet jsou soucasti glykokalyxu i molekuly, které se ucastni aktivit
spojenych s oplodnénim (Tecle & Gagneux, 2015).

Glykokalyx spermie je vrstva silnd asi 20-60 nm, ktera se sklada z riiznych glykoproteint,
glykolipidl a GPI ukotvenych glykoproteint a nachazi se na povrchu buniky (Tecle & Gagneux,
2015). Nekteré z téchto glykokonjugatl si spermie syntetizuje sama, nékteré jsou ptivodem od
somatickych bun¢k (Schréter et al., 1999). Glykokalyx navazuje na proteiny (glykoproteiny)
nebo lipidy (glikolipidy) PM a jde o primarni rozhrani mezi spermii a jejim okolim. Tato vrstva
prochazi znacnymi zmé&nami pii maturaci spermii béhem jejich priichodu nadvarletem (Pelaez
et al, 2011), pfi kontaktu s SP a pozd&i i v samicich reprodukénich organech (Brewis
& Gadella, 2010).

V porovnani se ZP vajicka je struktura glykokalyxu spermie mnohem komplikovanéjsi.
Zatimco ZP je sloZena ze 3-4 glykoproteinti, na povrchu lidské spermie je pfitomno nejméné
300 proteinii a predpoklada se, ze vétSina jich je glykosylovana (Diekman, 2003). Vyvijejici se
spermie si glykany tvofi samy, protoZe je u nich pfitomno funk¢i endoplazmatické retikulum
a Golgiho aparat. Po dokonceni spermatogeneze jiz spermie nejsou schopné si glykany tvofit
de novo (Bonet et al.,, 2013). Po jejich vyvoji ve varlatech prochézi jejich glykokalyx
postestikularni modifikaci (Tecle & Gagneux, 2015).

Béhem prichodu pies nadvarle se dal§i glykokonjugaty spojuji s povrchem spermii.
Stejné¢ tak jsou jiz pfitomné povrchové glykany enzymaticky ménény glykosidazami
a glykosyltransferazami. Dal$i glykany se do glykokalyx ptidévaji pti kontaktu s SP. Zménami
glykoproteinovy obal prochdzi 1 v sami¢im reprodukénim traktu. Po kapacitaci je povrch
spermii modifikovany tak, aby byl pifipraven na AR a oplodnéni (Diekman, 2003). Hlavni
skupiny glykan a glykokonjugétii na spermii shrnuje obrazek 2.
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V sami¢im pohlavnim traktu zastava glykokalyx na spermii n¢kolik funkci. Patfi mezi né
prichod cervikalnim hlenem, ochrana pied imunitnimi slozkami, inhibice pfedcasné
kapacitace, tvorba oviduktalniho rezervoaru, zakryvani proteinti spermii, které se uplatituji
béhem oplodnéni (Tecle & Gagneux, 2015), umoznuje mezibunécnou komunikaci gamet
a ucastni se Casnych krokt pii rozpoznavani gamet (Bonet et al., 2013).
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Obr. 2. Hlavni skupiny glykanii a glykokonjugatii na spermii. Prevzato od Tecle & Gagneux (2015).

3.2.1 Posttransla¢ni modifikace proteini — glykosylace

BéZznou, 1 kdyz velmi rtznorodou, posttranslacni Gpravou proteini je glykosylace
(Apweiler et al., 1999) — enzymaticky proces ptipojujici glykany nebo sacharidy k proteiniim,
lipidiim nebo jinym organickym molekuldm (Cheon & Kim, 2015). Glykoproteiny se ¢asto
nachazeji na povrchu bunck a nesou kratké sacharidové fetézce, které vycnivaji z bunky
(glykany) a mohou byt dilezitym faktorem pii rozpozndvani bunék (Clark, 2009). VétSina
cukernych zbytkil je napojena na proteiny, které jsou bud’ integrované v membrané, nebo jsou
s ni jinak spojené (Schroter et al., 1999).

Glykosylace hraje roli v rtiznych biologickych procesech a bunéénych aktivitach (napf.
adheze, interakce, funkcni a strukturalni regulace). Glykosylaci Ize rozdé€lit na vice typa, a to
hlavné N-glykosylace, O-glykosylace a vzacné i jiné typy (Xin et al., 2022). Podstatou N-
glykosylace je pfipojeni cukrli k atomu dusiku aminokyselin asparaginu nebo argininu. Béhem
O-glykosylace se cukry pfipojuji k hydroxy skupiné serinovych nebo threoninovych zbytkda.
Tento typ glykosylace je bézny naptiklad u povrchovych proteini (adhesiny) (Charbonneau et
al., 2007) nebo u bi¢ikl (Logan, 2006).
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Glykosylace proteini miize byt druhove, tkanoveé nebo bunééné specificka (nebo i jejich
kombinace). Struktura a funkce glykoproteinti je zavisla na kombinaci monosacharidi, protoze
to pak urCuje mista vétveni, délku fetézce, vazby, typ anomerie (o, f) a/nebo kovalentni
pripojeni modifikujicich skupin (napft. sulfat, fosfat, acetyl) (Cheon & Kim, 2015).

Glykosylace je dulezitou soucasti celého : Linkage Carbohydrate
.- y y dJ . ., i dtlinkags amino acid (Monosaccharide code)
Zivota spermie od spermatogeneze, pres zrani, - From —
kapacitaci, rozpoznani vajicka az po samotné Asparagine Glucose (Glo)

. . . N-Acetylgalactosamine (GalNAc)
oplodnéni (Xin et al., 2022). Ke glykosylaci N-Acetylglucosamine (GIcNAC)
spermii dochazi v nadvarletech a pozdéji Mannose (Man)

. cvr kv ’ k o , L-Rhamnose (Rha)
1vsami¢im reprodukénim traktu. Pavodni Stydmoline  Galadioss(Gal
lokalizace membranovych proteint a lipidi ve 4-Hydroxyproline  N-Acetylglucosamine (GIcNAC)
. , ., 111 v L-Arabinose (Ara)
specifickych oblastech spermii vznikla béhem Galactose (Gal)
spermiogeneze musi projit zmeénou a pro Serine N'/l\cew'-fumlsamine(FucNAC)
sy o1 . 01 ~oyr . . Galactose (Gal)
uchovani fertility je dualezité, aby redistribuce Glucose (Glo)
probihala spravné. Hodnoceni glykosylace je 2ylose (1)
o, ; o1 weveus , . T . Threonine N-Acetylglucosamine (GIcNAc)
¢im dal dilezitéjsi nastroj v oblasti diagnostiky |- Fiicose (Fiidl
a 1é¢by neplodnosti. Z pohledu spermie jsou g;’"a“°5fG(|G;’”
ucose (Gic,
nejdulezitéjsi O- a N- glykosylace (Cheon Mannose (Man)
& K1m 2015) GlkaSidOVé Vazby mezi Serine/Threonine  N-Acetylgalactosamine (GalNAc)
o ) " ) N-Acetylglucosamine (GIcNAC)
aminokyselinami a sacharidy v téchto typech DiActrideoxyhexose
: 4 4 Fucose (Fuc)
jsou popsané na obrazku 3. e
Enzymy jsou biokatalyzatory, které Mannose (Man)

., . . , ve Pseudaminic acid (Pse)
urychluji  biochemické reakce v zivych Fosine Eofacioss el
organismech (Robinson, 2015). Mezi enzymy, B-D-Glucopyranose (B-D-glc)

Glucose (Glc)

které se uCastni zmén sacharidovych slozkach
Obr. 3. Glykosidové vazby mezi aminokyselinami

glykokalyxu pattt predevsim a sacharidy (Cheon & Kim, 2015)

glykosyltransferazy a glykosidazy.

Glykosytranferdzy jsou enzymy, které katalyzuji pienos cukernych zbytkGi z dérce
nukleotidového cukru na cukerné fetézce na glykoproteinech a glykolipidech Glykosidazy
naopak §tépi koncové cukerné zbyty z existujicich glykokonjugatt (Tulsiani et al., 1993).

3.2.2 Glykosylace proteinii béhem spermatogeneze a maturace

I kdyz se membranové a akrozomalni proteiny spermii distribuji uz béhem
spermatogeneze, takto vzniklé rozmisténi by nestacilo k tomu, aby spermie byla schopna
oplodnit vajicko (Tulsiani, 2005). Tuto schopnost ziska pifi dozrani béhem priachodu
nadvarletem. Pro dozrani je dilezité, aby se odehralo né€kolik biochemickych zmén. Patii mezi
né 1 modifikace sacharidovych struktur na povrchovych glykoproteinech spermie. Zakladem
pro tyto modifikace jsou glykosyltransferazy a glykosiddzy. V lumenu nadvarlete jsou
v epididymalni tekutin€ pritomny oba typy (Tulsiani et al., 1993).

Glykoproteiny, které jsou pro spermii esencialni, se syntetizuji uz béhem spermatogeneze
(Tecle & Gagneux, 2015). Piikladem muize byt membranovy O-glykosylovany protein
equatorin, ktery je spojen s akrozomem. Ten se uplatituje az pii samotné AR, avSak neni nutny
pro samotnou tvorbu akrozomu, jak se ukédzalo pfi pokusech na mySich. Pfi dalSich
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experimentech se ukazalo, ze by mohl reagovat se slozkami SNARE komplexu (SNAP25, anti-
Syntaxinla a anti-SNAP25), ktery hraje dulezitou roli ve fuzi membran pfi AR (Hao et al,
2014). Dalsi skupinou glykoproteinti, které jsou syntetizovany béhem spermatogeneze, jsou
imunitné aktivni membranové glykoproteiny. Patii sem naptiklad CD9 (tetraspanin zapojeny
do flze gamet), CD46 (regulacni protein komplementu) a CD47 (inhibitor endocytozy
makrofagy) (Tecle & Gagneux, 2015).

Jak jiz bylo zminéno, v epididymalni tekutiné jsou pfitomny enzymy, které rtzné
modifikuji pfitomné sacharidové struktury. Tyto zmény jsou Casto pfedmétem studii, které
k jejich detekci vyuzivaji napt. lektiny (viz kapitola 3.4). Stejn¢ tak jsou studovany zmény
béhem kapacitace a po AR. Tyto experimenty vedly ke zjiSténi, ze rtizné lektiny (s rGznou
vazebnou specifitou) se na spermie, odebranych zriznych ¢asti nadvarlete (pfip. 1 na
ejakulovanych spermiich), navazuji v jinych vzorech. To znamena, ze ke zménam dochazi
postupné béhem prichodu nadvarletem (nebo i1 v samicim reprodukcnim traktu) a ze ne vSechny
sacharidové struktury jsou upravovany ve stejné fazi maturace spermie (Fabrega et al., 2011;
Marangee et al., 1988; Navaneetham et al., 1996).

Jednim z enzyma upravujici N-glykany je alfa-manozidaza IIx, ktera je vysoce
exprimovana nejen v Sertoliho a Leydigovych bunkach, ale i ve spermatocytech a kulatych
spermatidach (Tecle & Gagneux, 2015). Béhem experimentl, kdy k expresi manosidazy
nedochazelo, byly mySi neplodné. Pokud chybéla, spermatocyty nebyly schopné piilnout
k Sertoliho bunkam, coz vedlo k jejich uvoliiovani z varlat a v nadvarleti se tedy vyskytovaly
nezralé zarodecné bunky (Fukuda & Akama, 2002).

Mezi vyznamné glykosidazy patii hyaluronidaza, ktera Sté€pi kyselinu hyaluronovou
(hyaluronan), polysacharid nachazejici se v extracelularni matrix bun¢k (Gmachl et al., 2003).
Hyaluronidaza (PH20/SPAM1) spermii, u které bylo prokazano, Ze hraje roli ve vazbé spermii
na ZP vajicka (Gmachl et al., 2003), méa dvé rizné proteinové domény, které umoziuji jeji
aktivitu jak v kyselém, tak neutralnim pH. Neutralni enzymova aktivita je nezbytna pro prinik
spermii extracelularnim matrix kumularnich bun€k okolo ovulovaného oocytu, které jsou
bohaté na kyselinu hyaluronovou (HA). Enzymova aktivita pii kyselém pH je funkéni béhem
AR spermii. U priméati se jevi, Ze hyaluroniddzova aktivita spermii miize mit vétsi vyznam nez
u mysi. Zatimco u ¢lovéka je to jedind pfitomnd hyaluronidaza, mys$i maji 4 izoformy tohoto
enzymu, proto u nich SPAM1 neni pro oplozeni nezbytny (Evans et al., 2003). Soucasti glykanu
uvnitf nebo 1 na terminalnim konci povrchového SPAMI je mandza. Pfitomnost fukézy nebo
kyseliny sialové prokdzany nebyly. Deglykosylace tohoto enzymu muaze vést k Uplné ztraté
hyaluronidazové aktivity (Cheon & Kim, 2015).

3.2.3 Role glykanii v reprodukci

Ve spermiich se mohou vyskytovat tfi tfidy N-glykanti: s vysokym obsahem manozy,
hybridni a komplexni N-glykany. VSechny tfi tfidy jsou dilezitou soucasti glykokalyx a jsou
nepostradatelné pti sklddani proteinii v endoplazmatickém retikulu nebo Golgiho aparatu,
protoze zajiStuji spravnou interakci s chaperonovymi proteiny (Tecle & Gagneux, 2015).
Mohou byt napojeny jak na proteiny, tak lipidy membrany (Bonet et al., 2013).
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N-glykany jsou velmi flexibilni molekuly s vysokym stupném rotace a rozsahem pohybu
kolem kazdé glykosidické vazby. Je u nich pfitomna i zna¢na mikroheterogenita, tedy na stejné
molekule hlavniho fetézce se mohou N-glykany lisit jak délkou fetézce, tak ve vétveni a slozeni
monosacharida (Schroter, 1999).

Glykoproteiny maji v reprodukci Siroké uplatnéni (obr. 4). U spermii se podileji na
spermatogenezi, vyvoji spermatid, regulaci kapacitace vazb¢ spermii na ZP (Xin et al., 2022),
rozpoznavani gamet a oplodnéni (Clark, 2009; Gémez-Torres et al., 2012) nebo i na ochrané
spermie pii pruchodu sami¢im pohlavnim traktem a zachytavani spermii na sténach vejcovodl
(Tulsiani, 2006).

Studie Pang et al. (2007) na spermii detekovala tfi hlavni tfidy N-glykant. Prvni skupinou jsou
N-glykany s vysokym obsahem mano6zy, dal$i biantenarni (ptlici typ) a posledni jsou
biantenarni, triantenarni a tetraantenarni oligosacharidy zakoncené sekvencemi Lewis*

a Lewis’. Glykoproteiny s Lewis® sekvenci se u normalnich spermii vyskytuji v akrozomu,
u defektnich spermii na povrchu PM. Hlavni N-gklykany spojovali s inhibici specifické
1 nespecifické imunity jak v sam¢im, tak samicim reprodukénim traktu (Pang et al., 2007).

Biological process

Sperm capacitation ||
Binding of sperm to zona pellucida | |
Reproductive process e
Spermatogenesis |
Spermatid development |
Sperm-egg recognition |
Fertilization |

0 2 4 6 8
-log10_gValue

Obr. 4. Ucast glykoproteinii na biologickych procesech. Prevzato od Xin et al., 2022

Spermie se v isthmu oviduktu navazuji na jeho epitel, ¢imZz vznika tzv. oviduktalni
rezervoar. Tim se zpomaluje prib¢h kapacitace a prodluzuje se doba, kdy jsou spermie schopné
oplozeni, zaroven dochazi k jejich selekci (Suarez 1998). Na tvorbé rezervoaru se u riznych
druhti podileji rizné sacharidové struktury — glykanové fetézce ve vejcovodech jsou schopné
zachytavat vstupujici spermie. Stejné tak se na rezervoaru podileji proteinové receptory na
povrchu jejich hlavicky (Suarez 2001). Oviduktalni rezervoar je mistem kapacitace a dochdzi
zde 1 k hyperaktivaci motility (Suarez 1998). Tyto procesy vedou k postupnému uvoliovani
spermii k epitelu nebo po odStépeni sacharidovych zbytkid epitelu glykolytickymi enzymy,
které jsou béhem ovulace pfitomny v oviduktalni tekutiné (Carrasco et al. 2008; Topfer-
Petersen et al. 2008).

U vSech savctl je PM piedni ¢asti hlavicky spermie prvnim mistem, které interaguje se ZP
oocytu (Kongmanas et al., 2014). Vazba spermie na ZP vajicka je zprosttedkovana interakci
protein-sacharid mezi lektiny na spermiich a glykanovymi strukturami glykoproteinového
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obalu vajicka (Topfer-Petersen, 1998) Vybrané glykoproteiny, které se ucastni vazby na ZP,
ptipadné i fize membran jsou v piehledu na obrazku 5.

Defects or antibody
Protein ZPbinding Sperm-egg

ability fusion
ADAM1a Impaired -
ADAM2 Impaired -
ADAM3 Impaired -
Angiotensin-converting enzyme  Impaired =
Amyloid-precursor-like protein 2 - Impaired
(31,4-galactosyltransferase | Impaired
D9 - Impaired
(D52 - Impaired
D81 - Impaired
Fertilin Impaired  Impaired
GLIPR1L1 Impaired -
HAP2 - Impaired
HSPD1 Impaired -
lzumo1 - Impaired
M29 and M37 - Impaired
M5 and M42 Impaired Impaired
PH20 Impaired -

ZP je glykoproteinovy obal vajicka savct, ktery
se zacina tvorit uz v primarni fazi vyvoje oocytu. Ma
podobu jemné sité, ve které se nachdzi pory. Jeji
glykoproteinové slozeni se druhové lisi, zatimco lidska
ZP se sklada ze ctyt glykoproteinii (ZP1-4), mysi
pouze ze tii (ZP1-3). ZP hraje vyznamnou roli béhem
oogeneze, v druhové specifickém rozpoznani a vazbé
spermii na oocyt, pii indukci AR spermii jako
nezbytném procesu pro oplodnéni, v prevenci proti
polyspermii a po oplozeni chrani embryo (Coward
& Wells, 2013; Gupta, 2021). Vazebné molekuly na
spermii  pro ZP zahrnuji 1 ridzné enzymy
(glykosyltransferazy, glykosiddzy a hexokinazy),
integralni proteiny PM spermie a periferné pfipojené
slozky (Topfer-Petersen, 1998).

Obr. 5. Nekteré glykoproteiny spermii, které se uicastni vazby spermie na ZP nebo fizi membran spermie
a vajicka (Cheon & Kim, 2015).

3.3 Vyznamné proteiny a glykoproteiny spermie

ProtoZe spermie nema po opusténi varlat aktivni syntézu proteint, ziskdvani, translokace
nebo modifikace proteini probiha riznymi zptisoby béhem jejich posttestikularni maturace jak
v sam¢im, tak sami¢im reprodukénim traktu (Coward & Wells, 2013; Myles & Primakoft,
1997). Vyzmnamnou soucasti proteomu spermie jsou také glykoproteiny. Do piehledu

vyznamnych (glyko)proteinii spermii byly vybrany takové, které jsou vyznamné z pohledu

fertilizace. Jejich kratky ptehled je v tabulce 1.

Tab. 1. Glykoproteiny, které se postupné vdazou na PM spermii béhem jejich priichodu samcim
reprodukcnim traktem. Modifikovano dle Schréter et al., 1999.

Lokalizace na
Glykoprotein Pivod Velikost/hmotnost Typ glykosylace spermii Funkce
7 N-glycosylacnich | E a K: akrozomalni | hyaluronidazova aktivita,
PH 20 varlata 455 AMK/ 64 kDa | . BV DEIEU e
mist >20 O-glycosyl. oblast (IAM) sekundarni vazba na ZP
1 N-glykosyla¢ni
CD59 varlata 103 AMK/ 19 kDa ) Ry cely povrch spermii ochrana spermie
misto,9 O-glykosyl.
1 N-glykosylacéni vyseni stability PM,
CD52 télo nadvarlete 12 AMK e y’ b cely povrch spermii z y‘ .
misto imunosuprese
vyvodné kandlk 1 N-glykosyla¢ni PA na hlavi¢ce
ARP i ¥ 230 AMK/30kDa C y, ¥ . fuze gamet (podobny AEG)
varlete misto spermif

Jednim z dulezitych proteinti spermie je SPAM1 (PH-20), GPI vazany protein o velikosti
64 kDa (Sabeur et al., 1997), ktery se vyskytuje u sav€ich spermii riiznych druhii, véetné mysi,
potkand, kieckt, skotu, makaku a lidi (Lathrop, 1990). Tento protein je tvofen ve varlatech a je
ukotven v PM a IAM. Béhem prichodu spermie nadvarletem dochazi k translokaci tohoto
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proteinu. Ve varlatech je po celém povrchu spermie, po priicchodu je dle druhu bud’ na celé plose
nebo na posteriorni stran¢ hlavi¢ky spermie. Naptiklad u spermie morcat se nachazi na zadni
stran¢ hlavicky spermie a po AR se pfesouva do akrozomalni membrany (Gmachl et al., 2003).
Dalsi zmény v jeho lokalizaci nastavaji pii AR, kdy se odhali i SPAMI1 na IAM (Schroter et
al., 1999). U primati bylo prokazéano, Ze SPAM1 béhem oplozeni hraje n€kolik roli. Naptiklad
umoznuje spermiim s neporuSenym akrozomem penetrovat kumulus oocytu a poté se navazat
na jeho ZP. Také hraje roli pfi exocytéze akrozomu (Evans et al., 2003; Myles & Primakoff,
1997).

Dalsim GPI-ukotvenym glykoproteinem do PM spermii je CD59 (protektin) o velikosti
19 kDa. Imunohistochemii bylo prokazano, Ze se objevuje na celém povrchu jak ejakulovanych
a kapacitovanych spermii, tak spermii po AR. Proto se ptredpoklada, Ze se Ucastni ochrany
samcich gamet pfed imunitni odpovedi pti prichodu samic¢im pohlavnim traktem. Mimo to je
mozné, ze se podili na adhezi gamet béhem oplodnéni (Schréter et al., 1999).

Na povrch hlavicky spermii se po kapacitaci diky zatim nevyjasnénym mechanismim
pfesouvaji akrosin a akrosin vazajici protein (ACRBP) (Kongmanas et al., 2014). Akrozin je
exprimovan jiz ve varlatech (Nayernia et al. 1996). Ve spermatidach byla prokazana pfitomnost
jeho neaktivni formy, proakrosinu (Baba et al. 1989). Biochemicky ho Ize detekovat jako
proakrosin (~53-55 kDa), intermedidrni formy (~45-49 kDa), zraly akrosin (~35 kDa) a dalsi
formy. Plsobi jako zondlni lysin béhem pronikdni zon, ale jeho pfesnd funkce pti priniku ZP
oocytu zatim neni zcela objasnéna. Nicméné bylo poslano, ze nepfitomnost tohoto proteinu na
spermiich u riznych druhit mtze ovliviovat jejich fertilitu. Zatimco u mysi a krys s deficitem
tohoto proteinu k oplodnéni dochazi, u kiecka zlatého tomu tak neni. Je mozné, ze béhem
interakci spermie se ZP, dokaZou jiné, zatim nedefinované, proteazy nebo proteiny
kompenzovat jeho absenci. Ve spermiich se vyskytuje ve dvou formach, a to voln¢ v matrix
akrozomu a vazany na IAM (Zhang et al., 2023). Mimo hlavic¢ku spermie je ve form¢ zymogenu
zastoupen 1 v proteomu bi¢iku (Zhang et al., 2022).

Piivod ve varlatech ma 1 zonadhezin - transmembranovy protein se ttemi doménami (D1,
D2, D3), ktery funguje jako vazebny protein v interakci spermie se ZP. Ve varlatech je
syntetizovan jako prekurzorovy protein, ktery nasledné prochéazi pravami. V plné délce (243
kDa) je ptitomny ve varlatech. Po priichodu nadvarletem jsou vSak dokonceny jeho upravy
a zbyvaji z n¢j Stépené fragmenty, oznacené jako p97 (97 a 85 kDa, sekvence D2—-D3), p43 (43
kDa, D1 sekvence) a p58 (58 kDa, D4 a C-koncova sekvence) (Lea et al., 2001).

Mezi transmembranové proteiny patii genova rodina, ktera se oznacuje jako ADAM.
Obsahuji dezintegrin a metaloprotedazu. Zastupci byli nalezeni napfi¢ rGznymi druhy od
Drosophila az k ¢lovéku (Myles & Primakoff, 1997). Biologické procesy, se kterymi jsou
ADAM funkéné spojeny, zahrnuji fertilizaci, diferenciaci bunék v nervovém systému, migraci
bunék, vedeni axonil, vyvoj svalil a rizné aspekty imunity (Edwards et al., 2008). Jsou pfitomny
napft. na PM spermii a podileji se na fuzi spermie a vajicka (Myles & Primakoff, 1997; Schréter
et al., 1999).

Jednim ze zastupcit ADAM proteinové rodiny je fertilin (PH-30), coZ je o/p heterodimer
slozeny ze dvou velmi piibuznych transmembranovych proteind. Je nezbytny pro migraci
spermii vejcovodem, pro vazbu na ZP a pro uc¢innou vazbu na PM vajicka (Blobel, 2000).
Ptfifazuje se mu role i ve fuzi gamet na zaklad¢ druhové specifického rozpoznavani (Schréter
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et al., 1999). Prekurzor a fertilinu je tvofen ve varlatech a k jeho zpracovani probihd pfi
puchodu spermie nadvarletem (Myles & Primakoff, 1997).

Vyznamnym glykopeptidem, ktery spermie ziskava pfi prichodu nadvarletem, je CD52
(u prasat mize byt oznacovan jako SWCI). Ten je neobvykle kratky, vysoce glykosylovany
a jeho sacharidové fetézce tvoii hlavni slozku glykokalyx spermie (Kirchhoff & Schréter, 2001;
Koyama et al., 2007; Leitner et al., 2012). Sklada se z peptidu o 12 aminokyselinach, na kterém
jsou N-vazané glykany na glykosyla¢nim misté v poloze 3 a z GPI kotvy napojené na C-konci
polypetidového fetézce. Neékteré glykoformy jsou rozpoznavany imunitnimi slozkami
v sami¢im reprodukénim traktu, které imobilizuji spermie (Koyama et al., 2007).

Glykoprotein, ktery se znac¢né podili na tvorbé glykokalyx spermie je multifunkéni
a vysoce sialylovany B-defensin 126 (DEFB126). Sklada se z konzervovaného B-defensinového
jadra a C-koncového glykosylovaného peptidového konce s 20 O-glykosylacnimi misty
spojujicimi oligosacharidy. Secernovan je bunkami téla a ocasu nadvarlete. Bylo zjisténo, Ze je
dilezity pro efektivni postup spermii do horni ¢asti samiciho reprodukéniho traktu (prinik
cervikdlnim hlenem), dale chrani spermie pfed rozpozndnim imunitnim systémem samice
a usnadnuje pronikani spermii do cervikalniho hlenu a zapojuje se pii pfipojeni spermii ke sténé
vejcovodu (Cheon & Kim, 2015; Xin et al., 2016). Jeho pfedpokladana hmotnost je 10 kDa, ale
jeho purifikované formy vykazuji velikost 34-36 kDa. To je pravdépodobné zpusobeno
rozsahlou O-glykosylaci. Jeho karboxy-terminalni konec obsahuje glykany, které jsou bohaté
na a2-3 a a2-6 vazanou sialovou kyselinu (Tecle & Gagneux, 2015).

CRISP je oznaceni pro rodinu proteind, ktera je charakteristickd piitomnosti 16
konzervovanych cysteinovych zbytk. Zastupci této rodiny se nachédzeji v sekretech
reprodukéniho traktu a slinnych zlazach, vEetné toxinl jedu z nékolika druht hadl a jestérek.
Kazdy protein mé& dvé€ domény: aminotermindlni doména podobnd patogenezi (PR)
a karboxylova koncova doména bohatd na cystein (CRD) (Roberts et al., 2006). U savcl se
rodina sklada ze Ctyt ¢lenti (tj. CRISP1-4), exprimovanych hlavné v sam¢im traktu, ptitomnych
ve spermiich. Kazdy ze ¢lent se pravdépodobné diky schopnosti regulovat rtizné signalizacni
dréhy spermii Gi€astni vice nez jedné faze interakce gamet, (tj. penetrace kumulu, vazby spermie
na ZP, penetrace ZP nebo flize gamet), a to bud’ interakcemi ligand-receptor, nebo regulaci
nékolika udalosti souvisejicich s kapacitaci (tj. fosforylace na tyrosinu, akrozomalni reakce,
hyperaktivace motility spermii atd.). Experimenty na mysich potvrdily jejich nezbytnost pro
sam¢i plodnost, prave kvili jejich Sirokému uplatnéni v reprodukei, protoze se podileji nejen
na interakci gamet, ale také v predchozich a nésledujicich procesech (napf. transport spermii
v sami¢im traktu a ¢asny vyvoj embrya) (Gonzalez et al., 2021).

DileZitou skupinou proteind spermii u prasat, koni nebo byki jsou spermadheziny, které
jsou hlavnimi produkty semenné plazmy o velikosti 12-16 kDa (Haase et al. 2005), kter¢ se
periferné napojuji na povrch spermii (Reinert et al., 1996). Struktura a funkce spermadhezint
byla nejvice zkoumana u prasat (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Vyskytuje se u nich n¢kolik
¢lent této proteinové rodiny, jsou to: AWN-1, AWN-2, AQN-1, AQN-2, PSP-1 a PSP-11 a jejich
glykosylované isoformy (Haase et al. 2005). Jsou to multifunkéni proteiny, u kterych byla
prokdzana schopnost vazat ligandy, napt. fosfolipidy, sacharidy, glykosaminoglykany
a inhibitory proteaz. To naznacuje, Zze se mohou podilet na vice krocich oplodnéni. Béhem
pruchodu spermii nadvarletem se na jejich povrch diky interakcim s jejich fosfolipidy
membrany pevné vazou AQN-3 a AWN (Topfer-Petersen et al., 1998). Pti ejakulaci se ze
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spermadhezini tvofi ochranny obal kolem akrozomalni ¢asti hlavi¢ky spermie, tim se ochranuje
akrozom a brani se pred¢asné AR. Béhem kapacitace vSak tento obal mizi. AQN-3 a AWN-1
se také podili na rozpoznani gamet a prvotni vazb¢ na ZP vajicka (Dostalova et al., 2004). AQN-
3 dle experimentti potlacuje 1 motilitu spermii a po jeho odstranéni, spolu s dal§imi faktory
béhem kapacitace, spermie tuto schopnost ziskava. (Topfer-Petersen et al., 1998).

DalSim proteinem kancich spermii je DQH povrchovy protein vazajici heparin. Je
homologni s proteiny by¢i a hieb¢i semenné plazmy (SP). Je ptitomny v SP kance a prokazuje
afinitu k fosforylcholinu, kyselym polysacharidiim, epitelu vejcovodu a glykoproteinim ZP.
Od spermadhezinti se li§i proteinovou strukturou. Jeho relativni molekulova hmotnost je 13
kDa. Na spermie se vaze béhem ejakulace, poté se podili na tvorbé oviduktalniho rezervoaru
spermii a ma roli 1 v primarni vazb¢ spermie se ZP oocytu (Ticha et al. 1998, Jondkova et al.
2000, Manaskova et al. 2007).

Dal$im vyznamnym proteinem spermii je P-mikroseminoprotein (MSP), ktery byl
ptuvodné izolovan z lidské semenné plazmy, pozd¢ji vSak byl detekovan napfi¢ rtiznymi druhy
(napf. tamarin, potkan, myS nebo pstros) vcetné prasete. Oznacuje se také jako prostaticky
sekre¢ni protein s 94 aminokyselinami (PSP94) o molekulové hmotnosti 12kDa (Manaskova-
Postlerova et al., 2011; Wang et al., 2003).

Vyznamnou molekulou spermii je Izumo (1-4) s jednou Ig doménou, kteréd je nezbytna
pro fizi membrany oocytu a spermie a jednou N-terminalni doménou. Izumo 1-3 ptfedstavuji
transmembranové proteiny, které se exprimuji specificky ve varlatech a [zumo 4 je rozpustny
protein exprimovany ve varlatech i jinych tkanich. Béhem riznych studii se ukézalo, ze s [zumo
1 jsou spojeny dalsi proteiny. Pfedpokladéd se tedy, Ze tvoii multiproteinovy membranovy
komplex. Pravdépodobné se podili na organizaci nebo stabilizaci tohoto komplexu, ktery je
nezbytny pro spravnou funkci mechanismti fiize membran a na prevenci polyspermie (Ellerman
et al., 2009; Cheon & Kim, 2015).

3.4 Detekce zmén glykosylace proteini

Pojmem lektiny se oznacuje velka rozmanitd skupina proteind, kterd byla izolovana u celé
fady organismu, od viri, pfes bakterie a rostliny, aZ po Zivo¢ichy (Santos et al., 2013). Lektiny
zprostifedkovavaji fadu riznych biologickych procest, napiiklad interakce typu buiika-burtika,
hostitel-patogen nebo vrozené imunitni reakce (napif. antivirové, antibakteridlni nebo

Tyto proteiny jsou schopné se vazat a specificky rozpoznavat cukerné tetézce (Sklipka
& Tonar, 2018), pficemz vazba je reverzibilni. Od ostatnich proteinii schopnych vazat
sacharidy je odliSuje jejich schopnost aglutinovat bunky (Chettri et al., 2021). Vici
rozpoznavanym sacharidim nevykazuji Zadnou enzymovou aktivitu (Loris, 2002), coz je spolu
s tim, Ze dokdZou rozpoznat jak izomery a vétveni cukrli, tak vazby a termindlni fetézce
slozitych glykan divod, pro¢ se hojné vyuzivaji pro analyzu glykosylace povrchii bunék
a tkani (Accogli et al. 2017).

Prvni lektiny byly izolované ze semen rostlin, od té doby se ale ukdzalo, ze v piirodé jsou
vSudyptitomné (Chandra et al., 2006). Dnes je pro specifické techniky k dispozici mnoho
lektinti s riznou sacharidovou specifi¢nosti (Santos et al., 2013). Rostlinné lektiny maji 1 afinitu
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2008).

Aby bylo mozné lektiny detekovat pomoci imunocytochemie, imunohistochemie nebo
prutokovou cytometrii, 1ze je znacit riznymi konjugaty. K tomu se vyuzivaji naptiklad enzymy,
biotin nebo fluorescencni barvy. Jednou z vysoce u¢innych metod jsou lektinové mikrocipy,
metoda zndmé od roku 2005. Pro jeji rychlost, pfesnost a citlivost se vyuziva pii analyze
povrchového glykomu bakterii, hub, viri i sav¢ich bunék (Xin et al., 2016).

V této praci byly pouzité rostlinné lektiny MAA, WGA a sWGA. Lektin MAA (Maackia
amurensis aglutinin) se specificky vaze na a-2,3 vazanou sialovou kyselinu. Na sialovou
kyselinu v multivalentni vazbé spolu s N-acetylglukosaminem se vaze lektin WGA (Wheat
germ agglutinin). Oproti tomu sWGA (sukcinylovany WGA) interaguje pouze s N-
acetylglukosaminem (Calvo et al. 2000). WGA patii do skupiny lektinti s heveinovou doménou
vazajici chitin a interaguji s riznymi typy zivoc¢iSnych glykoproteinti. Vysokou afinitu maji
k N-glykanim s vysokym obsahem mandzy a/nebo glykanim komplexnim, které obsahuji
oligomery N-acetylglucosaminu (van Damme et al., 2008).
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4 Metodika

Veskeré experimenty probihaly v laboratofi na Katedfe veterinarnich disciplin Ceské
zem¢&délské univerzity v Praze.

4.1 Priprava vzorki spermii

Vzorky kanciho ejakulatu pouzivané v této diplomové praci pochazely od kancti plemene
Duroc z insemina¢ni stanice Skrs$in (LIPRA PORK, a.s.). Vzorky byly do laboratote KVD
CZU, kde probihalo veskeré dalsi zpracovani, dovezeny ve stejny den jako byl proveden odbér.
Ptepravovany byly v plastovych zkumavkach ulozenych v polystyrenové krabici, aby se
predeslo teplotnimu Soku. Takto byly uloZeny az do doby zpracovani. Vzorky byly
zpracovavany taktéZ v den odbéru.

4.1.1 Priprava vzorki z nativniho ejakulatu

Celé zpracovani probihalo za laboratorni teploty. Po jemném protfepani byl z ejakulatu
do zkumavky odebran 1 ml vzorku, ktery se nasledné stoCil v centrifuze (LC-8 5000,
Benchmark Scientific, USA) pifi 300 %X g po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl odpipetovan
supernatant. Nésledovalo promyti vzorku. K peleté spermii byl pfiddn 1 ml promyvaciho
roztoku PBS (0,01 M Phosphate-buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCI, pH 7,4; Sigma-
Aldrich, USA) a usazené spermie v ném byly opatrné resuspendovany. Vzorek byl poté 3 x
stoCen v centrifuze pti 300 X g, po dobu 5 minut. Po kazdém stoceni byl odebran supernatant
a vzorek dofedén do 1 ml roztokem PBS a spermie resuspendovany.

Po poslednim stoceni byl rozsuspendovany vzorek rozpipetovan po 200 pl do zkumavek.
Poté byly vzorky za stejnych podminek znovu stoceny a byl odebran supernatant. Takto vzniklé
pelety spermii byly bud’ zamrazeny, nebo byly ihned vyuzity pro dalsi zpracovani.

4.2 1Izolace povrchovych proteint

Béhem izolace povrchovych proteinti byla vyuzita sada Pierce Cell Surface Protein
Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Pro izolaci byl odebran 1 ml vzorku zpracovany
z nativniho preparatu, ktery byl stocen pii 280 % gpo dobu 10 minut. Po stoCeni byl supernatant
odstranén a bylo dle ndvodu od vyrobce soupravy piidano 10 ml biotinyla¢niho ¢inidla (12 mg
Sulfo-NHS-SS-Biotinu v 48 ml PBS) a peletka spermii byla rozsuspendovéana. Vzorky byly
poté za ucelem vazby biotinu na proteiny na povrchu spermii dany na 30 minut do lednice pfi
teploté 4 °C a po asi 10 minutach byly jemné promichany.

Po vyjmuti z lednice byly vzorky stoceny pii 500 x g po dobu 3 minut. Vznikly
supernatant byl odstranén a vzorky byly 2 x promyty v 10 ml TRIS pufru (Tris buffered saline,
25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,8; ThermoFisher, USA), pfi 500 x g po dobu 3 minut.
Supernatant byl odstranén, vzorek dofedén do 1 ml TRIS pufrem a peletka rozsuspendovana.
Vzorky byly pfeneseny do 1,5 ml mikrozkumavek a znovu stoceny pii 500 x g po dobu 3 minut.
Znovu byl odstranén supernatant a ke vzorku bylo ze sady ptfiddno 500 pl lyzaéniho pufru
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s inhibitory protedz (Lysis Buffer) a vzorek spermii byl nasledné rozsuspendovan. Vzorky byly
vortexovany a poté vlozeny na 30 minut na led, kazdych 10 minut byly znovu vortexovany.
Lyzaty byly poté znovu odstiedény v nachlazené centrifuze (Hettich Mikro 22R, Némecko) pii
10 000 x g, 4 °C, 2 minuty. Supernatant byl pfepipetovan do novych mikrozkumavek. Takto
byly vzorky bud’ zmrazeny, nebo rovnou déle zpracovavany.

Dale byly ze sady piipraveny 2 kolonky (Columns), které byly oznaceny a poté vlozeny
do stejn¢ oznacenych sbérnych mikrozkumavek (Collection Tubes). Do kazdé kolonky bylo
pfidano 500 pl imobilizovaného avidinu (Immobilized neutrAvidin Gel), ktery byl v zédsobni
lahvi nejprve jemné promichan. Po odlomenti jejich koncovych ¢asti byly kolonky vlozeny do
piislusnych sbérnych mikrozkumavek a nasledné probéhla centrifugace pti 1000 x g, 1 minutu.
Supernatant byl odstranén a do kolonek bylo ptidano 500 pl promyvaciho pufru ze sady (Wash
Buffer) a nasledn¢ opét probéhlo stoceni pii 1000 x g 1 minutu. Takto byly kolonky promyty
celkem dvakrat.

Kolonky byly poté vyjmuty ze sbérnych mikrozkumavek a byly uzavieny zatkou.
Nasledné byl do kazdé z nich pfidan cely vzorek lyzatu spermii a po uzavieni byly takto
biotinylované proteiny ponechany 45 minut inkubovat s avidinem na rota¢ni ttepacce (MX-T6-
Pro, DLAB Scientific, USA).

Po uplynuti doby byla z kolonky nejprve sejmuta zatka a pak byly znovu vlozeny do
sbérnych mikrozkumavek, takto byly poté stoceny pii 1000 % g 1 minutu. Supernatant se jako
kontrola pfelil do novych mikrozkumavek a zamrazil. Kolonky s gelovymi kuli¢kami
s navazanymi biotinylovanymi proteiny byly 3 % promyty v 500 ul promyvaciho pufru (Wash
buffer) pfi 1000 x g 1 minutu. V 50 ul destilované vody bylo rozpusténo 50 ug DTT
(dithiotreitol) z kitu, roztok byl poté ptidan k 1 ml neredukujiciho vzorkového pufru pro SDS
elektroforézu (Sample Buffer; 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 — Bio-Rad, USA; glycerol, 2% SDS,
0,05% bromfenolova modi — Sigma-Aldrich, USA).

Do kazdé kolonky bylo ptipipetovano 250 pl vzorkového pufru s DTT a kolonka byla
zazatkovana. Takto byly navazané proteiny na avidinu ponechdny 30 minut inkubovat na
rotacni ttepacce. Na zavér byly kolonky stoceny pii 1000 x g po dobu 2 minut. Obsah sbérné
mikrozkumavky byl piepipetovan do nové mikrozkumavky, oznacen a zmrazen az do pouziti
pro SDS elektroforézu.

4.3 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza je metoda rozd€lovani proteinti v elektrickém poli dle jejich molekulové
hmotnosti. Aby to bylo mozné, ke vzorkiim proteint je piidavan detergent — dodecylsulfat
sodny (SDS), ktery proteiniim dodava zédporny naboj.

4.3.1 Priprava vzorki spermii pro SDS elektroforézu

K peleté spermii zpracovanych z nativniho ejakulatu bylo pfidano 150 pl vzorkového
neredukujiciho pufru (0,5 M Tris-HCI (Bio-Rad, USA), pH 6,8; glycerol 2% SDS; 0,05%
bromfenolova modt). Tato suspenze byla poté zvortexovana. Nasledovala lyzace bun¢k na ledu
po dobu 30 minut za stiidavého intenzivniho protfepani pomoci Vortexu. Vzorek byl nésledné
vlozen do termobloku (TS-100, BioSan, Litva), kde byl 5 minut pfi soustavném tfepani povaren
pii 100 °C. Nasledovala centrifugace pii 10 000 x g, 4 °C a po dobu 2 minut. Po sto¢eni byl do
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nové mikrozkumavky odpipetovan supernatant, ktery byl nasledné dal vyuzit pro SDS
elektroforézu.

4.3.2 Priprava geli pro SDS elektroforézu

Pro experiment byl vytvoren separacni a zaostfovaci gel. Separacni gel o hustoté 12 %
byl ptipraven smichanim 3,5 ml destilované vody, 2,5 ml pufru B (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8;
Bio-Rad, USA), 4 ml roztoku akrylamidu (30% akrylamid/bis akrylamid; Bio-Rad), 100 pl 10%
SDS (Bio-Rad) a tésn¢ pted aplikaci gelu se ptidalo 70 ul 10% APS (persiran amonny,
Amersham Biosciences, Svédsko) a 4,5 ul TEMEDu (Pharmacia Biotech, Svédsko). Piiprava
4% zaostfovaciho gelu byla nasledovna: Bylo smichano 1,52 ml destilované vody, 0,625 ml
pufru C (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; Bio-Rad), 0,325 ml roztoku akrylamidu, 0,025 ml 10% SDS.
Tésné pied aplikaci gelu bylo ptidano 3,8 pl TEMEDu a 50 ul 10% APS.

4.3.3 SDS elektroforéza

Pro SDS elektroforézu byl vyuzit systém Mini-PROTEAN Tetra (Bio-Rad, Hercules,
California, USA). Aparatura byla slozena podle navodu, se skly ulozenymi ve stojanku.

Separacni gel byl nalit po cca 5 ml mezi skla a pfevrstven az po okraj destilovanou vodou.
Takto byl ponechan 30 minut tuhnout. Po ztuhnuti byla voda vylita a separacni gel byl
prevrstven gelem zaostfovacim, do kterého byly ihned opatrné zasazeny hiebinky pro tvorbu
jamek, a gel byl ponechan alespofi 10 minut tuhnout.

Skla byla poté vlozena mezi elektrody a pfemisténa do aparatury na elektroforézu. Vse
bylo zalito elektrodovym pufrem (pH 8,3: 15 g Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA),
72 g glycinu (Sigma-Aldrich, USA), 5 g dodecylsulfatu sodného (SDS; Bio-Rad), destilovana
voda do 1 litru, pak fedéno 1:4 destilovanou vodou). Poté byly hiebinky opatrné¢ vyndany
z gelu. Do vzniklych jamek byly po 3 pl naneseny proteinové molekulové standardy Dual Color
(Bio-Rad, USA) a po 10 ul, v ptipadé, ze Slo o vzorky pro detekci povrchovych proteind po 12
ul, vzorky pfipravené na elektroforézu. Zaroven bylo zapsadno potradi, ve kterém se vzorky
nanasely.

Nasledné byla aparatura ptipojena ke zdroji elektrického proudu a spusténa elektroforéza
— prvnich 20 minut pfi konstantnim napéti 80 V a poté asi 1 hodinu pii 150 V. Pribéh
elektroforézy byl sledovan a ¢as byl ptipadn€ upraven podle potieby. Po ukonceni elektroforézy
byl gel vyndan a vloZen do nadobky s destilovanou vodou.

V ptipadé€ izolace povrchovych proteinti byl gel s rozdélenymi proteiny obarven pro
pozd¢jsi denzitometrické hodnoceni. Barveni bylo provedeno pomoci kitu Pierce Silver Stain
Kit (Thermo SCIENTIFIC, USA) dle navodu vyrobce.

4.4 Metoda Western blot

Nejprve byl piipraven transferovy pufr. 3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, USA) a 144 g
glycinu (Sigma-Aldrich, USA) bylo rozpusténo v 200 ml destilované vody. Poté bylo ptidano
200 ml metanolu (VWR, BDH Chemicals, Francie) a roztok byl doplnén destilovanou vodou
do 1000 ml. Dale byly pro Western blot potfeba 4 ks chromatografického filtraéniho papiru
(Whatman chromatography paper, GE Healthcare, USA; 8,5 x 10 cm), 2 houbicky
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a nitrocelul6zova (NC) membrana (Amersham Protran, GE Healthcare, USA). VSe bylo na 10
minut namoc¢eno do transferového pufru.

Nasledné byly jednotlivé komponenty vlozeny do kazety na Western blot (aparatura od
firmy Bio-Rad). Poradi vkladani do kazety (od cerné) bylo nasledujici: houbicka, 2 ks
filtraéniho papiru, gel se separovanymi proteiny po elektroforéze, NC membréana, 2 ks
filtraéniho papiru a houbicka. Kazeta byla poté uzaviena, vloZzena do ramu a ten pak do vanic¢ky
s transferovym pufrem. VSe bylo poskladdano tak, aby nitrocelul6zovd membrana byla smérem
ke kladné elektrodé. Vzduchové bubliny mezi gelem a membranou byly nezadouci, proto byly
opatrn¢ vytlaceny. Celd vani¢ka byla poté umisténa do nadrzky, do které¢ byl nasypan led
a nalita studena voda za ucelem chlazeni. Poté byla aparatura zapojena do zdroje a nastaven
konstantni elektricky proud na 500 mA. Elektropienos probihal 1-1,5 h.

4.5 Vazba biotinem znacenych lektinii na proteiny na nitrocelulézové
membrané

Po ukonceni elektropienosu byla kazeta vyjmuta a rozebrana. Membréna byla vlozena do
misky s destilovanou vodou. Po vyliti vody byla membréna zalita roztokem Ponceau (Sigma-
Aldrich, USA) k vizualizaci proteini na membran¢. Barveni probihalo asi 1 minutu a poté byla
membrana odbarvena destilovanou vodou a kontroln¢ vyfocena.

Membrana byla odbarvovéna po dobu asi 10 minut 20 ml PBS-T (PBS s 0,1% Tweenem)
na tiepacce (MX-T6-Pro, DLAB Scientific, USA). K blokaci volnych mist na membran¢ byla
vyuzita 2% zelatina (Gelatin from cold water fish skin, Sigma-Aldrich). Se Zelatinou byla
membrana inkubovéna pies noc pii 4 °C a dalsi zpracovani vzorku probihalo az nasledujici den.

Druhy den byla membrana za t¢elem odmyti nespecifickych vazeb promyta PBS-T na
ttepacce asi po dobu 10 minut. Po promyti byly membrany vhodné nastiihany a vlozeny do
falkony. Jedna membréna slouzila jako negativni kontrola, ktera byla inkubovéana v 5 ml Hepes
pufru (10 mM HEPES, 0,1 mM CaClz, pH 7,5). U ostatnich probé&hla inkubace s biotinem
znacenymi lektiny, které byly fedény v Hepes pufru nasledovné:

MAA (Biotinylated maackia amurensis lectin) 5 pl/5ml
WGA (Biotinylated wheat germ agglutinin) 2 pl/5ml
sWGA (Sukcinylovany WGA) 5 ul/5ml

Inkubace probihala ve falkonach na rotacni tiepacce po dobu 1 hodiny. Nésledn¢ byla
membrana 4 X promyta po 5 minutach v pfiblizn€ 20 ml PBS-T. Poté nésledovala inkubace
vSech membran véetné negativni kontroly s avidinem konjugovanym s kienovou peroxidazou
(Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 1 pg/ml v PBS. Inkubace opét probihala asi 1 hodinu na
rotacni tfepacce. Stejné tak byla membréana 4 x promyta po 5 minutach v ptiblizné 20 ml PBS-
T.

Pro vyhodnoceni byl pouzit ptistroj Azure c300 (Azure Biosystems, USA). Na urcené
misto byla vlozena membrana, kterd byla pfevsrtvena chemiluminiscenénim substratem
SuperSignal West Pico (Thermo SCIENTIFIC, USA) pripravenym dle pokyni vyrobce.
Pomoci kamery piistroje byly potfizeny snimky vhodné pro dalsi vyhodnocovani.
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4.5.1 Denzitometricka analyza a vypocet molekulovych hmotnosti

K denzitometrické analyze byl vyuzit program Image Studio Lite Ver 5.2 (LI-COR
Biotechnology, USA). Ziskané vysledky ptedstavovaly primér + sttedni chybu priméru (SEM)
a byly dale zpracovany ve statistickém programu GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San
Diego California, USA), ve kterém byl proveden jednovybérovy test analyzy rozptylu
(ANOVA). Vysledky byly sjednoceny v programu MicrosoftExcel (Microsoft Office
Professional Plus 2021). Normalizace byla v ramci vSech experimentli a membran vztaZena ke
kanci CH (Chlor).

K ur¢eni molekulovych hmotnosti byly vyuzity logaritmy molekulovych hmotnosti
standardli vztazenych k draze proteinti od zacatku gelu/membrany. Poté byly v programu
MicrosoftExcel vytvofeny bodové grafy s linedrnimi spojnicemi trendu. Tim byly ziskany
rovnice, ze kterych byly pocitany molekulové hmotnosti detekovaného proteinového prouzku
(viz ptiloha 1, 2, 3).

4.6 Fluorescencni mikroskopie

Pti fluorescencni mikroskopii byl vyuzit fluorescen¢ni mikroskop (Nikon Eclipse E600,
Japonsko). Snimky byly pofizovany kamerou (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) pii 40x
zvétSeni a ukladany prostfednictvim programu NIS Elements (Nikon, Japonsko).

4.6.1 Fixace spermii aceton-metanolem

Na podlozni sklicka byla pomoci hydrofobni fixy (PAN liquid rocker; Sigma-Aldrich,
USA) nakreslena vzdy 2 kolecka o stejné velikosti. Kazdé sklicko bylo popsano pro snadnou
identifikaci vzorkii. Z mikrozkumavky s 200 ul vzorku spermii vzniklého po zpracovani
z nativniho ejakulatu bylo odpipetovano 25 ul do nové mikrozkumavky. Nésledné bylo ptidano
750 ul PBS. Hustota vzorku byla zkontrolovana pod svételnym mikroskopem. Do kazdého
kolecka bylo napipetovano 20 pl vzorku spermii, které byly poté fixovany 50 pl vymrazeného
acetonu s metanolem (pomer 1:1).

Po 5 minutach inkubace byly preparaty oplachnuty ve fyziologickém roztoku (0,9%
NaCl) a ponechana oschnout. Nasledné byla do vSech kolecek naneseno 150 pl blokovaciho
média SuperBlock (Blocking Buffer in PBS; Thermo Fisher Scientific, USA) a vzorky byly
ponechany 15 minut inkubovat ve vlhké komurce. Poté byly preparaty oplachnuty
fyziologickym roztokem. Do Hepes pufru byl v poméru 1:100 pfidan vybrany lektin. Do
kazdého kolecka bylo ptidano 100 pl tohoto roztoku, na kontrolni skli¢ko bylo pfidano stejné
mnozstvi Cistétho Hepes pufru. Inkubace s lektinem probihala pies noc v lednici ve vlhké
komiirce.

Po inkubaci byly preparaty oplachnuty fyziologickym roztokem. Do kazdého kolecka
bylo poté pfidano 100 pl Streptavidinu konjugovaného s FITC (ThermoFisher Scientific, USA)
fedéného v poméru 1:300 ve fyziologickém roztoku. Takto byly preparity ponechény
inkubovat 30 minut v temnu. Poté byly znovu oplachnuty fyziologickym roztokem.

Do levych kolecek bylo poté napipetovano 100 pl PNA lektinu konjugovaného
s thodaminem (Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector Laboratories, USA) fedéného v poméru
1:1000 ve fyziologickém roztoku pro vizualizaci akrozoml. Do pravych kolecek bylo
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napipetovano 100 pl ¢istého fyziologického roztoku. Nasledovala inkubace po dobu 20 minut
a poté oplachnuti fyziologickym roztokem a na zavér i destilovanou vodou. Po osuseni bylo do
kazdého kolecka piidano asi 8 pl montovaciho média s DAPI (VectaShield Antifade Mounting
Medium, Vector Laboratories, USA). Preparaty byly ptikryty krycim sklickem (a piipadné
zalakovany) a vyhodnocovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

4.6.2 Detekce sacharidovych struktur na spermiich v suspenzi

200 wl vzorku vzniklého po zpracovani z nativniho ejakuldtu bylo rozpipetovano po
25 ul do novych mikrozkumavek. Nasledné byly vzorky sto¢eny po dobu 5 minut pti 280 x g.
Supernatant byl odstranén a byly pfidany biotinem znacené lektiny fedéné 1:100 v Hepes pufru.
Nasledné byly spermie ponechany inkubovat 2 hodiny ve vyhtivané tiepacce (TS-100, BioSan,
Litva) pfi teploté 37 °C. Nasledovalo stoCeni v centrifuze na 300 x g po 5 minut. Poté byly
vzorky 3 x promyty v 500 ul fyziologického roztoku, vzdy po dobu 5 minut pti 300 x g. Po
poslednim sto¢eni byl odsato tolik supernatantu, aby ve zkumavce zbylo 100 pul, ve kterych byla
peletka spermii rozsuspendovana. Tato suspenze byla po 20 pl napipetovana do jednotlivych
kolecek oznacenych na mikroskopickych sklech. Poté byly spermie fixovany pfimo na skle 50
ul vymrazeného acetonu s metanolem (pomér 1:1) a ponechano 5 minut inkubovat. Poté byla
sklicka oplachnuta fyziologickym roztokem. Nasledné bylo do kazdého kolecka piidano 150 pl
blokovaciho média SuperBlock (Blocking Buffer in PBS; ThermoFisher Scientific, USA). Poté
byly vzorky vlozeny do temné vlhké komurky a ponechdny blokovat pii 4 °C ptes noc.

Po inkubaci byla sklicka oplachnuta fyziologickym roztokem. Do kazdého kolecka bylo
poté pfidano 100 pl Streptavidinu konjugovaného s FITC (ThermoFisher Scientific, USA)
fedéného v poméru 1:300 ve fyziologickém roztoku. Takto byly vzorky pochany inkubovat 30
minut v temnu. Poté byly znovu oplachnuty fyziologickym roztokem.

Do levych kole¢ek bylo poté napipetovano 100 pul PNA lektinu fedéného v poméru
1:1000 ve fyziologickém roztoku pro vizualizaci akrozomti. Do pravych kolecek bylo
napipetovano 100 pl cistého fyziologického roztoku, tyto vzorky slouZily jako negativni
kontroly. Nasledovala dalsi inkubace po dobu 20 minut a poté opladchnuti fyziologickym
roztokem a na zavér i destilovanou vodou. Po osuseni bylo do kazdého kolecka piidano asi 8
ul montovaciho média s DAPI (VectaShield Antifade Mounting Medium, Vector Laboratories,
USA) pro vizualizaci jader spermii. Vzorky byly pfikryty krycim sklickem, ptipadné
zalakovany pro pozdéjsi hodnoceni a pfipraveny tak pro vyhodnocovani pomoci
fluorescencniho mikroskopu.
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5 Vysledky

5.1 Lokalizace sacharidovych struktur na spermiich po fixaci aceton-
metanolem

Vizualizace detekce sacharidovych struktur na zdklad¢ vazby biotinylovanych lektint
WGA a sWGA byla provedena pomoci streptavidinu konjugovaného s fluorescenéni znackou
FITC (zelené znacCeni), akrozomy byly znaceny lektinem PNA konjugovanym s rhodaminem
(Cervené znaceni) a ke znaceni jader bylo vyuzito DAPI (modré znaceni) v montovacim médiu.
U jednotlivych experimenta byla vzdy provedena negativni kontrola bez inkubace s lektinem.

Celkové bylo u tohoto typu fixace napocitano po 250 spermiich ke kazdému lektinu
a byly hodnoceni 3 rGzni kanci. Protoze pii vazbé lektini na spermie po fixaci aceton-
metanolem byl signél stabiln€ pfitomny na bicicich, byly hodnoceny pouze zmény ve vzorech
vazby na hlavi¢ce spermii. Byly vyhodnocovany pouze spermie s neposkozenym akrozomem.
Tyto experimenty probihaly na kancich: Chlor (CH), Jysk (JY), Kuna (KU), Krysa (KR) a Jura
JU).

5.1.1 Vazba lektinu WGA

Vzory typické pro vazbu s lektinem WGA pfi fixaci spermii aceton-metanolem jsou
zachyceny na obrazku 6. Detekce signdlu byla zaznamendna na bi¢iku i na hlavicce. Na obrazku
1ze vidét spermie se signdlem po celé hlavicce (modré Sipka) nebo po jejim obvodu (Cervena
Sipka), coz byly dva nejcastéji nalezené vzory.
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Obr. 6. Detekce multivalentni sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu na spermiich fixovanych aceton-

metanolem: A — DAPI znacenda jadra (modre), B — pozitivni reakce s WGA lektinem (zelené), C — PNA
znacené akrozomy (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, WGA, PNA), K — negativni kontrola. Zvétseni

400%, méritko 10 um. Modra Sipka — signal po celé hlavicce, cervena Sipka — signal po obrysu hlavicky.

Na obrazku 7 1ze vidét procentudlni zastoupeni jednotlivych vzort znaceni WGA lektinu
rozpoznavajici multivalentni sialové kyseliny a N-acetylglukosamin. Nejvice zastoupena byla
skupina spermii se signalem po obvodu hlavicky (vzor 2), ato 51 %. Dalsi vyznamnou skupinou
byly spermie se signalem po celé hlavicce (vzor 1), kdy bylo napocitano 36 % takto znacenych
spermii. Nejmensi skupina (vzor 3), pouze 13 % spermii, byla detekovana vazba WGA lektinu
pouze v oblasti akrozomu.

;——g“mio Procentualni zastoupeni spermii
1 - O 0% 20% 40% 60% 80% 100%
1 - celd hlavicka 36%

2 : 2 - obrys hlavicky _ 51%
3 fﬁt@ 3 - akrozomalni oblast 13%

Obr. 7. Porovnani celkového procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzori pri vazbé WGA lektinu na

Vazba WGA lektinu

spermie fixované aceton-metanolem.
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Obrazek 8 predstavuje procentudlni podil jednotlivych kanci na celkovém zastoupeni
vzort vazby WGA lektinu na ejakulovanych spermiich. Signal po celé hlavicce spermii byl
nejvice zastoupen na spermiich kance CH a ptedstavoval 46 % z celkového podilu znacenych
spermii. 41 % predstavoval u kance KU a nejméné, 13 %, na spermiich kance JY. Obrys
hlavicky spermii byl nejvice znacen WGA lektinem v piipad¢ kance KU, ptedstavoval 60 %
vSech spermii s timto signalem. Ze 33 % byl zastoupen u kance JY. Nejmensi podil mél v tomto
ptipadé kanec CH pouze se 7 %. Signal WGA lektinu v akrozomadlni oblasti byl ze 73 %
zastoupen kancem KU, z 24 % se na ném podilel kanec CH a pouze ze 3 % kanec JY.

Procentualni zastoupeni kancl
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
1-celd hlavicka T2 46% - 13%
2 - obrys hlavicky  INEGENCO7 N 7% G
3 - akrozomalnioblast [ G 24% 3%

B KUNA = CHLOR mJYSK

Obr. 8. Procentualni podil jednotlivych kancu na celkovém zastoupeni vzorii vazby WGA lektinu na
fixované ejakulované spermie.

5.1.2 Vazba lektinu sSWGA

Vzory typické pro vazbu s lektinem sWGA pfi fixaci spermii aceton-metanolem jsou
zachyceny na obrazku 9. Detekce signalu byla zaznamenéana na bi¢iku 1 na hlavicce spermii.
Na obrazku lze vidét spermie se signalem po celé hlavicce (modra Sipka) nebo po jejim obvodu
(Cervena Sipka), coz byly nejméné a nejvice zastoupené vzory znaceni sWGA.
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Obr. 9. Detekce N-acetylglukosaminu na spermiich fixovanych aceton-metanolem: A — DAPI znacend
jadra (modre), B — pozitivni reakce s sSWGA lektinem (zelen¢), C — PNA znacené akrozomy (Cervené),
D —slozeny obrazek (DAPI, sWGA, PNA), K —negativni kontrola. Zvétseni 400 %, méritko 10 um. Modra
Sipka — signal po celé hlavicce, cervena Sipka — signal po obrysu hlavicky.

Na obrazku 10 Ize vidét procentualni zastoupeni jednotlivych vzorh vazby lektinu sWGA
rozpoznavajiciho N-acetylglukosamin na kanci ejakulované spermie. Nejvice byla zastoupena
(61 %) skupina spermii se signalem po obvodu hlavicky (vzor 2). S 24 % byly druhou nejveétsi
skupinou (vzor 3) spermie se signalem v oblasti akrozomu. O néco méné bylo spermii se
znacenim sWGA po celé hlavicce (vzor 1), a to 15 % spermii.

ﬁ:_JQQ Procentualni zastoupeni spermii

0% 20% 40% 60% 80%  100%

1 —~~) | Z
£
<
= 1 - celd hlavitka 15%
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p. /‘——h\ﬁ:@ S
5 2-obryshiavieky |
8
N
3 /-=£IO L 3-akrozomalni oblast 24%

Obr. 10. Porovnani celkového procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzorii pii vazbé sWGA lektinu na
spermie fixované aceton-metanolem.



Obrazek 11 ptedstavuje v procentech vyjadieny podil jednotlivych kancti na celkovém
zastoupeni vzort vazby sWGA lektinu na ejakulovanych spermiich. Signal po celé hlavicce
spermii byl nejvice zastoupen spermiemi kance JY, které ptredstavovaly 60 % z celkového
podilu. 23 % piedstavovaly spermie kance KU a nejméné, 17 %, kance CH. Signal na obryse
hlavicky byl ze 47 % zastoupen kancem KU, coZ byla nejvétsi ¢ast vSech spermii s timto
vzorem. Z 42 % se podilel kanec JY a pouze z 11 % kanec CH. Na signéalu z akrozomalni oblasti
se nejvice podilel kanec CH, predstavoval 62 % vSech spermii s timto signalem. 33 %
predstavovaly spermie kance KU. Nejmensi podil mél kanec JY, pouze se 5 %.

Procentualni zastoupeni kancl
0% 20% 40% 60% 80% 100%

1-cela hlavicka NS 17% " G
2 - obrys hlavicky [NEEEEENAZZNN 11% N2
3 - akrozomalni oblast  [NINES 62% 5%

mKUNA ®mCHLOR mJYSK

Obr. 11. Procentudlni podil jednotlivych kancii na celkovém zastoupeni vzorii vazby sWGA lektinu na
fixované ejakulované spermie.

5.2 Loalizace sacharidovych struktur na spermiich v suspenzi

V téchto experimentech, kdy byl pfidavan lektin pfimo k suspenzi spermii a nedoslo
k permeabilizaci membrany bun€k fixativem, bylo pro kazdy lektin napocitdno vzdy 500
spermii. Béhem hodnoceni byly vytazeny spermie, které mely poskozeny akrozom. Protoze i v
suspenzi byl signdl stabiln€ pfitomny na bicicich, byly hodnoceny pouze zmény ve vazbé
lektinti na hlavickach spermii.
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5.2.1 Vazba lektinu WGA

Vzory typické pro vazbu s lektinem WGA v suspenzi spermii jsou zachyceny na obrazku
12. Detekce signalu byla zaznamenana na biciku i na hlavicce. Na obrazku Ize vidét nejcastéji
se objevujici se vzory, tedy spermie se signadlem po celé hlavicce (modré Sipka) nebo po jejim
obvodu (Cervena Sipka).

\ i-

Obr. 12. Detekce multivalentni sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu v suspenzi spermii: A — DAPI
znacend jadra (modre), B — pozitivni reakce s WGA lektinem (zelené), C — PNA znacené akrozomy
(Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, WGA, PNA), K — negativni kontrola. Zvétseni 400 %, meritko 10
um. Sedd Sipka — poskozeny akrozom, modra Sipka — signdl po celé hlavicce, cervend Sipka — signdl po
obrysu hlavicky.

Na obrazku 13 Ize vidét procentudlni zastoupeni jednotlivych vzord ve vazbé lektinu
WGA na kanci ejakulované spermie. Se stejnym zastoupenim 44 % byly dvé skupiny. Prvni
skupinou byly spermie se signalem po celé hlavi¢ce (vzor 1) a druhou spermie se signdlem po
jejim obvodu (vzor 2). 9 % spermii bylo se signdlem v oblasti akrozomu (vzor 3). Na rozdil od
spermii fixovanych aceton metanolem se objevoval i dalsi vzor, na kterém chyb¢l signal
v oblasti akrozomu (vzor 4). Do této skupiny byla zatfazena 3 % spermii.
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1 f'—-a../r:xo Procentualni zastoupeni spermii
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Obr. 13. Porovnani celkoveho procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzori pii vazbé WGA lektinu na

w
Vazba WGA lektinu

spermie v SUspenzi.

Obrazek 14 piedstavuje procentudlni zastoupeni jednotlivych kancli na celkovém
zastoupeni vzort pii vazbé WGA lektinu v suspenzi spermii. Na celkovém zastoupeni signalu
po celé hlavicce se 48 % podilely spermie kance JU, 38 % kance KR. Nejmén¢ byl tento vzor
zastoupen na spermiich kance KU, jehoz spermie piedstavovaly 10 % a u kance JY zastupovaly
pouze 4 %. Na obryse hlavicky mél nejvétsi podil kanec JU, predstavoval 62 % spermii s timto
vzorem. 36 % bylo zastoupeno kancem KR. Po 1 % byli zastoupeni kanci KU a JY. Ti se
nejméné podileli i na spermiich se signdlem v akrozomalni oblasti. Kazdy zastupoval 2 %.
Naopak nejvice spermii s timto vzorem bylo napoc¢itano u kance KR, ktery pfedstavoval 62 %
v této skupiné. Signal po celé hlavicce mimo akrozomalni oblast byl nalezen pouze u spermii
kance KR.

Procentualni zastoupeni kancl

0% 20% 40% 60% 80% 100%
1- celd hlavicka IEIOSEN 48% g%
2 - obrys hlavicky 1% 62% Ee %

3 - akrozomalni oblast  M2%127% e 2%
4 - celd hlavicka mimo akrozom | O O ——
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Obr. 14. Procentualni podil jednotlivych kancii na celkovém zastoupeni vzorit vazby WGA lektinu na
spermiich v suspenzi.
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5.2.2 Vazba lektinu sSWGA

Vzory typické pro vazbu s lektinem sWGA v suspenzi spermii jsou zachyceny na obrazku
15. Detekce signalu byla zaznamenéna na biciku i na hlavic¢ce. Na obrazku lze vidét spermie se
signalem po obvodu hlavicky, coz byl druhy nejcastéji nalezeny typ vazby.

Obr. 15. Detekce N-acetylglukosaminu v suspenzi spermii: A — DAPI znacena jadra (modre),
B — pozitivni reakce s sSWGA lektinem (zelené), C — PNA znacené akrozomy (Cervene), D — slozeny
obrazek (DAPI, WGA, PNA), K — negativni kontrola. Zvétseni 400%, mévitko 10 um. Cervend Sipka —
signal po obrysu hlavicky.

Na obrazku 16 Ize vidét procentualni zastoupeni jednotlivych vzorii vazby lektinu sWGA na
kanci ejakulované spermie. Nejvétsi skupinou byly spermie se signdlem po celé hlavicce
spermie (vzor 1), bylo jich 41 %. O néco mén¢, 36 %, bylo spermii se signdlem po obvodu
hlavicky (vzor 2). Dalsi skupinou byly spermie se signdlem vazby lektinu sSWGA v oblasti
akrozomu (vzor 3), takovych bylo 21 %. Nasledovala nejmensi skupina se 2% zastoupenim,
byly to spermie se signalem mimo oblast akrozomu (vzor 4).

1 /’Qf:@ Procentualni zastoupeni spermii
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2 5 1 - cela hlavicka 41%
3 /-—-—%XO E 2 - obrys hlavicky | G 36%
qu@ & 3 - akrozomdlni oblast 21%

4 Fﬁx@ 4 - cel4 hlavigka mimo akrozom | 2%

Obr. 16. Porovnani celkového procentuadlniho zastoupeni jednotlivych vzori pii vazbé sWGA lektinu na
spermie v Suspenzi.
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Obrazek 17 predstavuje v procentech vyjadieny podil jednotlivych kancti na celkovém
zastoupeni vzor vazby sSWGA lektinu na spermie v suspenzi. Signal po celé hlavicce byl 36 %
zastoupen spermiemi kance KR. 26 % se podilely spermie kance JU, 22 % kance JY. Nejmensi
podil, 16 %, ptedstavoval kanec KU. Podilem 70 % se na signale v akrozomalni ¢4sti podilely
spermie kance KR. 23 % vSech napocitanych spermii s timto signalem pfedstavoval kanec JU.
Kanec JY ptedstavoval 7 % a u kance KU nebyly spermie s timto vzorem vazby nalezeny viibec.
Ctvrty vzor, ktery predstavoval spermie se signalem po celé hlaviéce mimo akrozomalni oblasti
byl nalezen pouze u kance KR.

Procentualni zastoupeni kancl
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B KUNA ®JURA mKRYSA mJYSK

Obr. 17. Procentudlni podil jednotlivych kancii na celkovém zastoupeni vzorii vazby sWGA lektinu na
spermie v Suspenzi.

5.3 Vazba lektini na glykoproteiny v lyzatech ejakulovanych spermii

Detekce proteini spermii z nativnich ejakulath byla provedena pomoci SDS-
elektroforézy. Pti izolaci povrchovych proteint byl gel po elektroforetickému rozdéleni vzorki
spermii za ucelem vizualizace proteinti obarven. Déle byly proteiny pieneseny na membranu,
k ¢emuz byla vyuzita metoda Western blot. Na proteiny na nitrocelul6zové membrané poté
probéhla vazba lektinti. U jednotlivych experimentl byla vzdy provedena negativni kontrola
bez inkubace s lektinem Po dalsi inkubaci s avidimen konjugovanym s kifenovou peroxidazou
byly membrany vyhodnoceny pomoci stroje Azure c300. Nasledovala denzitometricka analyza
ziskanych dat. Tyto experimenty probihaly na kancich: Gral (GR), Chlor (CH), Jeep, (JE), Igor
(IG), Larva (LAR), Jura (JUR), Krysa (KR), Kuna (KUN) a Jysk (J).

5.3.1 Detekce glykoproteinii spermii pomoci MAA lektinu

Detekce a-2,3 véazané sialové kyseliny v glykoproteinech spermii byla provedena pomoci
lektinu Maackia amurensis (MAA). Celkem byly vzdy minimalné dvakrat testovany vzorky
spermii Sest kancti - GR, CH, JE, IG, LAR a JUR. Obrazek 18A ukazuje nitrocelul6zovou
membranu barvenou na proteiny. Lze na ni vidét celkovou nanasku proteinti v jednotlivych
lyzatech spermii. Obrazek 18B pfedstavuje membranu, na které je zaznamenana detekce
glykoproteinti pomoci lektinu MAA. Nejvyraznéjsi prouzky byly s glykoproteiny o molekulové
hmotnosti 150 kDa. Déle se objevily rozliSitelné signdly vazby MAA u glykoproteinii
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s molekulovymi hmotnostmi 91, 83 a 54 kDa. V rozmezi 18-32 kDa byla detekovana skupina
glykoproteint, mezi kterymi se neobjevily jasné rozlisitelné prouzky. Provedend kontrola bez
lektint byla negativni (obr. 18C).
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Obr. 18. Detekce sialovych kyselin v lyzatech kancich ejakulovanych spermii. A — nitrocelulazova
membrana s celkovou nandskou, B — membrana s glykoproteiny detekovanymi pomoci biotnylovaného
lektinu MAA, C — negativni kontrola; GR, CH, JE, IG, LAR, JUR oznacuje lyzaty spermii od riznych
kancil.

Na obrazku 19 lze vidét graf s vysledky denzitometrické analyzy. Ta byla pouzita
k vyhodnocenti sily signalu vazby lektinu MAA na glykoproteiny spermii jednotlivych kanct.
LAR. Vramci experimentu byly vysledky vztahovany ke kanci CH. Po statistickém
vyhodnoceni bylo zjiSténo, Ze pti vazbe¢ lektinu MAA nebyl mezi jednotlivymi kanci u poméru
sily signalu a celkové nandsky proteinli zjiStén statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).
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Obr. 19. Priumér intenzity signalu lektinu MAA (n=4) s vazbou na a-2,6 vazanou sialovou kyselinu
v glykoproteinech kancich spermii. Vysledky vztazeny ke kanci CH. V grafu jsou vyznaceny £SEM. Mezi
kanci nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p = 0,2554).
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5.3.2 Detekce glykoproteinii spermii pomoci WGA lektinu

Detekce sialové kyseliny v multivalentni vazbé zaroven s N-acetylglukosaminem byla
provedena pomoci lektinu Triticum vulgaris (WGA). Provedena byla alespon dvakrat na
vzorkach spermii Sesti kancti - CH, GR, JE, IG, LAR a JUR. Obrazek 20A ptedstavuje
nitroceluldzovou membranu barvenou na proteiny. Lze na ni vidét celkovou nanasku proteinti
ve vzorkach. Na obrazku 20B je zobrazena reprezentativni membrana, na které jsou vidét
glykoproteiny detekované pomoci lektinu WGA. Slabé prouzky znacici glykoproteiny byly
uvSech kancli vrizné intenzit€¢ zaznamenany v molekulové hmotnosti 112 a 119 kDa.
V lyzatech vétSiny kancti byly zaznamenany glykoproteiny o molekuové hmotnosti 46 a 37
kDa. Ve spermiich vSech kancti byl detekovan prouzek o 29 kDa a skupina glykoproteint
o molekulovych hmotnostech v rozmezi 18-24 kDa a 16-17 kDa. Provedend kontrola bez
lektinu byla negativni (obr. 20C).
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Obr. 20. Detekce sialové kyseliny v multivalentni vazbé a N-acetylglukosaminu v lyzatech kancich
ejakulovanych spermii. A — nitrocelulozova membrana s celkovou nandskou, B — membrdana
s glykoproteiny detekovanymi pomoci lektinu WGA, C — negativni kontrola; CH, GR, JE, IG, LAR, JUR
oznacuje lyzaty spermii od riiznych kancii.

Denzitometricka analyza byla provedena také pro vazbu lektinu WGA na glykoproteiny
spermii jednotlivych kancii. Vysledna data jsou shrnuta v grafu (obr. 21). Vysledky se i v tomto
experimentu vztahovaly ke kanci CH. Nejniz§i primérné hodnoty signalu byly u kance JUR.
Nejvyssi u kance JE a ostatni hodnoty byly podobné kanci CH. Po vyhodnoceni se ukazal
statisticky vyznamny rozdil mezi kanci LAR a JUR (p<0,05).
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Obr. 21. Prumeér intenzity signalu lektinu WGA (n=5) s vazbou na multivalentni vazanou sialovou
kyselinu a N-acetylglukosamin. Vysledky vztazeny ke kanci CH. V grafu jsou vyznaceny +SEM.
Statisticky vyznamny rozdil mezi kanci JE a JUR (p = 0,05).

5.3.3 Detekce glykoproteinii spermii pomoci sSWGA lektinu

Detekce N-acetylglukosaminu v glykoproteinech spermii byla provedena vzdy ctyfikrat
na vzorcich celkem od péti kanct - CH, JE, JUR, KR, KUN. Bylo pfi ni vyuzito lektinu sWGA
avedla k nasledujicim vysledkiim. Obrazek 22 A ukazuje nitrocelul6zovou membranu barvenou
na proteiny. Lze na ni vidét celkovou nanaSku proteinii v jednotlivych lyzatech spermii.
Obrazek 22B predstavuje reprezentativni membranu, na které lze vidét glykoproteiny
detekované pomoci lektinu WGA. Velmi slaby prouzek se u vzorkl spermii vSech kancii objevil
v urovni 100 kDa. Dalsi rozliSitelné signaly vazby sWGA byly zaznamenany u glykoproteini
s molekulovymi hmotnostmi 54, 44 a 31 kDa. V rozmezi 27-18 kDa byla detekovana skupina
glykoproteint, ve které se neobjevovaly jasné rozliSitelné prouzky. Nejmensi detekované
glykoproteiny byly o molekulové hmotnosti 16 kDa. Kontrola provedend bez lektini byla
negativni (obr. 22C).
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Obr. 22. Detekce N-acetylglukosaminu v lyzatech kancich ejakulovanych spermii. A — nitrocelulazova
membrdna s celkovou nandaskou, B — membrana s glykoproteiny detekovanymi pomoci lektinu sSWGA,
C — negativni kontrola; CH, JE, KUR, KR, KU oznacuje lyzaty spermii od riiznych kancii.

Na obrazku 23 lze vidét vysledky denzitometrické analyzy v intenzité signalu vazby
lektinu sWGA na glykoproteiny vybranych kancti. Vysledky byly opét vztazeny ke kanci CH,
u kance KU. U vsech ostatnich kancti byly hodnoty relativni optické denzity mezi témito
hodnotami. Po statistickém vyhodnoceni bylo zjisténo, ze pti vazbé lektinu sSWGA na lyzaty
spermii nebyl mezi jednotlivymi kanci u poméru sily signalu a celkové nanasky proteinti zjistén
signifikantni rozdil (p>0,05).
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Obr. 23. Prumeér intenzity signadlu lektinu sWGA (n=4) s vazbou na N-acetylglukosamin v lyzatech
spermii. Vysledky vztazeny ke kanci CH. V grafu jsou vyznaceny +SEM. Nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,3978).
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5.3.4 Detekce povrchovych glykoproteini spermii pomoci WGA lektinu

Detekce multivalentni sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu provedend pomoci lektinu
Triticum vulgaris (WGA) vedla k nasledujicim vysledkiim. Obrazek 24A ukazuje gel
s celkovou nanaSkou povrchovych proteinti spermii barvenych stiibrem. Obr. 24B piedstavuje
reprezentativni membranu, na které lze vidét povrchové glykoproteiny detekované pomoci
lektinu WGA. Vzorky byly odebrany celkem od tfi kanct, na obrazku znaceni pismeny CH,
K aJ (JUR). Cislo za kazdym z pismen oznacuje vzorky ziskané v odli§nych dnech béhem doby
testovani. U¢innost izolace proteinti byla oproti té v lyzatech spermii odli§na. Probihala pouze
izolace povrchovych proteint spermie, v lyzatech spermii bylo detekovano celkové proteinové
sloZeni.

U vzorkll K1 a J1 byl pfitomny prouzek znacici glykoproteiny o velikosti 209 kDa.
U vzorku CH2 dale prouzek o molekulové hmotnosti 187 kDa. U vzorkit CH3 a K1 byl dale
prouzek znacici velikost 86 kDa. U vzorkit CH1 a CH2, tedy jen u jednoho kance byly pfitomny
glykoproteiny o velikosti 73 kDa. ProuZek na trovni 42 kDa se objevil u kanci CH3 a K1. Mezi
vSemi kanci byl detekovan sdileny prouzek, ktery piedstavoval glykoproteiny o velikosti 31
kDa. Neobjevil se pouze ve vzorku J2. Dale se u vSech vzorkt kromé¢ CHI1 a J2 objevovala
skupina glykoproteinii o molekulovych vahach 23-16 kDa. U vzorku J2 byl pfitomen jediny
detekovany prouzek znacici glykoproteiny o velikosti 15 kDa. O této velikosti se vyskytovaly
proteiny 1 u vzorki K1 a J1. Glykoproteiny s nejnizs$i molekulovou vahou, asi kolem 13 kDa,
se objevily u vzorkti CH1 a CH2. Provedena kontrola bez lektinti byla negativni (obr. 24C).

CH1 CH2CH3 K1 K2 J1 1J2 kDa CH1 CH2 CH3 K1 K2 J1 J2

209
150 15t
100 — 8E
75 —» «—73
50 —*
t 42
37 —
31
‘ . 23-16
| . 2 » . ' - |
- 15
' . ;g . <13
A B e

Obr. 24. Detekce sialové kyseliny v multivalentni vazbé a N-acetylglukosaminu v extraktech povrchych
proteinu kanci ejakulované spermie. A — gel barveny stiibrem s celkovou nanaskou, B — membrana
s glykoproteiny detekovanymi pomoci lektinu WGA, C — negativni kontrola.

Vysledky denzitometrické analyzy intenzity signalu vazby WGA lektinu na povrchové
glykoproteiny spermii vybranych kanci lze vidét na obrazku 25. Vysledky jsou vztaZzeny ke
CH3 se primérnou hodnotou, ktera byla v tomto méteni nejvyssi, nejvice odliSoval od vSech
ostatnich. Zbytek se pohyboval v hodnotach kolem hodnot kance CH2. Statistickym
hodnocenim bylo zji§téno, Ze pii vazbé lektinu na povrchové glykoproteiny byl signifikantni
rozdil mezi kanci CH3 a J1.
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Obr. 25. Prumer intenzity signalu lektinu WGA (n=3) s vazbou na N-acetylglukosamin na povrchové
glykoproteiny spermii. Vysledky vztazeny ke kanci CH2. V grafu jsou vyznaceny £SEM. Statisticky
vyznamny rozdil mezi kanci CH3 a JI (p= 0,0461).

5.3.5 Detekce povrchovych glykoproteini spermii pomoci sSWGA lektinu

Detekce N-acetylglukosaminu byla provedena i pomoci lektinu sWGA a byly ziskany
nasledujici vysledky. Obrazek 26A ukazuje gel s celkovou nandskou povrchovych proteinti
spermii barvenych stfibrem. Na obrazku 26B lze vidét membranu, na které je zachycena
detekce povrchovych glykoproteinti. Vzorky byly odebrany od celkem tii kanct, na obrazku
znaéeni pismeny CH, Ka J (JUR). Cislo za kazdym z pismen oznaduje vzorky ziskané
v odlisnych dnech béhem doby testovani.

Stejné jako pii detekci pomoci WGA lektinu, 1 zde se u CH2, spolu s K1, objevil prouzek
znacici glykoproteiny o molekulové vaze 187 kDa. O velmi podobné velikosti 150 kDa,

v porovnani s WGA (149 kDa), se objevil i prouzek u vzorku J1. Stejné tak se také u vzorkl
CH3 a K1 objevily glykoproteiny o 134 kDa. Dale byly u vSech kanct, konkrétné¢ CH3, K1,
J1 a J2, ptitomny glykoproteiny o molekulové vaze 86 kDa, tato hodnota se vyskytovala i pii
vazbé lektinu WGA. Prouzek na urovni 77 kDa byl zaznamenén jen u jednoho vzorku — CHI.
Glykoproteiny o velikosti 31 kDa, které byly pii vazbé WGA pritomné u vSech kancti, byly
nyni pouze u dvou vzorkt, a to u CH3 a K1. Dale se u vSech vzorkli mimo J2 vyskytovaly
glykoproteiny v hodnotach mezi 24-17 kDa. Na urovni 16 kDa byly nalezen prouzky

u vzorki CH 1, CH2, K1 a J1. Nejniz$i detekované glykoproteiny se objevily u vzorku J2,
jejich velikost odpovidala ptiblizn€ 13 kDa. Provedena kontrola bez lektint byla negativni
(obr. 26C).

43



CH1 CH2 CH3 K1 K2 J1 J2 kDa CH1 CH2 CH3 K1 K2 J1 J2

250—» 187
= =t
100—>4 B
75—} GBS 4
50—
37—

31

25— ,‘
— 20— i [ 24-17
-

15 —>- R . 16

- - o i
A B C

Obr. 26. Detekce N-acetylglukosaminu v extraktech povrchych proteinii kanci ejakulované spermie.
A — gel barveny stiibrem s celkovou nandskou, B — membrana s glykoproteiny detekovanymi pomoci
lektinu sSWGA, C — negativni kontrola.

Na obrazku 27 lze vidét vysledky denzitometrické analyzy v intenzité signalu vazby
lektinu sWGA na povrchové glykoproteiny vybranych kancii. Vysledky byly vztazeny ke kanci
(CHL,2), zaroven vsak i tu nejvyssi (CH3). Kanec K mél hodnoty vyrovnané. U kance J byl
rozdil mezi primérnymi hodnotami vétsi. Statistické hodnoceni neprokazalo zadny statisticky
vyznamny rozdil (p=0,1773).
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Obr. 27. Primér intenzity signalu lektinu WGA (n=3) s vazbou na N-acetylglukosamin na povrchové
glykoproteiny spermii. Vysledky vztazeny ke kanci CH2. V grafu jsou vyznaceny £SEM. Nebyl zjisten
statisticky vyznamny rozdil (p= 0,1773).
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6 Diskuze

Béhem dozravéani spermii dochdzi k prestavbé jejich plazmatické membrany, coz vede
k dozravani a ziskéani fertilizaéni schopnosti spermii. Zménami tak prochazi i sacharidové
struktury pfitomné v glykoproteinech a glykolipidech, které Ize detekovat pomoci lektinii, coz
jsou proteiny schopné specificky se vazat na cukerné zbytky. MoZznost detekovat vzory vazby
lektinu na glykoproteiny ¢i glykolipidy spermii miize pomoci odhalit piipadné rozdily
v individualité kanci, pfipadné 1 zmény béhem maturace u jednoho jedince. Glykoproteiny se
v reprodukci podili na fadé funkei, pficemz jejich pfitomnost je ¢asto nezbytna (Schréter et al.,
1999; Tecle & Gagneux, 2015). V nasi studii jsme k t€émto ucelim vyuZili celkem dva lektiny.
WGA Iektin k detekci multivalentni sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu a sWGA, ktery se
vaze pouze na N-acetylglukosamin. Mimo lokalizaci téchto sacharidovych struktur na spermii
byla provedena 1 vazba lektinu na separované glykoproteiny v lyzatech spermii. V téchto
experimentech byl vyuzit 1 lektin MAA se specifickou vazbou na a-2,3 vazanou sialovou
kyselinu.

Pti lokalizaci sacharid u lektinu WGA a sWGA prob¢hly experimenty na spermiich
fixovanych aceton-metanolem, beéhem kterych byly objeveny 3 typy vzorG vazby lektint
a experimenty na spermiich v suspenzi, u téch byly objeveny 4 vzory.

Oba lektiny se ve fluorescen¢nich experimentech na fixovanych spermiich mohou véazat
na sacharidové struktury pfitomné jak na proteinech, tak lipidech celé buiiky, a to jak na jejich
povrchu, tak uvnitf. Nejcastéji se vazal na glykanové struktury po obrysu hlavicky, poté po celé
hlavicce a nejmén¢ v oblasti akrozomu. Vazba lektinu WGA na spermie znaci ptitomnost
zbytkli N-acetylglukosaminu a kyseliny sialové ve spermii. Nase vysledky jsou Castecné
podpoieny studii Jimenez et al., 2003, ve které dosli k zavéru, Ze WGA se u ejakulovanych
spermii nejvice navazoval po obrysu celé spermie. Ve zminéné studii sledovali zmény
v distribuci glykant kancich spermii také po kapacitaci a AR. Nase studie se vSak zaméfovala
pouze na ejakulované spermie pted kapacitaci a vyhodnocovany byly spermie s neporusenym
akrozomem. Pfi porovnavani individuality mezi kanci je zajimavé, Ze jeden kanec ma nejvice
zastoupeny vzor vazby v akrozomalni oblasti, u druhého je to naopak nejméné zastoupeny vzor.

Na fixovanych spermii se lektin sSWGA nejcCastéji vazal na struktury po obvodu hlavicky,
coz je stejny vysledek, jako pfi pouziti lektinu WGA. Tato vazba ukazuje na detekci N-
acetylglukosaminu na povrchu spermii. U vazby sWGA se liSila ¢etnost druhého a tfetiho
vzoru. Druhou nejvétsi skupinou byly spermie se signdlem detekovanym v oblasti akrozomu
a nejméné bylo téch, u kterych se lektin vazal na glykoproteiny v oblasti celé¢ hlavicky. Mezi
vazbou WGA a sWGA je pokles v detekovaném signale po celé hlavic¢ce spermie. Vzhledem
k ostatnim vzoriim to naznacuje, Ze v postakrozomalni oblasti by mohly byt pfitomné struktury
se sialovou kyselinou v multivalentni vazb¢, které lektin sSWGA nedetekoval.

K individualité kanct je zajimavé, ze u spermii jednoho kance prevazuje detekce signalu
po celé hlavicce (nebyl k dispozici pro denzitometrické vyhodnoceni), zatimco u druhého
vyrazné pievazuje detekce v oblasti akrozomu, tento kanec mél také nejvyssi primérné hodnoty
pfi denzitometrickém vyhodnoceni po vazb¢ lektinu na lyzaty spermii. Tteti kanec mél naopak
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Pti lokalizaci sacharidovych struktur na spermiich v suspenzi byl objeven dalsi, ¢tvrty
vzor — celd hlavicka mimo akrozom. Tento vzor byl vSak nalezen jen u jednoho kance. Je
mozné, Ze tyto spermie byly jiz Castécné kapacitované, a proto nedochdzelo k vazbé na
akrozomalni oblast. Nejcastéjsi vzor vazby lektinu WGA byl vyrovnané po celé hlavicce a po
jejim obryse. Mén¢ spermii bylo se signdlem v oblasti akrozomu a nejméné s novym vzorem
nalezenym pouze u jednoho kance. Kazdy kanec mél i jiny nejcastéjsi vzor vazby WGA, tedy
odlisnou lokalizaci sacharidovych struktur. Studie Desantis et al. (2010) naopak ukazala, ze
lektin WGA se vaZe na oblast akrozomu, popiipadé méné nebo vilbec na postakrozomalni
oblast.

K modifikaci struktur na plazmatické membrané dochazi i béhem priichodu nadvarletem
(Tulsiani, 2005). K vysledku, Ze tomu tak je i u povrchovych glykoproteini, které Ize detekovat
pomoci WGA dosla studie Madhumita et al. (1991) provadéna na spermiich kozla. Oproti nasi
studii vSak byla detekce vyrazné€ji v oblasti akrozomu a méné na zbytku spermie. Ve zminéné
praci byl zaznamenan narist intenzity fluorescence mezi vzorky z téla a ocasu nadvarlete.
I nami detekované glykoproteiny mohou mit tedy ptivod v nadvarleti.

Za pouziti lektinu sSWGA byl pomér mezi prvnimi dvéma vzory také téméf vyrovnany.
Nejcastéji se opét objevoval signal po celé hlavi¢ce spermii, jen o néco méné bylo spermii
s vazbou po obryse hlavicky. Stejn€ jako u WGA lektinu nasledovaly spermie se signdlem
detekovanym v oblasti akrozomu a nejmén¢ bylo spermii s novym vzorem. Zajimavé je, Ze
u spermii jednoho kance, nebyl nalezen vzor vazby na akrozomalni oblast, pouze po celé a po
obvodu hlavicky. Pii denzitometrickém hodnoceni povrchovych proteinti mél vSak vyrovnané
hodnoty jako spermie kance, které byly zastoupeny ve vSech vzorech.

Pfi porovnéani zastoupeni jednotlivych vzor vazby lektinu na spermie v suspenzi, se
odrazi individualita kancl. Zastoupeni jednotlivych vzorti se u jednotlivych kanca lisilo,
bohuzel nemohli byt testovani v§ichni kanci na obé metody zaroven.

Kanec, u jehoz spermii byl objeven novy vzor, nebyl k dispozici na detekci povrchovych
proteint, protoze byl v dob¢ pribéhu experimentu vyfazen chovnou stanici z plemenitby. Bylo
by zajimavé sledovat, zda by se novy vzor projevil pii vazbé lektinu na povrchové
glykoproteiny spermii jako novy prouzek a/nebo jako zména intenzity signalu, protoze pfii
detekci povrchovych proteinli byla individualita mezi kanci zfetelnéjsi nez pii pouziti lyzath.
To by ale mohlo byt zptisobeno i rozdilnou G¢innosti izolace proteint v experimentech, ktera
je limitovéana pfistupnosti biotinyla¢niho ¢inidla (Zigo et al., 2013). Individualitu jedincii by
mohl podpofit fakt, ze u jednoho zkancii byly objeveny glykoproteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech 187, 73 a 13 kDa pti vazbé WGA lektinu, které nebyly nalezeny
u ostatnich, a také, Ze mezi nim a dalS§im kancem byl objeven 1 statisticky vyznamny rozdil
v primérnych hodnotach denzitometrického hodnoceni. Kanec, u které¢ho byly detekovany
WGA lektinem dalsi ojediné€lé glykoproteiny, naopak bohuzel nebyl k dispozici pro hodnoceni
vzort vazby pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Vazba lektinu na glykoproteiny v lyzatech spermii ndm umoznila zjistit glykoproteinovou
slozku spermii, kdy se lektiny navazovaly pouze na glykany proteinll a uz ne na glykolipidy
nebo volné sacharidové struktury, jako tomu bylo u metod vyuzivajicich fluorescenci. Vyuzity
byly celkem 3 lektiny. Stejné jako v pfedchozich experimentech WGA a sSWGA a navic i MAA,
ktery je specificky pro sialovou kyselinu. Pfi jeho pouziti bylo detekovano 5 skupin
glykoproteint.
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Pii pouziti lektinu WGA byly u vSech spermii kancli zaznamenané signaly v rtizné
intenzité. Celkem bylo takto detekovano 7 skupin glykoproteinti. V porovnani s vazbou lektinu
MAA se v rozmezi od 37-250 kDa objevovaly rozdily v detekovanych glykoproteinech, a to
jak v piibliznych molekulovych hmotnostech, tak ve vyraznosti prouzkii. Glykoproteiny vétsi
nez 50 kDa v pfiblizn¢ stejnych hodnotach jako v nasi studii detekovali pomoci MAA Schéter
et al. (1999) na lidskych spermiich, nicméné detekce v rozmezi 18-32 kDa byla v této studie
negativni, coz ukazuje na druhové specifické glykoproteiny na spermiich. Kyselina sialova ve
vazbé a-2,3 by tedy mohla byt vice pfitomna na glykoproteinech s vyssi relativni molekulovou
hmotnosti. V rozmezi 18-32 kDa je detekce u obou lektint z¢asti obdobna. Lisila se vyraznosti
prouzki, kterd byla mensi u MAA. Lektin WGA navic znacil skupinu proteini v rozmezi 16-
17 kDa. Stejné tak byla nejniZsi hodnota 16 kDa 1 ve studii Kasekarn et al. (2012). Na lyzatech
ejakulovanych spermii kance detekovali celkem 9 skupin glykoproteinti v rozmezi 16-77 kDa
(sledované rozmezi). Mezi hodnotami 30-70 kDa vSak detekovali glykoproteiny, které se
béhem nasi studie neukazaly. Rozdily mohou byt zptisobeny 1 odliSnou separaci proteinii béhem
elektroforetického déleni.

Porovnani vazby lektini sWGA s WGA ukazalo, ze sukcinylovany lektin detekoval
o jednu skupinu glykoproteini méné — celkem jich detekoval 6. Chyb¢jici skupina byla
v oblasti 100 kDa, tyto glykoproteiny mély tedy ve struktufe sialovou kyselinu, ale ne N-
acetylglukosamin. sWGA se vSak vyraznéji navazoval na glykoproteiny o 31 kDa, detekované
prouzky byly vice definované a zietelnéjsi. Naopak skupina proteinti v rozmezi 18-24 kDa byla
zieteln¢j$i u lektinu WGA. Mohlo by to byt zplGsobeno tim, ze WGA kromé¢ N-
acetylglukosaminu detekuje i sialovou kyselinu a tim ma moznost se navazat na vétsi skupinu
glykoprotein. Nejmens$i detekované glykoproteiny byly o molekulové hmotnosti 16 kDa,
stejné jako pti vazbé WGA lektinu.

V nasi studii byla provedena i detekce sacharidovych struktur v extraktu izolovanych
povrchovych proteinti spermii. Tato metoda byla provedena pouze na 3 kancich. Pro detekci
glykanti byly vyuZity lektiny WGA a sWGA.

Pti pouziti WGA byla naznacena vétsi mira individuality nez pti vazbé lektinu v lyzatech
spermii. Detekce se liSila nejen mezi jedinci, ale i u stejného kance mezi odbéry z riznych dni.
Individualita mohla byt zptsobena jiz zminénymi divody, tedy rozdilnou Uc¢innosti izolace
proteinli pii pouzitych metodach. Glykanové struktury také nejsou na rozdil od proteint
kédované v genomu. Jejich podoba je upravovana glykosiddzami a transferazamy, jejichz
aktivita zavisi na souboru dostupnych donorti nukleotidil a sacharidii (Tecle & Gagneux, 2015).
Je tedy mozné, ze u téchto kancli se tento soubor mirné lisi. Glykany jsou navic dale
modifikovany pti kontaktu se SP (Tecle & Gagneux, 2015). SP je ovliviiovana fadou faktord.
SloZeni miZe byt obecné pfimo ovlivnéno napi. vékem nebo plemem. Nepiimé faktory
podilejici se na slozeni mizou byt frekvence ejakulace, zpiisob odbéru, vyziva, sezéna nebo
tepelny stres, ale 1 individualita v ramci plemene (Ben Moula & ElI Amiri 2022). Mimo to je
ruznymi faktory dle Schréter et al. (1999) ovliviiovéna i specifi¢nost lektinu, ktera mize byt
ovlivilovana mimo jiné i sekundarni nebo terciarni strukturou konkrétnich glykand, kterd mtize
siln¢ zvysit interakci s odpovidajicim lektinem. Pokud by se tedy jiz zminéné soubory
glykoproteini mezi kanci liSily, mohlo by se liSit i mnozstvi navazaného lektinu, a proto by
nekteré detekované prouzky v lyzatu spermii u jednoho kance mohly byt vyraznéj$i nez
u druhého.

47



Ze SP pochazi skupina glykoproteint spermadheziny, které maji relativni molekulovou
vahu 12-16 kDa a navazuji se na povrch spermie (Haase et al. 2005; Topfer-Petersen et al.,
2005). Protoze béhem nadmi provedené detekce sacharidovych struktur v extraktu izolovanych
povrchovych proteinii spermii byly u vSech kanct detekovany glykoproteiny mezi témito
hodnotami, mohlo by jit mimo jiné pravé i o tyto proteiny, které jsou v kancich spermiich velmi
vyznamné (Topfer-Petersen et al., 1998).

Pti detekci vazby lektinu sSWGA bylo detekovano celkem 9 (skupin) glykoproteint. To
je 0 2 méné nez pii detekci vazby WGA. Chybéli glykoproteiny o relativnich molekulovych
hmotnostech 209 kDa a 42 kDa. U né¢kterych kanci vymizely i1 dalsi prouzky. Tyto
glykoproteiny maji tedy pravdépodobné na své struktufe navdzanou sialovou kyselinu
v multivalentni vazbé.

Jak pii detekci v lyzatech spermii, tak pii detekci povrchovych proteini pii pouziti lektinu
sWGA chybély glykoproteiny o relativnich hmotnostech vyssi nez 40 kDa, ve dvou pfipadech
ze tii vyssi nez 115 kDa. Porovnéavat vazbu mezi WGA a sWGA muze byt zajimavé proto, ze
pouze WGA znaci sialovou kyselinu. Ta hraje roli napt. v motilité spermii nebo pfi jejich vazbé
na oviduktalni rezervoar a ZP vajicka (Kadirvel et al. 2012; Lassalle & Testart 1994). Metody
zalozené na detekci rozdilnosti ve vazbé téchto dvou lektinii by mohly byt vyuzité pro dalsi
uptesiiovani glykoproteini a jejich funkci béhem reprodukce.
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7 Zavér

Tato diplomovd priace byla zaméfena na detekci sacharidovych struktur
v glykoproteinovém profilu spermii. Cilem prace byla detekce vybranych sacharidovych typt
vazeb v glykoproteinech izolovanych ze spermii kancti a jejich porovnani v ramci individuality
jedinci.

Glykoproteinové struktury jsme detekovali na spermiich v suspenzi a po fixaci aceton
metanolem, pficemz byly pouzity lektiny WGA (vazba na sialovou kyselinu v multivalentni
vazbé, N-acetylglukosamin) a sWGA (vazba na N-acetylglukosamin). Pfi fixaci spermii
aceton-metanolem byly u obou lektind nalezeny 3 rlizné vzory jejich vazeb na glykoproteiny
na spermiich. Vazba byla bud’ po cel¢ hlavicce, po jejim obryse nebo jen v akrozomalni oblasti.
Pti pouziti jak WGA lektinu, tak sSWGA, byla nej¢astéji zastoupenou skupinou vazba po obrysu
hlavicky (51 % WGA, 61 % sWGA). Druhou nejpocetnéjsi skupinou u WGA byla vazba po
celé hlavicce (36 %) a nejméné byly zastoupeny spermie se signalem pouze v akrozomalni ¢asti
(13 %). Naproti tomu u sWGA lektinu byly tyto dvé skupiny zastoupeny v opacném poméru,
s 24 % byly druhou nejvétsi skupinou spermie s vazbou v oblasti akrozomu. Nejméné pak bylo
15 % spermii se signalem po celé hlavicce.

Pti lokalizaci sacharidovych struktur na spermiich v suspenzi byl k jiz zminénym tfem
vzorim vazby objeven dalsi, a to signal po celé hlavi¢ce mimo akrozomalni oblast. Tento typ
vazby byl nalezen pouze u jednoho (KR) ze ¢tyt (KU, JU, KR, JY) testovanych kancii. Pouzity
byly stejné lektiny jako pfi fixaci aceton-metanolem. U obou lektinti byly nejvice zastoupeny
vzory vazby po celé hlavicce spermii (WGA 44 %, sWGA 41 %) a po obrysu hlavicky (WGA
44 %, sWGA 36 %). V obou ptipadech byly nejméné zastoupeny spermie se signdlem v oblasti
akrozomu, i kdyz u sWGA to bylo podilové vice spermii (WGA 9 %, sWGA21 %).

Detekce glykoproteini pomoci metody Western blot byla provedena za pouziti tfi lektinti
— MAA, WGA a sWGA. Lektin MAA byl pouzit pro detekci a-2,3 vazané sialové kyseliny
u Sesti raznych kanct. Nejvyssi relativni molekulova hmotnost byla detekovana MAA
lektinem, a to 150 kDa. Ddle byly u vSech lektinu detekovany glykoproteiny kolem 50 kDa
a skupiny proteint v oblasti 18-32 kDa. Glykoprotein o 16 kDa byl navic zaznamenanu vazby
s lektiny WGA a sWGA.

Po provedené denzitometrické analyze ve vysledcich nebyl mezi kanci nalezen Zadny
statisticky vyznamny rozdil v sile signdlu. Detekce sialové kyseliny (multivalentni vazba) a N-
acetylglukosaminu byla provedena pomoci lektinu WGA. Testovano bylo celkem Sest kanci.
Po zhodnoceni se v sile signalu ukazal jediny statisticky vyznamny rozdil mezi kanci JE a JUR.
Déle byl vyuzit lektin sSWGA k detekci N-acetylglukosaminu. Ani u tohoto lektinu nebyl mezi
jednotlivymi kancemi nalezen signifikantni rozdil v mnozstvi detekovanych specifickych
sacharidovych struktur. V tomto ptipadé bylo testovano celkem pét kancu.

Dale byla provedena detekce glykanl v proteinovych extraktech izolovanych z povrchu
spermii s vyuzitim lektini WGA a sWGA. U Obou lektinti bylo nalezeno celkem 9 (skupin)
glykoproteint, které mély bud’ stejné, nebo velmi podobné molekulové vahy. Se stejnou
velikosti to byly glykoproteiny o 187, 134, 86, 31, skupina o 23-16 kDa a 13 kDa. Velmi
podobné byly velikosti 149 (WGA) a 150 kDa (sWGA), 73 (WGA) a 77 kDa (sWGA), 23
(WGA) a 24 kDa (sWGA) a nakonec 15 kDa (sWGA). U lektinu WGA navic byly detekovany
prouzky v urovni 209 a 42 kDa, které za pouziti lektinu sWGA ptitomny nebyly. Celkem tedy
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bylo detekovano 11 rtznych (skupin) glykoproteini u lektinu WGA a 9 za pouziti
sWGA .Detekce glykant vedla ke zjisténi, ze mezi jedinci je pfitomna urcitd mira individuality
jak v rozlozeni, tak pfitomnosti nékterych glykoproteint, kterd miize byt zptisobena riznymi
faktory. Tyto vysledky Ize pouzit jako zaklad pro detekci a vyhodnocovani dalSich zmén téchto
struktur v nasledujicich maturaénich stadiich spermie.
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Priloha 1. Vypocet molekulovych hmotnosti po detekci vazby lektinu MAA na glykoproteiny spermii.
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Priloha 2. Vypocet molekulovych hmotnosti po detekci vazby lektinu WGA na glykoproteiny spermii.
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Priloha 3. Vypocet molekulovych hmotnosti po detekci vazby lektinu sSWGA na glykoproteiny spermit.
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