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Proteinovy a glykoproteinovy profil semenné plazmy jako marker fertility

Souhrn

Semennd plazma predstavuje vysoce komplexni tekutinu, kterd je produktem samcich
pridatnych pohlavnich zl4z. Jedna se o nebunécnou slozku ejakulatu, jejiz hlavni funkce spociva
ve vytvareni vhodného prostiedi pro spermie. Semenna plazma je velmi bohata na proteiny,
které jsou vyrazné glykosylovany. Rada tdchto proteind ma schopnost piimo & nepfimo
asociovat se spermiemi, a ma tak klicovy vliv na interakci mezi spermii a oocytem. Zastoupeni
proteint a sacharidovych struktur na jejich povrchu by tak mohlo odrazet parametry ejakulatu
a fertilitu pacient podstupujicich 1é¢bu neplodnosti.

Cilem prace bylo sledovani zmén v glykoproteinovém profilu semenné plazmy muzi
S riznym spermiogramem pomoci vybranych lektinli (ConA, MAA, SNA a UEA). U téchto
pacienti bylo také sledovano mnozstvi nejvice zastoupeného epididymalniho proteinu
clusterinu pomoci specifické protilatky. U vybranych glykoproteini byla odhadnuta jejich
ptibliznéd molekulova hmotnost.

Mezi jednotlivymi vzorky normozoospermiku, astenozoospermiki a oligozoospermiku
nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil v glykoproteinovém profilu, coz pfipisujeme
extrémni mife intraindividualni i interindividudlni variability slozeni semenné plazmy.
Glykoproteinovy profil byl velmi podobny v pfipadé detekce ConA a SNA, piedpokladame
tedy, Ze oba lektiny reagovaly s identickymi proteiny. VSechny pouzité lektiny vykazovaly
reaktivitu s glykoproteinem o molekulové hmotnosti cca 40 kDa, ktery ziejmé& odpovida
proteinu AZGP1 (human zinc-alpha-2 glycoprotein). Také v mnozstvi clusterinu jsme mezi
vzorky normozoospermikd, astenozoospermiktl a oligozoospermikti nenasli zadné statisticky
vyznamné rozdily. Vyrazn€ niz§i mnozstvi clusterinu jsme vSak ve srovnani
s normozoospermikem zaznamenali u pacientti s azoospermii a kryptozoospermii. Na zakladé
téchto dat se lze domnivat, Ze clusterin by mohl byt vhodnym markerem pro diagnostiku
kryptozoospermie, azoospermie a jejich subtypil. Vzhledem k tomu, ze jsme vSak nepozorovali
Zadny vyznamny rozdil mezi mnoZstvim clusterinu u pacientl s obstrukéni a neobstrukéni
azoospermii, miZzeme piedpokladat, Ze clusterin nepfedstavuje vhodny marker pro rozliSeni
téchto dvou typl azoospermie.

Klicova slova: glykoproteiny, lektiny, clusterin, azoospermie



Protein and glycoprotein profiles of seminal plasma as a marker of fertility

Summary

Seminal plasma is a highly complex fluid secreted by the male accessory sex glands.
It is a non-cellular component of semen and its main role is creating a suitable environment
for spermatozoa. Seminal plasma is very rich in proteins that are highly glycosylated. Many
of these proteins can directly or indirectly associate with spermatozoa and thus have a key role
in sperm-oocyte interactions. The presence of these proteins and their carbohydrate
modifications in seminal plasma is likely to reflect the seminal parameters and fertility
of patients undergoing fertility treatment.

The aim of this study was to investigate changes in the glycoprotein profile
in the seminal plasma of men with various seminal parameters using selected lectins (ConA,
MAA, SNA and UEA). For these patients we also measured the amount of clusterin, which is
the most abundant epididymal protein, using a specific antibody. For selected glycoproteins,
we calculated their approximate molecular weight.

Regarding the glycoprotein profile, we did not find any statistically significant
difference between the seminal plasma of men with various seminal parameters
(normozoospermia, asthenozoospermia, oligozoospermia), probably due to the extreme
intra- and inter-individual variability in the glycoprotein content of seminal plasma.
The glycoprotein profile was very similar for ConA and SNA detection, suggesting a reactivity
of these lectins with identical proteins. All lectins used in this study showed reactivity with
40 kDa glycoprotein, probably corresponding to AZGP1 (human zinc-alpha-2 glycoprotein).

In the amount of clusterin we did not find any statistically significant difference between
the seminal plasma of men with various seminal parameters (normozoospermia,
asthenozoospermia, oligozoospermia) either. However, we observed a considerably lower
amount of clusterin in patients with azoospermia and cryptozoospermia, compared
to normozoospermic sample. Based on these data we conclude that clusterin represents a useful
protein marker for diagnosing cryptozoospermia, azoospermia and their subtypes. Given that
we did not find any significant difference in the amount of clusterin in the samples
with obstructive and non-obstructive azoospermia, we can conclude that clusterin is probably
not a suitable marker for distinguishing between these two azoospermia subtypes.

Keywords: glycoproteins, lectins, clusterin, azoospermia
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1 Uvod

V poslednich letech se dramaticky zvySuje pocCet pard trpicich poruchami plodnosti,
ptesto vSak zhruba u 10-20 % (Esteves et al. 2011) z nich nedokazeme urcit pti¢inu neplodnosti.
Takovéto poruchy plodnosti oznacujeme jako idiopatické (tj. bez zjevné piiciny) a postihuji
az 60 % muzskych pacientti (Punab et al. 2017). Muzi trpici idiopatickymi poruchami plodnosti
(tzv. infertilni normozoospermici) zpravidla nemaji zhorSené parametry ejakulatu, co se tyce
poctu, pohyblivosti a morfologie spermii, a jejich spermiogram se tedy jevi byt zcela v poradku
(Cooper et al. 2010; World Health Organization 2010). Pouha analyza spermiogramu tak neni
dostate¢nym diagnostickym nastrojem k hodnoceni pfi¢in neplodnosti, protoze fadu z téchto
pfi¢in nedokaze uspokojivé vysvétlit (Kratz et al. 2015). Nalezeni biomarkeru, ktery by bylo
mozné u této pomérné pocetné skupiny pacientli detekovat, by vyrazné ptispélo k objasnéni
pricin neplodnosti.

Velmi c¢astou posttransla¢ni upravou proteini semenné plazmy je glykosylace,
tj. modifikace proteint riznymi sacharidovymi strukturami. Pro semennou plazmu je navic
typické velké mnoZstvi nestandardnich typti glykosylace, které se v ostatnich tkdnich vyskytuji
pouze minimalng. Uloha téchto sacharidovych molekul v semenné plazmé neni zatim
dostate¢né objasnéna, ale zfejmé se podili mj. na potlac¢eni imunogenicity spermie v sami¢im
reprodukénim traktu. Obecnym znakem glykosylace je, Ze u zdravych jedinci je pomérné stala,
naopak pfi patologickych stavech dochazi v glykoproteinovém profilu k vyraznym zménam
(Gornik et al. 2009). Sledovani zmén v glykosylaci proteini semenné plazmy by tak mohlo byt
jednou z diagnostickych moznosti. Konkrétni zmény v glykosylaci by navic mély byt zavislé
na stupni zavaznosti daného onemocnéni, coz by diagnostiku jesté vice usnadnilo (Ferens-
Sieczkowska et al. 2013).

Z hlediska potencialnich markera fertility je zajimava také epididymalni tekutina, nebot’
vétsinu jejiho proteinového obsahu tvoti pouze cca 20 majoritnich proteint, a to jak u ¢loveéka,
tak u hospodarskych zvitat. Vysoka koncentrace téchto proteinti v epididymalni tekuting ziejme
poukazuje na jejich nepostradatelnou funkci. Nejvice zastoupenym proteinem
v lidské epididymalni tekuting je clusterin (CLU), ktery ma kli¢ovou ulohu mj. v remodelaci
plazmatické membrany spermie. Z uvedenych divodu se clusterin zd4d byt zajimavym
proteinem ve vztahu k muzské neplodnosti. Vzhledem k tomu, Ze je majoritnim proteinem
ve varlatech i nadvarlatech, mizeme ptedpokladat jeho tstedni roli v regulaci spermatogeneze
a nasledné maturaci spermii. Lze se také domnivat, Ze s ohledem na jeho vysokou koncentraci
v epididymalni tekutiné, bude koncentrace CLU v semenné plazmé v piipadech nékterych
patologickych stavii (obstrukéni azoospermie) zna¢né sniZzena. AvSak vzhledem
k nedostatecnym informacim ohledné zastoupeni CLU v ostatnich ptidatnych pohlavnich
Zlazach (ptedevsim pak v semennych vaccich a prostaté) nelze vyloudit, Ze semenna plazma
pacientl s obstruk¢ni azoospermii bude obsahovat CLU prave z vysSe uvedenych tkani.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je porovnani proteinového a glykoproteinového obsahu semenné plazmy
muzl s riznym spermiogramem. Pro praci byly vytyCeny nasledujici dil¢i cile:
a) sledovani sacharidovych struktur pomoci vybranych lektint
b) sledovani mnoZzstvi proteinu clusterinu pomoci specifické protilatky.

Cile prace vychazeji z nasledujicich hypotéz:
a) sacharidové struktury glykoproteinii semenné plazmy se budou liSit mezi spermiogramy
muzi se zhorSenymi parametry ejakulatu v porovnani s normozoospermiky.
b) mnozstvi clusterinu bude rozdilné u muzi s obstrukéni a neobstrukéni azoospermii
(v ptipadé obstrukéni azoospermie bude mnozstvi clusterinu vyrazné sniZzeno).



3 Literarni reSerse

3.1 Semenna plazma

Semenna plazma predstavuje nebunéénou slozku ejakulatu, ktera je produktem samcich
ptidatnych pohlavnich Zlaz. Mnozstvi semenné plazmy Vv ejakulatu je druhové specifické,
napft. u ¢lovéka tvoii semennd plazma cca 95 % ejakulatu. Co se tycCe slozeni, obsahuje semenna
plazma celou fadu makromolekul — sacharidy (jednoduché cukry i oligosacharidy), lipidy,
proteiny a peptidy, ale také nukleové kyseliny v podobé DNA, RNA ¢i tzv. malych RNA
(SRNA, z angl. small RNA). Nejvyznamné&j$im cukrem v semenné plazmé je fruktoza, ktera
slouzi spermiim jako energeticky zdroj, spolecn¢ s nékterymi aminokyselinami, které jsou
vV semenné plazme rovnéz obsazeny. Nemén¢ dulezitymi slozkami semenné plazmy jsou dale
anorganické ionty, hormony a organické slouceniny jako napf. kyselina citronova, kyselina
askorbova a kreatin (Juyena & Stelletta 2012; Samanta et al. 2018).

Hlavni funkci semenné plazmy je tvorba vhodného prostiedi pro spermie, jejich transport
do reprodukéniho traktu samice a zajisténi optimalniho pritbéhu kapacitace, akrozomalni reakce
a oplozeni, nebot’ semenna plazma obsahuje dekapacitacni faktory (Begley & Quinn 1982).
Cukerné molekuly v semenné plazmé slouzi jako zdroj energie pro spermie, a brani tak jejich
pred¢asnému energetickému vycerpani (Juyena & Stelletta 2012). Semenna plazma ma také
vyraznou pufracni kapacitu — je schopna udrzovat vhodné pH pro spermie a odolavat jeho
pfipadnym vykyvim. Slabé zasadity charakter semenné plazmy navic poméaha neutralizovat
kyselé prostredi vaginy (Wolters-Everhardt et al. 1986). Za zasaditost semenné plazmy jsou
zodpovédné tzv. zasadité polyaminy - spermin, spermidin a putrescin (Samanta et al. 2018).
Semenna plazma déle obsahuje sérové proteiny (albumin, globulin) a také mnozstvi zanétlivych
molekul — cytokiny, interleukiny aj. (Quinlivan 1968; Maegawa et al. 2002).

Dalsi soucésti semenné plazmy jsou specidlni mikrovezikuly, tzv. exosomy, které
obsahuji proteiny, transkripty a regulacni sSRNA. Tyto va¢ky plivodné vznikaji uvnitt bunék
ptidatnych pohlavnich zlaz (nadvarle, prostata) a nasledné jsou uvolnény do extracelularniho
prostiedi. Dle plivodu vzniku vacku pak miZeme rozliSovat epididymozomy a prostazomy.
Timto zpisobem miize byt jejich obsah transportovan semennou plazmou k cilovym bunikam.
Typicky se jedna o transport SRNA a proteinti ke spermiim. Tyto proteiny mohou byt nasledné
zabudovany do plazmatické membrany spermie, zatimco sRNA ziistavaji uvniti bunky, kde se
podileji na regulaci genové exprese. Takto mohou spermie ziskavat nové RNA a proteiny, které
jsou nezbytné pro jejich funkci a maturaci (Brody et al. 1983; Yanagimachi et al. 1985;
Frenette & Sullivan 2001; Frenette et al. 2002; Hermo & Jacks 2002; Sullivan et al. 2007;
Belleannée et al. 2013). Do semenné plazmy vyrazné pfispiva také epididymalni tekutina
(viz Literarni reSerse, kap. 3.2 Epididymalni tekutina).

3.1.1 Samdi pridatné pohlavni Zlazy

Mezi hlavni samc¢i piidatné pohlavni zlazy fadime semenné vacky, prostatu a Cowperovy
neboli bulbouretralni zldzy. MenSi mérou pfispivaji k tvorbé lidské semenné plazmy také
uretralni (Littrého) Zldzy a ampula chamovodu. B€hem embryonélniho vyvoje se tyto Zlazy
zakladaji z Wolffovych vyvodi (ampula chamovodu, semenné vacky) a z urogenitalniho sinu
(prostata, bulbouretralni zlazy a uretralni Zlazy). Sekrety téchto Zlaz dohromady vytvari



semennou plazmu, kterd zajistuje vyzivu spermii a funguje taktéz jako transportni médium
pro dopravu spermii do sami¢iho pohlavniho Gstroji. Semennd plazma mj. slouzi i k procisténi
mocové trubice od zbytkii moci, ktera ma kysely charakter, a tudiz neptiznivy vliv na spermie.

Sekrety ptidatnych pohlavnich 7laz jsou zodpovédné také za koagulaci ejakulatu
zlaz hlenova zatka. Ta brani ztraté ejakulatu z délohy samice a zaroven zajist'uje oplozeni pouze
jednim samcem. Piispévek jednotlivych Zlaz do objemu ejakulatu je druhové specificky. Vyvoj
zlaz  je fizen prostiednictvim  steroidnich  hormonti, predevS§im testosteronu
a dihydrotestosteronu (Flint et al. 2015; Ricardo 2018; Whitney 2018). Pokud neni uvedeno
jinak, je nize popsana struktura lidskych ptidatnych pohlavnich zlaz. Muzsky reprodukéni trakt
je znazornén na Obr. 1.

Semenné vacky

Mocovy
méchyF

Prostata

Bulbouretralni
(Cowperovy) zlazy

L
®— Pperiuretralni
(Littrého) zlazy

Nadvarle

Varle

Obr. 1. Muzské reprodukcni organy véetné pridatnych pohlavnich Zlaz. Prevzato a upraveno podle
Drabovich et al. (2014).

3.1.1.1 Semenné vacky

Semenné vacky, oznaCované také jako méchytkovita Zl14za, pfispivaji do semenné plazmy
nejvice ze vSech pridatnych pohlavnich Zlaz — az 85 % objemu lidské semenné plazmy je
tvofeno sekrety semennych vacka (Flint et al. 2015). Jedna se o parovy organ o délce zhruba
7,5 cm, tvoteny stoCenymi kanalky. Nachazi se mezi rektem a zadni ¢asti mocového méchyie
a usti do tzv. ejakulaéniho vyvodu, coz je spole¢ny vyvod semennych vacklt a chamovodu.
Produktem semennych vacku je nazloutla zasadita tekutina. Vyznam zasaditého charakteru
spociva v neutralizaci kyselého pH vaginy. Mezi hlavni slozky sekretd semennych vacka patii
fruktoza, proteiny (semenogeliny, fibronektin), prostaglandiny, fibrinogen, kyselina askorbova
poskytnuti energie spermiim prostfednictvim produkce fruktozy, kterd slouzi jako substrat
pro tvorbu ATP béhem glykolyzy. Produkce ATP je nezbytna pro motilitu spermii. Fibrinogen
je dalsi komponentou SP, ktera zajist'uje koagulaci ejakulatu. Produktem semennych vacku je
také prostaglandin, ktery ovlivituje stahy hladké svaloviny. Prostaglandin obsazeny v semenné
plazmé stimuluje nejen hladkou svalovinu v sam¢&im pohlavnim traktu pii ejakulaci, ale ma vliv
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také na svalovy tonus délohy a vaginy, ¢imZ podporuje nasavani spermii do samiciho
pohlavniho ustroji. Kyselina askorbovd je vyznamnym antioxidantem a chrani spermie
pted kyslikovymi radikaly. Mezi dals$i slozky semennych vackt patii napf. flaviny,
fosforylcholin a ergotionein (Aumiiller & Riva 1992; Flint et al. 2015; Ricardo 2018). Zatimco
u Clovéka a hirebce maji semenné vacky skutecné charakter vacki, u jinych druhti (byk, kanec)
mayji spise lalickovitou strukturu. U psa tato zlaza chybi (Aumiiller & Riva 1992).

3.1.1.2 Prostata

Prostata neboli predstojna Zlaza je neparova tuboalveolarni zlaza zhruba velikosti ofechu.
Naseda na kréek mocového méchyte a obklopuje ¢ast mocové trubice (tzv. prostatickou cast
uretry). Kromé tuboalveolarnich Zlaz je prostata tvofena také vazivem a hladkou svalovinou.
U c¢lovéka rozliSujeme na prostaté 4 zony — periferni (nejveétsi), centralni, prechodnou a fibro-
muskularni (Flint et al. 2015). U hospodaiskych zvifat pak byva popisovano télo
a tzv. roztrouSena Cast prostaty. U byka a kance miizeme najit ob& tyto ¢asti, u hiebce pouze
télo prostaty a u berana a kozla naopak jen roztrousenou ¢ast (Khalaf & Merhish 2010; Marvan
2017).

Prostata vytvaii sekrety mlééného zbarveni, které tvoii asi 30 % objemu semenné plazmy.
Jsou bohaté napf. na kyselinu citronovou, anorganické ionty (zineCnaté a hotfecnaté),
proteolytické¢ enzymy, polyaminy, cholesterol, fosfolipidy, kyselou fosfatdzu a dalsi latky.
Soucasti prostatické tekutiny jsou enzymy, které reaguji s fibrinogenem (ze semennych vacki)
a katalyzuji jeho pfeménu na nerozpustny fibrin. Ten pfispiva ke koagulaci ejakulatu. Zaroven
ale v prostaté¢ dochazi k produkci enzymd, které zpasobuji pozdéjsi zkapalnéni ejakulatu — PSA
(prostaticky specificky antigen), ktery §tépi semenogelin na krat$i fragmenty a fibrinolyzin,
ktery rozklada fibrinova vladkna. PSA je mj. markerem rakoviny prostaty, kterd ptedstavuje
nejcastéj$i formu rakoviny u muzi. Pomérné Castym patologickym stavem je také benigni
hyperplazie prostaty (BHP). Pfi BHP dochazi ke zvétSovani prostaty, a tim 1 k Gtlaku mocové
trubice, coz byva doprovazeno obtizemi pti moceni (Flint et al. 2015; Ricardo 2018).

3.1.1.3 Bulbouretralni (Cowperovy) Zlazy

U clovéka se jedna o parovy organ zhruba velikosti hrasku pfiléhajici k membran6zni
¢asti uretry, jehoz sekrety pfispivaji do celkového objemu semenné plazmy pouze minimalné
(cca 1 %). Cowperovy zlazy predstavuji tuboalveolarni zlazu ustici do mocové trubice.
Produktem téchto Zlaz je ¢ird tekutina zasaditého charakteru, tzv. preejakulat, ktery funguje
predevsim jako lubrikant. Mensi mérou také pfispivaji k sekreci nékterych glykoproteint,
napt. PSA. U ¢lovéka a kance maji lalo¢natou strukturu, u hiebce a prezvykavcl maji hladky
povrch, u psa tyto Zlazy chybi. Nejvyraznéji jsou vyvinuté u kance, kde mohou dosahovat délky
az 15 cm a také jejich piispévek do celkového objemu semene je u kance vétsi (az 20 %).
U kance maji Cowperovy dulezitou lohu naopak ke konci ejakulace, kdy jsou zodpoveédné
zatvorbu hlenové zatky v déloznim kréku samice (McKenzie et al. 1938; Testa-Riva
et al. 1994; Chughtai et al. 2005; Flint et al. 2015; Marvan 2017).



3.1.2 Proteiny semenné plazmy

Semennd plazma obsahuje velké mnozstvi nejriznéjSich proteinti, jejichz funkce je
mezidruhové vysoce konzervovana. U savcl se jednd se napi. o proteiny souvisejici
s energetickym metabolismem (pfedev§$im pak enzymy spojené s metabolismem sacharidi),
proteolyzou (proteazy), regulaci kapacitace a akrozomalni reakce (heparin binding proteiny),
fazi a interakci gamet (napf. spermadheziny) a v neposledni fad¢ také s vytvaienim imunitni
odpovédi v sami¢im reproduk¢énim traktu (napft. clusterin). VétSina proteinti sav¢i semenné
plazmy pochazi ze semennych vaku ¢i vacku, piipadné z nadvarlete. Spoleénym rysem
seminalnich proteini u sav€ich druht je také jejich afinita k riznym typim ligandd,
napi. K jiz zminénému  heparinu  nebo  k zine¢natym  kationtim  (Mogielnicka-
Brzozowska & Kordan 2011; Rodriguez-Martinez et al. 2011; Juyena & Stelletta 2012).
Pokud neni uvedeno jinak, jsou V literarnim piehledu popsany ptredevSim proteiny lidské
semenné plazmy.

Pti prvnich elektroforetickych studiich byly v semenné plazmé popsany pouze Ctyii
proteiny (Gray & Huggins 1942; Ross et al. 1942), ale diky nejnovéjs§im metodam studia
proteomu (2D elektroforéza, hmotnostni spektrometrie, kapalinova chromatografie) jiz vime,
ze se jedna o vyrazné komplexnéjsi tekutinu. Napt. Drabovich et al. (2014) odhaduje pocet
proteinti v semenné plazmé (na zakladé publikovanych dat) na 3200 (Batruch et al. 2011, 2012;
Kagedan et al. 2012). Koncentrace proteini v lidské semenné plazmé se pohybuje kolem 35-
55 g/l (Pilch & Mann 2006).

Proteinovy profil lidské semenné plazmy se do urcité miry shoduje s proteinovym
profilem spermii, naptiklad Wu et al. (2019) popisuje, ze dochazelo k piekryvu az u 73 %
genovych produktd. Je tomu tak ziejmée hned z nékolika diivodl. Proteiny ze semenné plazmy
(ptipadné z epididymalni tekutiny) se mohou vazat na povrch spermii, ale mize dochézet
I k opacnému jevu, kdy jsou povrchové proteiny spermii uvolnény do semenné plazmy.
U spermii a piidatnych pohlavnich zlaz mizZe také existovat fada shodnych geni kodujicich
tyto proteiny. Typicky se mize jednat o tzv. ,.,housekeeping“ geny (Wu et al. 2019).

VétSina semenné plazmy je tvorena sekrety ze semennych vackl, a proto patii proteiny
semennych vackl (semenogelin I, semenogelin II, fibronektin) mezi nejhojnéjsi proteiny
semenné plazmy (Pilch & Mann 2006). Do semenné plazmy samoziejmé vyznamné piispiva
I testikularni a epididymalni tekutina a jejich proteiny (Batruch et al. 2011).

Proteiny mohou byt v semenné plazmé voln€ rozpusStény, a regulovat tak spermie
nepiimo vytvarenim vhodného prostiedi. Mohou se vSak 1 vazat na povrch spermii a piimo tak
ovlivitovat jejich motilitu, kapacitaci, akrozomalni reakci a obecné interakci mezi spermii
a oocytem (Rodriguez-Martinez et al. 2011).

Jak jiz bylo zminéno, n€které proteiny semenné plazmy miZeme najit i v krevni plazmé.
Jedné se o sérové proteiny, jako je napt. albumin, globulin, imunoglobuliny ¢i riizné transportni
proteiny, jako je napft. transferin (Quinlivan 1968), fada proteint je vSak specificka pouze
pro semennou plazmu.

Z hlediska molekularni funkce jsou v semenné plazmé nejvice zastoupeny enzymy.
NejcCastéji se jedna o protedzy nebo peptidazy, tj. enzymy Stépici proteiny ¢i peptidy, pripadné
o enzymy, které tyto néjakym zptsobem reguluji (Gilany et al. 2015). V lidské semenné plazmé
nachazime pfedevsim serinové proteazy (kalikreiny, KLK), ¢asté jsou také cysteinové proteazy



ozna¢ované jako katepsiny. Spolen¢ s témito protedzami se v semenné plazmé vyskytuji
I jejich inhibitory. Napft. alfa-1-antitrypsin patfi mezi inhibitory serinovych proteaz, inhibitory
cysteinovych proteaz jsou tzv. cystatiny (LaFlamme & Wolfner 2013). Vyse uvedené enzymy
regulujici proteolyzu jsou zodpovédné za zkapalnéni ejakuldtu do cca 30 min po ejakulaci.
Mezi nejznaméjsi proteazy semenné plazmy patii napf. PSA sekretovany prostatou, jehoz
substratem je protein semenogelin, ktery spoleéné s fibronektinem umoziuje koagulaci
ejakulatu, a brani tak predCasné kapacitaci. Nasledné S$té€peni semenogelinu PSA je nutné
pro uvolnéni spermii z tohoto koagula a pfispiva k zisku jejich progresivni motility (Lilja 1985;
Lilja et al. 1987, 1989; Lee et al. 1989). Fragmenty vzniklé proteolytickym S§tépenim
semenogelinu maji navic vyznamnou antibakterialni funkci (Edstrdom et al. 2008;
Zhao et al. 2008).

Vzhledem k velkému mnozstvi sacharidovych struktur v semenné plazmé se fada
proteinli semenné plazmy ucastni metabolismu sacharidd, tj. pentozofosfatové drahy,
glykolyzy, glukoneogeneze a metabolismu fruktozy. DileZitou slozkou semenné plazmy jsou
také enzymy chranici spermie pfed poSkozenim reaktivnimi formami kysliku - superoxid
dismutaza, glutation reduktaza, glutation peroxidaza, katalaza a dalsi (Gilany et al. 2015).

Klasifikace proteini semenné plazmy je pomérné problematicka, nebot’ zplsob
klasifikace se u rznych druhi lisi. Proteiny v rdmci jednotlivych tfid se navic mohou vzajemné
prolinat. Napft. u kance se miizeme setkat s rozdélenim proteini na tzv. heparin vazajici proteiny
(heparin binding proteins; HBP) a heparin nevazajici proteiny (non-heparin binding proteins;
non-HBP) (Jonakova et al. 1998; Manaskova et al. 1999). HBP jsou analogicky popisovany
I U jinych druhd — u byka jako tzv. BSP (bovine seminal plasma proteins), u kon¢ jako tzv. HSP
(horse seminal plasma proteins) (Chandonnet et al. 1990; Calvete et al. 1995). Dalsi moznosti
je rozdéleni na proteiny obsahujici ve své molekule fibronektinovou doménu typu II (Fnll),
spermadheziny a CRISP proteiny (cysteine-rich secretory proteins), pficemz spermadheziny
mohou byt dale rozdéleny na HBP a non-HBP (Rodriguez-Martinez et al. 2011). Proteiny
obsahujici ve své molekule fibronektinovou doménu typu II se vyskytuji ve velké mife
v semenné plazmé kopytnikl. Protein s urcitou mirou homologie byl sice nalezen také
u ¢lovéka (Epididymal sperm-binding protein 1, ESPB1 ¢i HEI2), ale jeho zastoupeni
v semenné plazmé neni zdaleka tolik vyznamné (Saalmann et al. 2001). Samostatnou tiidu pak
mohou pfedstavovat proteiny pochazejici z epididymozomil ¢i prostazomi.

Obecné vsak plati, ze nejvice zastoupenymi proteiny v lidské semenné plazmé jsou prave
heparin vazajici proteiny (Kumar et al. 2008).

Heparin patii mezi glykosaminoglykany (GAG), coz jsou linearni polysacharidy, které
jsou hojné produkovany sami¢im reprodukénim traktem (Lee & Ax 1984). Bylo zjisténo,
7ze GAG stimuluji kapacitaci spermie, a vlibec nejucinn€jSim stimuladtorem kapacitace je
u nékterych druhti pravé heparin (Handrow et al. 1982). HBP se vyskytuji ve velké mite
na povrchu ejakulovanych spermii a jejich schopnost vazby na GAG v sami¢im
traktu a na glykoproteiny zona pellucida je ziejmé klicova pro indukci kapacitace a nasledné
mife. Zajimavé je, ze samotny heparin nedokdze u epididymalnich spermii indukovat
akrozomalni reakci — kté dochdzi az za pfitomnosti nejen heparinu, ale pravé i HBP
(Handrow et al. 1982; Miller et al. 1990; Kumar et al. 2008). Role HBP se vsak u riiznych druht



op¢t znacné lisi, predpoklada se vsak, Ze alespont u nékterych zivocichli maji tyto proteiny
znacny vliv na plodnost samce.

Mezi HBP fadime napt. semenogeliny, laktoferrin, PSA, proteiny s motivem zinkového
prstu (ZnF proteins), prostatickou kyselou fosfatazu (prostatic acid phosphatase; PAP),
fibronektin, fosfolipazu A2, ale také napi. lidsky sérovy albumin (Kumar et al. 2008, 2009).
Schopnost vazat heparin ma také protein clusterin, kterému se budeme dale vénovat
Vv nasledujicich kapitolach (Pankhurst et al. 1998; Martins et al. 2013).

V souvislosti se semennou plazmou se mizeme setkat také s jiz zminénymi CRISP
proteiny, které jsou exprimovany nejen v piidatnych pohlavnich zlazach, ale také ve varlatech
a nadvarlatech. Tyto proteiny se vazou na povrch spermie a jejich funkce pravdépodobné
spociva v regulaci vazby mezi spermii a oocytem. U mysi byly popsany 4 CRISP proteiny
(CRISP1-4), lisici se mistem exprese. Jako nejzajimavéjsi se jevi CRISP1 syntetizovany
v nadvarleti a podilejici se na fuzi gamet. MySi spermie, u kterych byl proveden knockout gent
pro tyto proteiny, vykazovaly snizenou oplozovaci schopnost, resp. schopnost vazby na zona
pellucida oocytu (Cohen et al. 2011; Weigel Mufioz et al. 2019). CRISP proteiny byly také
studovany jako markery fertility a kvality spermii (Koppers et al. 2011; Légar¢ et al. 2013).

3.1.3 Glykom semenné plazmy

Vétsina proteinll semenné plazmy, které jsou povazovany za potencialni markery muzské
neplodnosti, je bohaté glykosylovéana, tj. modifikovdna riznymi cukernymi zbytky. Funkci
téchto cukernych struktur je mnoho, od adheze molekul az po zprostiedkovani antigenni
odpovédi. Glykom semenné plazmy je navic velmi specificky — mizeme se zde setkat
s pomérné nestandardnimi typy glykosylace, které se v jinych tkanich za fyziologickych
podminek bé&zné nevyskytuji, a pokud ano, jedna se spiSe o znamku patologického stavu
(Ferens-Sieczkowska et al. 2013). U zdravého jedince navic vétsinou nedochazi k Zadnym
vyraznym zménam v glykosylaci, na druhou stranu je vSak glykosylace velmi citliva na drobné
zmény ve vnitinim prostfedi organismu.

Spermie je reprodukénim traktem Zeny do urcité miry vnimana jako cizorodé struktura.
Aby vSak mohlo dojit k uspéSnému oplozeni, musi existovat mechanismus, ktery zajisti, aby
byla imunogenicita spermie (a mira imunitni odpovédi ze strany organismu Zeny) sniZena.
V opacném piipadé by byly veskeré spermie v sami¢im reprodukénim traktu zlikvidovany
imunitnim systémem. Ziejm¢ z tohoto diivodu na povrchu lidskych spermii nedochazi k expresi
tzv. MHC molekul typu I. Bunky, kterym tento typ molekul chybi, byvaji odolné vuci
cytotoxickym T-lymfocytim. Naopak se ale stavaji snadnym cilem NK bungk, jejichz funkci
je pravé destrukce bunék, které MHC 1. typu nenesou. Absence MHC 1 je typicka naptiklad
pro nadorové bunky. Ty vSak na svém povrchu maji specificky typ glykant (tzv. vmezefené N-
glykany ¢i ,,bisecting type* N-glykany), které zajistuji jejich ochranu pied aktivitou NK bun¢k
(Pang et al. 2007). Podobnou strategii vyuzivaji i spermie, které na svém povrchu tyto glykany
taktéz exprimuji (Patankar et al. 1997; Pang et al. 2007). Pritomnost vmezetenych N-glykant
byla navic prokdzédna 1 vsemenné plazmé, 1 kdyZ se zde vyskytuji v mensi mife
nez na spermiich (Pang et al. 2007, 2009). Proteiny spermii i semenné plazmy jsou také bohaté
na dals$i specifické cukerné molekuly, tzv. Lewis X a Lewis Y antigeny. Tyto struktury jsou
klicové pro zprostiedkovani vazby spermie na zona pellucida oocytu, nicméné jejich role



spociva také v potlacovani adaptivni imunity — timto zplisobem je vyuzivaji parazité, viry
a rakovinné buiiky. Semenné plazma tedy nezajist'uje pouze ochranu a vyzivu spermii, ale také
jejich imunologickou toleranci v reproduk¢nim traktu zeny (Pang et al. 2007, 2011).

Krom¢ Lewis antigenti obsahuje semenna plazma celou tfadu dalSich, pomérné
nestandardnich typu glykosylace. N-glykosylované proteiny semenné plazmy jsou velmi
bohaté na mandzové zbytky a na tzv. hybridni typy oligosacharidi (Pang et al. 2009; White
et al. 2009). Ptitomny jsou také komplexni N-glykany, které vykazuji riznou miru vétveni —
glykany se dvéma, tfemi, nebo ¢tyfmi vétvemi (anténami). Dale je pro semennou plazmu
typickd extrémni mira fukosylace. U zdravych jedinci mize byt v ramci jednoho glykanu
navazano az devét fukozovych zbytkd (Pang et al. 2009). Fukézové zbytky mohou byt
bud’ soucasti jadra (core) glykanu (k némuz jsou pfipojeny vazbou al,6), nebo mohou byt
spojeny vazbou al,2, al,3, pfipadné i al,4 s antenarnimi ¢astmi glykanu, a vytvaret tak vyse
zminované Lewis epitopy (Olejnik et al. 2015b). V piipadé Lewis X antigenu je fukoéza vazana
na N-acetylglukosamin, pokud je vazana na N-acetylglukosamin a dalsi také na galaktozu,
jedna se o antigen Lewis Y (Chen 2011; Kaluza et al. 2016). V pifipadé¢ mnozstvi kyseliny
sialové byly vysledky velice variabilni — u nékterych jedinct sialylované glykany téméf
chybély, zatimco u jinych byly tyto struktury velmi casté. Zajimavé je, Ze pokud je kyselina
sialova navazana na anténarnich strukturach glykanu, jadro glykanu je pak modifikovano pouze
jednou molekulou fuko6zy. Pokud vSak vnéjsi vétve obsahuji N-acetyllaktosamin a zaroven zde
terminalni kyselina sialova chybi, byva fukosylace glykanu vyrazné bohatsi (Pang et al. 2009).
Co se tyce O-glykoproteint, v semenné plazmé byly nalezeny jak ,.core 1%, tako ,,core 2
struktury, modifikované fukozou nebo kyselinou sialovou (Pang et al. 2009). Piehled
jednotlivych typt glykosylaci, vcéetné glykosylaci typickych pro semennou plazmu,
je znazornén na Obr. 2.

Vyse uvedené typy glykosylaci jsou u savct spise raritou. N-glykany bohaté na manézu
a hybridni typ glykant se napt. v lidské krevni plazmé témét nevyskytuji, vazba vétsiho poctu
molekul fukézy zase byva Casto spojovana se zanétlivymi stavy  (Ferens-
Sieczkowska et al. 2013). Naopak vétsi mnozstvi mandzy a fukozy je typické
i pro glykoproteiny spermii (Pang 2007).
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Obr. 2. Prehled jednotlivych typii glykosylaci. Prevzato a upraveno podle Lyons et al. (2015).

Glykoproteinové struktury v ramci semenné plazmy byly doposud prozkoumany jen
u pomérné uzkého spektra proteint (alpha-1-acid glycoprotein (AGP), fibronektin (FN),
glycodelin S (GdS), prostaticky specificky antigen (PSA) aj.). Urcitym milnikem ve studiu
glykosylovanych proteini semenné plazmy byl popis glycodelinu (Koistinen et al. 1996). Tento
protein existuje ve Ctyfech riznych izoformach (GdA, GdS, GdF a GdC), které se mezi sebou
1isi pouze v glykosylaci (Julkunen et al. 1985; Koistinen et al. 1996, 2003; Tse et al. 2002; Chiu
et al. 2007). S tim souviseji také odli$né biologické funkce téchto izoforem, coz je umoznéno
pravé diky rozdilim v sacharidovych strukturach mezi nimi (Uchida et al. 2013). Jedna
z izoforem, glycodelin S (GdS), je vsemenné plazmé velmi hojné zastoupena a podili
se na udrzovani spermii v nekapacitovaném stavu (Chiu et al. 2005). Zbylé tii glykoformy jsou
produkovany sami¢im reprodukénim traktem a pied kapacitaci nahrazuji glycodelin S, ktery je
odstranén (Chiu et al. 2005). Pro spravny pribéh oplozeni je tedy klicové, aby byl organismus
schopen rozeznavat i takové proteiny, které¢ se odliSuji jen z hlediska modifikace cukernymi
zbytky.

Hojn¢ zastoupenym proteinem Vsemenné plazmé je také fibronektin. Pacienti
s abnormalnim spermiogramem méli sice v semenné plazme vyssi koncentrace tohoto proteinu,
sialylace fibronektinu vSak byla vyrazné snizena (Katnik-Prastowska et al. 2006).

SpiSe nez zménam v glykosylaci konkrétnich proteinli semenné plazmy, byla vSak
V posledni dob¢ vénovana pozornost zménam v glykomu semenné plazmy jakozto celku, a to
Umuzd s riznym spermiogramem. Spoleénym rysem veétSiny jedincd se snizenou plodnosti
(oligozoospermici — O, astenozoospermici — As, oligoastenozoospermici — OAs a infertilni
normozoospermici — IF N) se zda byt zvysena fukosylace nékterych proteinti (véetné PSA,
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PAP, Gd a choriového gonadotropinu). Signifikantni rozdily pak byly nalezeny predevsim
mezi astenozoospermiky a normozoospermiky, a také mezi oligoastenozoospermiky
a normozoospermiky (Olejnik et al. 2015b). Olejnik et al. (2015b) touto studii také potvrdili,
ze vyrazné¢jsi reaktivita proteina vuci lektinu AAL, ktery je specificky pravé pro fukozu, je
v 11 ze 12 ptipada déna skute¢né vyssi mirou fukosylace jako takové, a nesouvisi tedy pouze
se zvySenym mnozstvim proteini. Vzhledem k tomu, Ze fuko6za je mj. soucasti Lewis antigentl,
byla jejich pfitomnost u téchto skupin (O, As, OAS) vyssi, nez u normozoospermikil (Katluza
et al. 2016). U pacientti s O, As a OAS bylo zjisténo také vetsi mnozstvi vétvenych glykanti
pozorovano u astenozoospermikll (Katuza et al. 2016).

Nejvyraznéjsi zmény v expresi glykant vSak byly pozorovany u oligozoospermiki (Kratz
et al. 2015). Tuto skupinu bylo mozné odlisit od kontrolni skupiny (fertilni normozoospermici)
co do mnozstvi komplexnich glykanti a vysoce vétvenych N-glykand. Jejich mnozstvi bylo
Vv obou ptipadech zna¢né snizeno. Jako signifikantni se projevily i odliSnosti v expresi kyseliny
sialové. Zatimco hladina 02,3 vézané kyseliny sialové byla ve srovnédni s infertilnimi
normozoospermiky a astenozoospermiky nizsi, exprese 02,6 vazané kyseliny sialové byla
u oligozoospermikti naopak vys$i nez u astenozoospermiki (Kratz et al. 2015). Glykanovy
profil u pacientl s oligozoospermii dale vykazoval také mensi mnozstvi O-glykant (Kratz
et al. 2015) a vibec nejnizsi hladinu mandzy a hybridnich oligosacharidii ze vSech skupin
(Katuza et al. 2016).

U pacientll s astenozoospermii byly detekovany niz$i hladiny 02,6 vazané kyseliny
sialové, a to jak oproti normozoospermikiim s prokazanou fertilitou, tak oproti infertilnim
normozoospermikim a oligozoospermikum (Kratz et al. 2015).

Samostatnou kapitolu pak ptedstavuji jedinci s idiopatickymi poruchami plodnosti.
Vysledky se navic v ramci této skupiny vyrazné lisi. Vzorky byly ve srovnani s plodnymi
normozoospermiky ponékud chuds$i na hybridni typ oligosacharidii a obsahovaly mensi
mnozstvi glykand bohatych na manézu (Olejnik et al. 2015a). V jiné studii byl naopak zjistén
zcela opacny vysledek — oba typy sacharidovych struktur byly u infertilnich normozoospermiki
popsany jako lehce zvySené (Katuza et al. 2016). Dale bylo u muzi s idiopatickymi poruchami
plodnosti detekovano zvySené mnoZstvi vysoce vétvenych glykant (glykany se tfemi ¢i Ctyimi
anténami) a taktéz vysSi mira sialylace (Katuza et al. 2016). U pacientll s idiopatickymi
poruchami plodnosti byla také popséana snizena exprese O-glykant (Kratz et al. 2015).

Zastoupeni sacharidovych struktur u glykoproteini mize i pfimo odrazet nckteré
parametry ejakuldtu. Snizené mnozstvi vysoce vétvenych N-glykani pozitivné koreluje
S poétem spermii, snizena hladina 02,6 vazané kyseliny sialové zase s motilitou spermii (Kratz
et al. 2015).

Pro studium glykoproteinovych struktur v semenné plazmé byly kromé klasické lektinové
histochemie vyuzity také tzv. lektinové mikrocipy (,,microarraye®). Proteiny semenné plazmy
byly obarveny fluorescen¢nim barvivem Cy3, a lektiny s rliznou specifitou byly imobilizovany
na specidlnim sklicku, na které se nasledné nanesl vzorek semenné plazmy. Navdzané
glykoproteiny pak vykazovaly fluorescen¢ni signal, jehoZ mira odraZela reaktivitu vii¢i danému
lektinu. Vyhodou této metody je, Ze jeden vzorek semenné plamy miize reagovat s velkym
mnozstvim raznych lektinti najednou. U semenné plazmy neplodnych muzi byla v rdmci této
studie zjiSténa snizena reaktivita proteind vuc¢i vSem pouzitym lektinim (kromé ConA,
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specifického pro manoézu) oproti kontrolni skupiné fertilnich muzi. U osmi z osmnacti
lektinim specifickym pro O-vazané glykany (napi. AIL, PNA, WFL lektiny aj.). Autofi se tak
domnivaji, Ze sniZzena fertilita u oligozoospermikl zifejmé souvisi pravé se zménami v O-
glykosylaci (Kotodziejczyk et al. 2018).

3.2 Epididymalni tekutina

Vzhledem Kk tomu, ze do slozeni semenné plazmy vyznamnym zpusobem pfispiva také
epididymalni tekutina, je nasledujici kapitola vénovana nadvarleti, jeho struktuie, funkci,
a piedevs§im pak epididymalnim proteinim. Rada téchto proteint by totiz mohla piedstavovat
zajimavé markery neplodnosti.

3.2.1 Struktura nadvarlete

Nadvarle je organ tvofeny jednim vyrazné¢ stoCenym kanalkem, ktery navazuje
na vyvodné kanalky varlete a distdln¢ pfechdzi v chdmovod. Délka tohoto kandlku se
u hlodavci a primat pohybuje kolem 1-7 metrd, u nékterych hospodatskych zvitat (kin, prase)
vSak muze dosahovat az 80 metrd. Vyvojové vznika nadvarle z Wolffovych vyvodu.
U nadvarlete standardné rozliSujeme tii hlavni segmenty — hlavu (caput), t€lo (corpus) a ocas
(cauda). U nékterych druhd (napi. potkan) se navic popisuje jes$té tzv. inicialni segment
a intermedidrni zoéna, na které navazuje hlava nadvarlete, u Clovéka se ale tyto segmenty
nenachazeji. Odlisné prostiedi v segmentech, které je zajisténo specifickou genovou expresi, je
klicové pro optimalni maturaci spermii. Jednotlivé segmenty se vSak 1isi také typem bunék,
vyskou epitelu a primérem kanédlku. Obecné se da fici, Ze zatimco primér kandlku se smérem
k ocasu nadvarlete zvySuje, vyska epitelu se naopak snizuje. Nadvarle je tvofeno
tzv. pseudostratifikovanym epitelem, kdy vSechny bunky piimo pfisedaji na bazalni membranu,
ale 1isi se svoji vyskou (Cosentino & Cockett 1986; Flint et al. 2015).

Nadvarle je tvofenou celou fadou bunéénych typl. VéEtSinou byva popisovano Sest typt
bunck — hlavni bunky, apikalni buiiky, cylindrické buiky, svétlé ¢i projasnéné bunky, bazalni
buiikky a bunky imunitniho systému. Nejvice zastoupenym typem bunék jsou hlavni buiky
bohaté na stereocilie. Vyskytuji se v pribé¢hu celého nadvarlete, nejhojnéji vSak v hlavé
nadvarlete (ptipadné v inicialnim segmentu ¢i intermediarni zon¢), smérem k ocasu nadvarlete
se jejich zastoupeni sniZuje, a stejné tak 1 vyska bunck. V pocatecnich segmentech se nachazeji
také apikalni buiiky a cylindrické bunky, v téle a ocasu se pak setkavame se svétlymi buitkami,
jejichz funkci je ziejme degradace nezadoucich produkti, acidifikace lumen a endocytdza.
Druhou nejzastoupenéjsi skupinou bun€k jsou buiiky bazdlni, které opét mlzeme najit
v pribéhu celého nadvarlete. Podili se pravdépodobné na regulaci vodniho transportu,
detoxifikaci bunék a ochran¢ pied reaktivnimi formami kysliku (Flint et al. 2015;
Souza et al. 2017).

V nadvarleti je také ptfitomna bariéra mezi krvi a epitelem, kterou zajist'uji t€sné spoje.
Tato bariéra, ktera je obdobou hematotestikularni bariéry ve varleti, zaruCuje udrZeni
spermatickych antigeni mimo krevni ob¢h a jiné télni tekutiny, a chrani tak organismus
pred autoimunitni odpovédi (Hoffer & Hinton 1984).
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3.2.2 Funkce nadvarlete

V hlavé  nadvarlete  probihd intenzivni sekrece  proteind, glykoproteina
a nizkomolekularnich latek. Ty mohou byt zabudovany do membrany spermii, stejné tak ale
mohou byt 1 proteiny odluc¢ovany z povrchu spermii do epididymalni tekutiny, nebo v ramci
plazmatické membrany spermie riznym zpasobem translokovany. V hlavé nadvarlete
(resp. v inicialnim segmentu, pokud je pfitomen) probiha také velmi intenzivni resorpce
testikularni tekutiny a Stim souvisejici zakoncentrovani spermii (Levine & Marsh 1971;
Turner & Cesarini 1983). Funkce téla nadvarlete neni zatim zcela objasnéna, ale ziejmé
se spolecné s hlavou nadvarlete podili na zisku motility a oplozovaci schopnosti spermii
(Mathieu et al. 1992; Turner 1995). V ocasu nadvarlete jsou spermie ukladany (cca 2-5 dni)
do doby ejakulace, mohou zde vSak byt ulozeny i déle (Bedford 1994; Turner 2008). Mnozstvi
spermii v nadvarleti pfedstavuje u ¢lovéka zasobu cca na tii ejakulace (Johnson 1982;
Johnson & Varner 1988). Zaroven zde dochazi k eliminaci nefunk¢nich a poskozenych spermii
(Sutovsky et al. 2001) a u nekterych savéich druht k migraci, piipadné i k Gplnému odstranéni
cytoplazmatické kapénky. Pii ejakulaci jsou spermie z nadvarlete aktivné (pohybem cilii
a aktivitou myoidnich bungk) i pasivné (tlakem sekretovanych molekul) posouvany do dalSich
¢asti vyvodnych pohlavnich cest (Cosentino & Cockett 1986; Flint et al. 2015).

Jak jiz bylo zminéno, Ustfedni funkci nadvarlete je sekrece a také resorpce proteint.
K sekreci proteini dochazi merokrinnim zptisobem, kdy proteiny prochazeji klasickou sekre¢ni
drahou pies endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat a pomoci sekre¢nich vacki jsou
exocytdzou vylouéeny z buiiky. Rada proteinti je viak sekretovana také apokrinnim zptisobem.
V tomto piipadé se zbuiky odskrti jeji apikdlni ¢ast obsahujici sekretované molekuly
(tzv. apikalni puchyiky ¢i ,,blebs®), a ta je uvolnéna do extracelularniho prostiedi. Soucasti
téchto puchyika jsou mikrovezikuly, tzv. epididymozomy, které obsahuji proteiny (typicky
proteiny, které postradaji signalni sekvenci) a regulacni miRNA. Epididymozomy pak mohou
fazovat s plazmatickou membranou spermii, ¢imz dojde k zabudovani epididymalnich proteint
do membrany (Yanagimachi et al. 1985; Frenette & Sullivan 2001; Frenette et al. 2002;
Hermo & Jacks 2002; Sullivan et al. 2007; Belleannée et al. 2013).

Béhem prichodu spermii nadvarletem (tzv. epididymalni transit spermii) dochézi k fadé
zmen, a to jak ve slozeni epididymalni tekutiny, tak ve slozeni a modifikacich spermatickych
proteinti. Tyto zmény jsou nezbytné pro budouci oplozovaci schopnost spermie (zisk motility,
schopnost vazby spermie na vajicko) a oznacuji se jako epididymalni maturace spermii. Doba
prichodu spermii nadvarletem je druhové specificka a pohybuje se zhruba mezi 3-15 dny
(Amann & Howards 1980; Hikim & Hoffer 1988; Dacheux & Dacheux 2014).

Epididymalni proteiny jsou také hojné studovany z hlediska muzské antikoncepce — ta by
Vv idealnim piipadé méla za cil epididymalni protein (¢i proteiny) zodpovédny za zisk
oplozovaci schopnosti spermie. Zaroven by vSak nedochéazelo k naruseni spermatogeneze a cely
proces by byl reverzibilni (Reyes & Chavarria 1981; Sipila et al. 2009).

3.2.3 Epididymalni proteiny

Podobné jako v pfipadé semenné plazmy, obsahuje i epididymalni tekutina fadu protein,
které se vyskytuji i v jinych tkanich. Mezi takovéto proteiny patii napt. albumin, clusterin
a pfedevsim pak fada enzymi (glykosiddzy, protedzy, inhibitory proteaz). Velka cast proteint
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je vsak specifickd pouze pro nadvarle. VétSina proteinli nadvarlete je rozpustnych, méné
rozpustné proteiny byvaji opatfeny GPI kotvou (napt. HE5/CD52) a typicky asociuji
s epididymozomy. N¢které proteiny se také mohou sdruzovat do vysokomolekuldrnich
komplexu (Kirchhoff & Hale 1996; Ecroyd et al. 2005; Dacheux et al. 2009, 2016;
Dacheux & Dacheux 2014).

U vétSiny savéich druhta (napt. byk, kanec, hiebec, beran, ¢lovek) bylo zjisténo, ze 80-
90 % proteinového obsahu epididymalni tekutiny je tvoifeno pouze asi 10-20 proteiny
(v zavislosti na konkrétnim druhu), které jsou zde pfitomny ve vysokych koncentracich
(Dacheux et al. 2012). Zastoupeni nejvyznamnéjsich proteind v lidské epididymalni tekutiné
je znazornéno na Obr. 3.

Zastoupeni epididymalnich proteind u ¢lovéka
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Obr. 3. Procentudlni zastoupeni hlavnich proteinu v lidské epididymalni tekutine.

AlAT: a-1-antitrypsin; CLU: clusterin, ECM1.: extracelullar matrix protein 1; ENOA: enolase; G3BP:
galectin-3-binding protein; HE3/EDDMB3A: epididymal protein 3A; HSA: human serum albumin;
HE1/NPC2: Niemann-Pick disease type C2; PGDS: prostaglandin D2-synthase; PHHUPN: purin-
nukleosid phosphorylase. Prrevzato a upraveno podle Dacheux et al. (2012).

v

Situace je podobnd i u ostatnich druht hospodaiskych zvifat, nejmarkantnéjsi je pak
ziejm¢& u byka, kde pouze 13 proteinti predstavuje 95 % vSech epididymalnich proteini
(Belleannée et al. 2011). Nékteré z téchto proteinii se mezi jednotlivymi druhy ptekryvaji
(clusterin, Niemann-Pick disease type C2, laktoferin), jiné mohou byt druhové specifické.
Vysoce zastoupenym proteinem u sav¢ich druht, jako je ovce, skot, prase, kun a ¢lovek, je
clusterin, ktery tvoti zhruba 30-40 % vSech epididymalnich proteint (Syntin et al. 1996;
Fouchécourt et al. 2000; Dacheux et al. 2009; Belleannée et al. 2011).

Z tohoto thlu pohledu se proteiny nadvarlete jevi jako zajimavé potencialni markery
fertility, nebot’ jejich vysoka koncentrace v epididymalni tekutin¢ ziejmé odrazi jejich
nepostradatelnost. U mySi byl vSak proveden knockout geni kddujicich nékteré z téchto
proteint (laktoferin, clusterin, glutathionperoxidaza 5 (GPX5), CRISP1, CRISP4 aj.), nicméné
ke snizeni fertility nedoslo (Bailey et al. 2002; Chabory et al. 2009; Dacheux & Dacheux 2014;
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Hu et al. 2018). Na druhou stranu, napt. protein CRISP1 se i tak zda byt pomérné dobrym
markerem obstrukéni azoospermie u lidi (Légaré et al. 2013).

Vzhledem k jiz zminéné specifické genové expresi v jednotlivych segmentech nadvarlete,
je i vyskyt fady proteini specificky vazan na dany segment (Krull et al. 1993; Dacheux
etal. 2012). Mnozstvi proteinu je typicky nejvyssi v misté jeho vzniku a v dalSich ¢astech
nadvarlete jeho koncentrace postupné klesd. Napt. prostaglandin syntaza (PTGDS) je
u nékterych druhu (¢lovek, byk, beran, hiebec) sekretovana piedevsim v proximalnich ¢astech
nadvarlete, zatimco jiné proteiny, napf. gelsolin (u byka), pievazuji ve stiedni a distalni ¢asti.

Clusterin pak mizeme nalézt ve vSech Castech nadvarlete (Dacheux et al. 2009, 2012,
2016). U hiebce, kance a berana obecné plati, ze nejvétsi sekrece proteintt probiha
v proximalnich ¢astech nadvarlete, kde zdrovenn dochdzi i k nejvyraznéjsim modifikacim
spermatickych proteind (Syntin et al. 1996; Dacheux et al. 2016). U ¢loveka se vSak zda byt
nejaktivnéjsi casti t€lo nadvarlete (Dacheux et al. 2006). Mnozstvi epididymalnich proteint
také podléha pozitivni ¢i negativni regulaci prostfednictvim androgent (Syntin et al. 1999).

Zasadni zménou béhem pruchodu spermii nadvarletem je remodelace membranovych
protein spermie. Spermatické proteiny prochazeji fadou nejriiznéjSich zmén a modifikaci.
Povrchové proteiny mohou byt napi. proteolyticky Sté€peny a nasledné redistribuovany
po povrchu spermie. Proteiny mohou podléhat také tipravam pomoci glykolytickych enzymu
(Dacheux et al. 2012). Nejmarkantngjsi zménou je pak zfejmé zabudovani proteint
z epididymalni tekutiny do plazmatické membrany spermie (proteiny HE2, HE4, HES), nebo
naopak odstranéni nékterych povrchovych proteintl a jejich uvolnéni do epididymalni tekutiny
(ACE) (Kirchhoff 1998; Kirchhoff et al. 1998; Gatti et al. 1999; Dacheux et al. 2016). Zmé&ny
na plazmatické membrané se vSak netykaji pouze proteini — béhem maturace spermii
v nadvarleti dochazi i k upravé fosfolipidového slozeni membrany (Haidl & Opper 1997).

U nékterych epididymalnich proteint se pfedpoklada klicova role ve schopnosti vazby
spermie na vajicko a jejich nasledné fize. Pravdépodobné se jedna prave o ty proteiny, které
jsou béhem epididymalniho transitu zabudovany do plazmatické membrany spermie (HES,
proteiny CRISP, proteiny ADAM a TEX) (Dacheux & Dacheux 2014).

Dalsi proteiny nadvarlete zajiSt'uji napf. ochranu spermii pfed volnymi kyslikovymi
radikaly (glutathion peroxidaza, superoxid dismutaza, katalaza) (Zini & Schlegel 1997,
Schwaab et al. 1998; Potts et al. 1999), nebo pied bakterialni infekci (defensiny, cystatiny)
(Flint et al. 2015). Nemén¢ dilezitou funkci nadvarlete je také kontrola kvality spermii —
nefunk¢ni a poSkozené spermie jsou ubikvitinylovany a nasledné odstranény prostfednictvim
fagocytozy (Sutovsky et al. 2001).

3.2.3.1 Clusterin

Nejvice zastoupenym proteinem v lidské epididymalni tekutiné je Cclusterin, diive
oznacovany také napft. jako Apolipoprotein J. Jedna se o heterodimerni protein sloZzeny ze dvou
polypeptidovych fetézct (ApoJa a Apolp), které jsou navzajem spojeny Ctyfmi nebo péti
disulfidovymi mustky. Molekulova hmotnost proteinu se pohybuje kolem 70-80 kDa
(de Silva et al. 1990b, 1990c; Capkova et al. 2002; Dacheux et al. 2006). Clusterin je velmi
bohat¢ glykosylovan — cukerné zbytky piedstavuji zhruba 30 % jeho molekulové hmotnosti
(de Silva et al. 1990c). Dalsi vyraznou posttransla¢ni modifikaci tohoto proteinu je sulfatace,
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proto byl také plivodné oznacovan jako Sulfatovany glykoprotein 2 (SGP-2)
(Sylvester et al. 1984). Dnesni nazev proteinu souvisi s jeho schopnosti shlukovat buiky
(Sertoliho bunky a erytrocyty) in vitro (Blaschuk et al. 1983; O’Bryan et al. 1990).

Mediatorova RNA pro clusterin koduje celkem 449 aminokyselin. Na zacatku sekvence
(aminokyseliny 1-22) se nachazi signalni sekvence, ktera zaji$tuje kotransla¢ni translokaci
tohoto proteinu do endoplazmatického retikula, zbylé¢ aminokyseliny (23-449) koduji
polypeptidové fetézce a a . Signalni peptid je v endoplazmatickém retikulu odstépen, a neni
tak soucasti vzniklého proteinu. V endoplazmatickém retikulu také dochazi k tvorbé
disulfidovych mustkt a k cukernym modifikacim proteinu. Jeho glykosylace je dokoncéena
V Golgiho aparatu, kde protein navic pravdépodobné podstupuje proteolytické St€peni na o a
fetézec, ¢imz ziskava svoji findlni heterodimerni strukturu. Takto upraveny protein je poté
ptipraven k sekreci do extracelularniho prostiedi (de Silva et al. 1990a; de Silva et al. 1990c;
Rohne et al. 2015, UniProtKB database - P10909).

U ¢lovéka bylo zatim popsano 6 riznych izoforem tohoto proteinu — izoforma 1 (secreted
clusterin, sCLU, CLU35), izoforma 2 (CLU34), izoforma 3, izoforma 4 (nuclear clusterin,
nCLU), izoforma 5 (CLU36) a izoforma 6 (Leskov et al. 2003; Prochnow et al. 2013).
Nesekre¢ni formy clusterinu jsou lokalizovany v cytosolu, ptipadné v jadie a jsou zastoupeny
pouze minimaln¢. Vyskytuji se pfevazné ve formé jednoho polypeptidového tetézce, protoze
nedochazi k jejich proteolytickému Sté€peni v Golgiho aparatu. Oproti Sekre¢ni formé clusterinu
byvaji vyrazné¢ méné glykosylovany nebo u nich glykosylace zcela chybi (Prochnow
et al. 2013). Nékteré z téchto nesekrec¢nich (nekanonickych) forem byly detekovany pouze
u stresovanych bunék. ZvySena mira stresu muze také indukovat retranslokaci sekreéni formy
clusterinu do cytosolu (Nizard et al. 2007). Vzhledem k minoritnimu vyskytu nesekre¢nich
forem tohoto proteinu se budeme dale v textu zabyvat pfedevs§im sekreénim clusterinem
(sCLU).

Clusterin (CLU) se vyskytuje v télnich tekutinach — v krevni plazmé, mléce,
mozkomis$nim moku, ale také pravé v semenné plazmé, kde je jeho koncentrace ve srovnani
s krevni plazmou vyrazné vyssi.

Tento protein je zajimavy také z hlediska glykosylace. Saraswat et al. (2016) popisuje
u clusterinu 4 rizna glykosyla¢ni mista, diky kterym se v semenné plazmé vyskytuje az
43 variant tohoto proteinu. V ramci této studie se jednalo o protein s nejvys$§im poctem variant
lisicich se sacharidovymi strukturami, druhy v pofadi byl fibronektin s 32 variantami.

Sérovy CLU a CLU vyskytujici se v semenné plazmeé se mezi sebou lisi pravé ve zptisobu
glykosylace. Sérova varianta proteinu je vysoce sialylované (obsahuje N-glykany komplexniho
typu s navazanou kyselinou sialovou), ale nenese Zadné Lewis antigeny a ani O-vazané
sacharidy. Naopak CLU vazany na semennou plazmu je bohaty na antigenni struktury Lewis
typu (ale i na dals$i — napf. antigen H), které jsou vyrazné fukosylovany. CLU v SP ma také
typicky navazanou terminalni galaktozu, pfipadné kyselinu sialovou (Sabatte et al. 2011;
Janiszewska & Kratz 2020).

Vyskyt clusterinu je vazdn i na celou fadu savéich tkéni (mozek, jatra, slinivka),
predev§im pak na takové, které produkuji steroidni hormony (varlata, vajecniky)
(Collard & Griswold 1987; Choi et al. 1990; de Silva et al. 1990a; O’Bryan et al. 1990).
V sam¢im reprodukénim traktu je clusterin produkovan zejména ve varlatech a nadvarlatech,
nicméné jeho piitomnost byla popsana také v semennych vaccich (Kissinger et al. 1982;
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Blaschuk et al. 1983; O’Bryan et al. 1990, 1994a). Za produkci clusterinu ve varlatech jsou
zodpovédné Sertoliho bunky (Blaschuk et al. 1983). Clusterin se vyskytuje v semenné plazmé
volng, ale také vazany na spermie (O’Bryan et al. 1990; Sylvester et al. 1991). Pfepoklada se,
ze pii prichodu spermii nadvarletem je testikuldrni clusterin nahrazen epididymalnim
(Sylvester et al. 1991). Ten je nutny pro jejich maturaci a pro spravnou remodelaci spermatické
membrany, nebot’ se podili na transportu proteinti nesoucich GPI kotvu do plazmatické
membrany spermie (Griffiths et al. 2009).

Clusterin je spojovan s velkym mnozstvim fyziologickych funkci, pficemz
nevyznamngj$i z nich je nepochybné jeho funkce jako chaperon (Humphreys et al. 1999; Poon
et al. 2000). S tim souvisi i vyrazné¢ zvySena tvorba tohoto proteinu v malignich tkanich,
ve tkdnich které jsou stresované, vystavené toxickym vlivim nebo podstupujici apoptozu
(Viard et al. 1999; Shapiro et al. 2015). Proto je clusterinu vénovana pozornost také ve vztahu
ke studiu rakoviny prsu, prostaty nebo neurodegenerativnich chorob, jako je
napi. Alzheimerova choroba (Harold et al. 2009; Rizzi & Bettuzzi 2010). Jeho role spociva
ve vazbé nesbalenych ¢i Spatné sbalenych proteint. Ty se tak stavaji pfistupnéjSimi pro dalsi
chaperony, které se nasledné ptimo podili na jejich spravném slozeni. Samotny clusterin ale
tuto schopnost ptimého pieskladavani proteini nema (Poon et al. 2000). ZvysSena produkce
proteinu Vv reakci na stres byla popsana i u reprodukénich tkani, konkrétné u varlat
(Clark & Griswold 1997).

Vzhledem Kk tomu, ze clusterin je zaroven apolipoproteinem, jeho tiloha spociva také
Vv transportu lipidi, konkrétné ¢astic HDL (de Silva et al. 1990Db). I zde muize byt jista souvislost
s reprodukénimi tkdnémi, nebot’ cholesterol, transportovany pomoci téchto lipoproteinovych
¢astic, je prekurzorem steroidnich hormonut (Fujimoto et al. 2010).

Mnozstvi dalSi funkci tohoto proteinu tzce souvisi s regulaci rtiznych komponent
imunitniho systému. Clusterin inhibuje komplementem (soubor proteini slouzici jako
humoralni slozka nespecifické imunity) iniciovanou lyzi bunék, a brani tak apoptoze.
Na zakladé této schopnosti byl clusterin diive oznacovan také jako ,,Complement Cytolysis
Inhibitor (CLI)* ¢i jako ,,complement-associated protein SP-40* (Jenne & Tschopp 1989;
Purrello et al. 1991). Inhibice komplementu piedstavuje mimo jiné obecnou vlastnost semenné
plazmy, a vzhledem k mnozstvi clusterinu v semenné plazmé je pravdépodobné, ze za tuto
vlastnost semenné¢ plazmy je zvelké casti zodpovédny pravé tento protein
(Tarter & Alexander 1984; O’Bryan et al. 1990). Antiapoptoticka role je ale ziejmé vazana
pouze na sekre¢ni formu clusterinu (Zhang et al. 2005), u jaderné formy (nCLU) se naopak
predpoklada proapoptoticka funkce (Leskov et al. 2003). Clusterin dale usnadiuje endocytozu
proteinii dendritickymi bunkami, ¢imz se opét podili na modulaci imunitni odpovédi
(Merlotti et al. 2015). To je umoznéno diky fukézovym zbytkim, respektive Lewis antigentim,
které jsou soucasti proteinu. Tyto epitopy zajist'uji vazbu clusterinu na receptory dendritickych
bun¢k (Sabatte et al. 2011). K vyse uvedenému dochazi i v sami¢im reprodukcénim traktu,
tj. antigenni struktury na spermiich jsou pohlcovany dendritickymi bunikami, diky ¢emuz jsou
spermie imunitnim systémem samice do jist¢ miry tolerovany. Struktura clusterinu a jeho
funkce v sam¢im a sami¢im reprodukcnim traktu je znazornéna na Obr. 4.
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Obr. 4. Struktura clusterinu a jeho funkce v reprodukcénim traktu. Prevzato a upraveno podle
Rohne et al. (2015).

Mezi dals$i imunitni funkce clusterinu patii schopnost zvySovat proliferaci NK bunék,
migraci makrofagi a zivotnost B-lymfocytd (Rohne et al. 2015).

Glykosylace CLU je vsak klicova nejen pro optimalni funkci imunitniho systému, ale
také pro funkci clusterinu jakozto chaperonu. Pokud je clusterin plné deglykosylovany,
nebo nedojde-li k jeho Stépeni na o a P fetézec, je jeho chaperonova aktivita narusena
(Rohne etal. 2014).

U byka a berana byla reaktivita protilatky proti clusterinu popsana pouze u morfologicky
abnormalnich spermii. Mnozstvi spermii pozitivnich na clusterin se také zvysilo u zvitat, jejichz
varlata byla vystavena vyssi teploté, nez je fyziologické (lbrahim etal. 2000, 2001). Také
u potkand, ktefi prod¢lali testikularni hypertermii, byla pozorovana zvySena exprese clusterinu
ve varlatech, coz opét potvrzuje roli clusterinu jakozto proteinu tepelného Soku
(Matsushita et al. 2014). U spermii kanct vyuZzivanych k inseminaci (tj. s prokazanou fertilitou)
byly pozorovany nizké koncentrace MRNA pro clusterin, proteinovy produkt u téchto zvirat
nebyl detekovan vibec (Zannoni et al. 2017). U koné byla zjiSténa negativni asociace
mezi mnozstvim clusterinu v semenné plazmé a fertilitou (Novak et al. 2010).
na povrchu defektnich spermii byla detekovana standardni forma clusterinu o molekulové
hmotnosti 80 kDa, spermie normozoospermiki reagovaly jak s protilatkou proti této klasické
heterodimerni formé (v pfipadé aglutinovanych spermii), tak s protilatkou, kterd ma vysokou
afinitu pro podjednotku o (u morfologicky normalnich spermii). Tato forma clusterinu,
vyskytujici se na normalnich spermiich, byla vizand na oblast akrozomu
(O’Bryan et al. 1994b). Lokalizaci clusterinu v akrozomu popisuje také Atlas-White
et al. (2000). Autofi tedy piedpokladaji, ze na téchto morfologicky normalnich spermii je
v ur¢ité mife navazana jind forma clusterinu, ktera zifejmé odpovida pouze podjednotce o
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(O’Bryan et al. 1990; 1994b). Lokalizaci clusterinu na normalnich lidskych spermiich
se zabyval také Han et al. (2012). Popisuje u nich ptitomnost clusterinu pochazejiciho z varlat
ve vnitini vrstvé plazmatické membrany, zatimco clusterin vyskytujici se U abnormalnich
spermii byl v pfedchozich studiich lokalizovan na jejich povrchu (Han et al. 2012). Vzhledem
k tomu, ze Han et al. (2012) clusterin nedetekoval ve spermatogoniich, ale az u pozdéjsich
vyvojovych stadii spermatickych bun¢k, domniva se, ze Kk syntéze clusterinu mtze dochazet
Vv pokrocilejsich stadiich spermatogeneze. Dle této teoric by tedy clusterin ve vnitini vrstvé
membrany normdlnich spermii byl syntetizovan piimo V zarode¢nych bunkach, zatimco
clusterin na povrchu abnormalnich spermii by mél pochazet z pfidatnych pohlavnich zlaz
(nadvarle, semenné vacky).

U pacientll s narusenou spermatogenezi byla detekovana niz§i hladina mMRNA
pro clusterin ve varlatech, nicméné signifikantni snizeni oproti kontrole se tykalo pouze jedinci
s konstitutivnimi ¢i idiopatickymi poruchami. V pfipadé¢ ziskaného selhani ke snizeni mMRNA
pro clusterin nedoslo (Plotton et al. 2006). U této studie vSak nebyla zkoumanym vzorkem
semenna plazma, ale ¢ast testikularni tkané odebrana pii biopsii varlat.

Nov¢ji se studiem clusterinu na trovni RNA i proteinu v semenné plazmé zabyval Zalata
etal. (2012). Popisuje vyrazné vyssi expresi genu i hladinu proteinu u neplodnych pacientt (As,
AsT, OAsT), pfiCemz vibec nejvyssi hladiny byly pozorovany u piipada
oligoastenoteratozoospermie (OAST). Vétsi mnozstvi RNA 1 proteinu bylo detekovano mimo
jiné u jedinct s vys$S§im zastoupenim morfologicky abnormalnich spermii v ejakulatu a s vyssi
mirou fragmentace spermatick¢é DNA, naopak negativni korelace byla pozorovéana ve vztahu
K po¢tu spermii, motilité a k fad¢ dalSich faktord (Zalata et al. 2012).

K rozdilnym vysledkim ale dosel Salehi et al. (2013). Vysledek této studie poukazoval
na vyrazn¢ snizené mnozstvi SCLU u neplodnych muzi ve srovnani s kontrolni skupinou
(fertilni muzi). Odlisné zavéry se tykaly také vztahu mezi koncentraci clusterinu a fragmentaci
spermatické DNA a abnormalni morfologii spermii — zde byla pro zménu pozorovana negativni
korelace (Salehi et al. 2013). V souladu s témito vysledky je také proteomicka analyza semenné
plazmy pomoci hmotnostni spektrometrie (Sharma et al. 2013), v ramci které bylo zji§téno
snizené mnozstvi CLU u oligozoospermikii oproti ostatnim dvéma testovanym skupinam
(normozoospermici a oligoteratozoospermici).

Muzskd neplodnost byva casto dévana také do souvislosti s mobilnimi telefony,
resp. s radiaci, kterou vyzafuji. Po expozici semenné plazmy radiaci vyrazn€ vzrostla
jak koncentrace CLU, tak i exprese genu pro CLU a zhorsily se i parametry ejakulatu
(Zalata etal. 2015). Clusterin byl popsan jako vyznamny marker oxidativniho stresu
(Viard et al. 1999), k jehoz nartstu dochazi mj. pravé po expozici tkané elektromagnetickym
zafenim. Zavéry téchto studii tedy dale podporuji teorii, ze Clusterin by mohl byt dobrym
markerem fertility, nebot’ pravé oxidacni poskozeni spermatické DNA je povazovano za jednu
z hlavnich pficin neplodnosti (Janiszewska & Kratz 2020).

Dosavadni studie tykajici se CLU a jejich vysledky jsou shrnuty v Tab. 1.

Clusterin by také mohl piedstavovat marker uspésnosti in vitro fertilizace (IVF).
Kanannejad a Gharesi-Fard (2019) analyzovali proteinovy profil semenné plazmy u muzi
s idiopatickou neplodnosti, jejichz partnerky podstoupily IVF a pozorovali signifikantné vyssi
expresi Clusterinu u skupiny muzi, u kterych byla IVF uspésna.
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Tab. 1. Pfehled dosavadnich studii clusterinu a jejich vysledkd.

Uroveii studia . Studovany . , .
cLU Metodika biologicky material Sledovany parametr Vysledek Zdroj
Potkan mMRNA, protein RT-PCR, WB Sertoliho bunky jedinci, ktefi prodélali testikularni hypertermii zvySena exprese CLU Matsushita 2014
Byk a beran protein FC, FM spermie morfologicky abnormalni spermie CLU-pozitivni spermie Ibrahim 2000
Kanec mRNA, protein qRT-PCR, WB spermie jedinci s prokdzanou fertilitou nizSi hladina CI.'U MRNA, Zannoni 2017
absence proteinu
Hrebec protein 2D elfo, MS semenna plazma | jedinci se sniZzenou fertilitou vys$Si mnozstvi proteinu Novak 2010
. . .| defektni spermie CLU na povrchu spermii | O'Bryan 1990
rotein 2D elfo, IF, IHC, EM | ejakulované spermie - — - , ’
P y P spermie normozoospermiku CLU v oblasti akrozomu | O'Bryan 1994b
. ) jedinci s OA a poruchami spermatogeneze nizsi mnoZstvi proteinu .
protein 2D elfo, ELISA semenna plazma — — - O'Bryan 1990
jedinci s agenezi chdmovodu absence proteinu
MRNA RT-PCR testikularni tkaii | 12dinci s konstitutivnimi/idiopatickymi niz&i hladina CLUmRNA |  Plotton 2006
poruchami
protein 2D elfo, MS spermie fertilni jedinec (ale pouze 1 vzorek!) CLU-pozitivni spermie
jedinci s idi i i Jspesné Thacker 2011
protein 2D elfo, MS semenna plazma Jls(:mc' s idiopatickou neplodnosti po Uspesném vy$8i mnoiZstvi proteinu
o . . . jedinci s hypertenzi (Casto ve spojeni s e . N
Clovék protein cytometrie, FM spermie fragmentovanou spermatickou DNA) CLU-pozitivni spermie Muciaccia 2012
infertilni jedinci (As, AsT, OAsT) vy$si hladina mRNA i
mRNA, protein RT-PCR, WB semennad plazma | jedinci s abnormalnimi spermiemi vy$8i mnoZstvi proteinu Zalata 2012
jedinci s fragmentovanou spermatickou DNA (nejvyraznéji u OAsT)
infertilni jedinci
protein ELISA semenna plazma | jedinci s abnormalnimi spermiemi nizsi mnoZstvi proteinu Salehi 2013
jedinci s fragmentovanou spermatickou DNA
protein MS semenna plazma | oligozoospermici nizsi mnoZstvi proteinu Sharma 2013
MRNA, protein RT-PCR, WB semennad plazma | semennd plazma po 1h radiaci Vyffl, hladlvna rT1RNA I. Zalata 2015
vy$$i mnoZstvi proteinu

Vysvetlivky: As — astenozoospermie, AsT — astenoteratozoospermie, CLU — clusterin, ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay, EM — elektronova mikroskopie, FC —
pritokovd cytometrie (z angl. flow cytometry), FM — fluorescencni mikroskopie, IF — imunofluorescence, IHC — imunohistochemie, mMRNA — medidatorova RNA (z angl. messenger
RNA), MS — hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry), OA — obstrukcni azoospermie, OAsT — oligoastenoteratozoospermie, RT-PCR — polymerdzova retézova
reakce v redlném case (z angl. real-time polymerase chain reaction), WB — elektropienos proteinii metodou Western blot, 2D elfo — 2D elektroforéza
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3.3 VySetieni spermiogramu

Spermiogram predstavuje zakladni andrologické vySetfeni, které je doporuceno
pacientim s podezienim na sniZzenou fertilitu. Referencni hodnoty spermiogramu jsou kazdych
nékolik let vydavany Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) na zéklad¢ analyzy ejakulatu
u plodnych muzi. Metodika zpracovani spermatu i zptisob vyhodnoceni spermiogramu jsou
popsany v Laboratornim manudlu WHO pro zkoumani a zpracovani lidského ejakulatu. Nyni
je aktualni 5. vydani toho manualu z roku 2010.

V ramci této analyzy se hodnoti objem, koncentrace a pH ejakulatu, motilita a morfologie
spermii, procento spermii s progresivnim pohybem, piipadné také mnozstvi leukocyt
v ejakulatu a u jedinct s nizkym objemem ejakulatu (¢i v piipadé absence spermii) sledujeme
I mnozstvi fruktdzy. Analyzu spermiogramu se doporucuje provést alespon dvakrat, idealné
vSak tikrat, aby mohly byt vylouceny piechodné poruchy spermatogeneze. Vzorek spermatu
je ziskavan masturbaci po 2-7denni sexualni abstinenci. Pokud z n&jakého divodu neni mozné
uskuteCnit odbér v prostorach prislusné laboratote, 1ze jej provést i v domacich podminkach.
V tomto piipadé je vSak tfeba vzorek dopravit do laboratoie do jedné hodiny od odbéru
pii teploté 20-37°C. Sperma by nemélo byt kontaminovano slinami, bakteriemi ani posevnim
sekretem. Odbér provadime vzdy do specialni sterilni nadobky, ne do prezervativu, nebot ty
mohou obsahovat spermicidni latky. Vyjimkou jsou pouze specidlni prezervativy piimo urcené
k odbéru ejakulatu (Cooper et al. 2010; World Health Organization 2010).

Ptesto, Ze se jednd o jedno z nejbéznéjSich vySetfeni muzské neplodnosti, je nutné si
uvédomit, Ze spermiogram neodrazi celou fadu faktord, které mohou byt za snizenou plodnost
zodpovédné. Jedna se napt. o poskozeni DNA ¢i chromatinu spermii, vyskyt reaktivnich forem
kysliku (ROS) ¢i produkci protilatek proti spermiim. Takovéto poruchy mohou byt pfi¢inou
infertility, nicméné spermiogram u téchto pacientd muze byt zcela v potadku. Proto je vhodné
Vv piipad€ potieby doplnit analyzu ejakulatu o dalsi testy, které mohou tyto dysfunkce odhalit,
jako napt. hypo-osmoticky ,,swelling test, test na spermatické protilatky ¢i pocitacem fizena
analyza spermii (Computer Assisted Sperm Analysis - CASA) aj. (Esteves et al. 2012;
Esteves 2014).

Z vyse uvedeného tedy vyplyva, ze normélni hodnoty spermiogramu rozhodné nezarucuji
plodnost pacienta, a naopak i jedinec s abnormalnim spermiogramem muze byt schopen
uspésné koncepce. Spermiogram je tedy nutné vnimat pouze jako jakysi interval normality,
do kterého spada vétsina plodnych muzii, a mé¢l by spise predstavovat urcité voditko ke zvoleni
ptipadné 1€¢by. Pro spravné ur€eni diagndzy (a tedy 1 1é€by) je klicové také klinické vySetfeni,
anamnéza pacienta a fada dal§ich testh (hormondlni profil, genetické vySetfeni)
(Cooper et al. 2010; Esteves et al. 2012; Esteves 2014).

V neposledni fadé€ je tfeba mit na paméti, Ze pii analyze spermiogramu dochazi k vyrazné
variabilité, tj. Ze parametry ejakuldtu mohou u jedince kolisat, a to i v pomémn¢ kratkém
casovém horizontu. Napft. pii odbéru ejakulatu jedenkrat tydné po dobu 10 tydnt bylo zjisténo,
ze variabilita nékterych parametri miize u stejného jedince dosahovat az 28 %. Nejvetsi
variabilitu vykazovala koncentrace spermii, nejmensi pak vitalita spermii (Alvarez et al. 2003)
Hodnoty jsou samoziejmé zavislé také na fad¢ parametrli, jako je doba sexualni abstinence
¢i aktivita ptidatnych pohlavnich zlaz (Cooper et al. 2010). Referen¢ni hodnoty spermiogramu
podle WHO z roku 2010 popisuje Tab. 2.
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Tab. 2. Referen¢ni hodnoty spermiogramu dle WHO (2010).

Parametry ejakulatu Dolni hranice normy
Objem ejakulatu (ml) 15

Koncentrace spermii (10%/ml) 15

Celkovy pocet spermii (10%/ejakulat) 39

Celkové motilita (PR + NP, %) 40

Progresivni motilita (PR, %) 32

Morfologie (%) alespon 4 % normalnich forem
Vitalita (%) 58

pH =172

Vysvetlivky: PR — progresivai motilita, NP — neprogresivni motilita.

Vétsina uvedenych hodnot je vSak vyrazné nizsi, nez v ptedchozich letech (rok 1980,
1987, 1992 a 1999). V roce 2010 byli totiz do studie poprvé zatazeni pouze takovi muzi,
u kterych doslo k uspéSnému poceti béhem 12 mésici nechranéného pohlavniho styku
(Cooper et al. 2010). Tato studie je vSak problematicka i z jinych hledisek. K analyze byl
u vSech subjektli pouzit pouze jeden vzorek ejakulatu, presto, Ze sama WHO doporucuje
analyzovat minimalné 2 vzorky. Do této studie navic nebyli viibec zahrnuti zastupci z n¢kterych
oblasti (Afrika, Jizni Amerika, vétSina Asie apod.), i kdyZ se jedna o oblasti s pomérné vysokou
hustotou populace (Esteves et al. 2012; Esteves 2014).

Na zaklad¢ téchto referenénich hodnot se i vyrazné posunula hranice toho, co je vnimano
jako normalni spermiogram. Rada pacientt, ktefi by dle parametrd z roku 1999 byli povazovani
za infertilni, by dnes jiz byli vyhodnoceni jako zcela normalni (Centola 2012;
Esteves et al. 2012; Murray et al. 2012; Esteves 2014; Cocuzza 2015).

Otazkou tedy zistava, jestli nové referen¢ni hodnoty z roku 2010 skute¢né odrazeji
klesajici troven plodnosti (napf. v disledku plisobeni endokrinnich disruptorti nebo jinych
rozdilnou metodikou WHO (v porovnani s lety 1980, 1987, 1992 a 1999), vyssi presnosti
avyssimi standardy v andrologickych laboratofich, ¢&i naptf. rozdily v metodice
mezi jednotlivymi pracovisti, které na studii participovaly (Centola 2012; Esteves et al. 2012;
Murray et al. 2012; Cocuzza 2015).

Pokud jsou parametry ejakulatu niz$i, nez je dolni hranice normy (viz Tab. 2), zavéry
spermiogramu mohou byt nasledujici:

e Oligozoospermie: koncentrace spermii < 15 milionti spermii/ml

e Astenozoospermie: progresivni motilita <32 %

e Teratozoospermie: <4 % normalnich forem

e Hemospermie: pfitomnost erytrocytu v ejakulatu

e Pyospermie, leukocytospermie: koncentrace leukocytti > 1 milion/ml

e Oligoastenozoospermie: koncentrace spermii < 15 miliond spermii/ml a zaroven
progresivni motilita < 32 %
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Oligoteratozoospermie: koncentrace spermii < 15 milionti spermii/ml a zaroven
<4 % normalnich forem

Oligoastenoteratozoospermie: koncentrace spermii < 15 miliont spermii/ml,
progresivni motilita < 32 % a <4 % normalnich forem
Astenoteratozoospermie: progresivni motilita < 32 % a zaroven < 4 % normalnich
forem

Nekrozoospermie: nizké procento Zivych spermii a zaroven vysoké procento
nepohyblivych spermii v ejakulatu

Hypospermie: objem ejakulatu < 1,5 ml

Kryptozoospermie: spermie zdanlivé nejsou piitomny v Cerstvém ejakulatu, ale jsou
nalezeny az po nasledné centrifugaci vzorku
Azoospermie: ejakulat zcela bez spermii (po vylouceni kryptozoospermie)
Aspermie: zadna, pripadné retrogradni ejakulace

Pokud jsou vSechny hodnoty spermiogramu vyssi nebo rovny dolni hranici normy, jedna

se o tz

V. normozoospermii. Zakladni hodnoceni spermiogramu a jeho zavéry v zavislosti

na sledovanych parametrech jsou znazornény na Obr. 5

8ml
6ml
4ml
2ml

0

g | e

(4
T4
I8 4
!~

Celkovy pocet spermii Motilita Morfologie

Normal
pocet
spermii

A

%

ni Nizky pocet Progresivni ~ Abnormalni Morfologicky Abnormalni
spermii pohyb za pohyb normalni morfologie
— ’ hlavickou — . spermie — ’
Oligozoospermie Astenozoospermie Teratozoospermie

Kryptozoospermie
Azoospermie

Obr. 5. Hodnoceni spermiogramu. Prevzato a upraveno podle: www.clinicspots.com
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3.3.1 Prehled proteinovych markeri pro jednotlivé patologie

Vzhledem k tomu, Ze analyza spermiogramu se pii hodnoceni neplodnosti jevi jako velmi
nedostatecna, jsou proteiny semenné plazmy predmétem intenzivniho vyzkumu. VEtSina nize
uvedenych praci se zabyva nalezenim proteinovych marker (nejcastéji pomoci hmotnostni
spektrometrie), které by byly specifické pro konkrétni patologii. U drtivé vétSiny studii vSak
nebyl nalezen marker, ktery by se vyskytoval vyhradné u dané patologie, nebo ktery by naopak
u dané patologie chybél. U proteinti v ramci dané patologie vsak ¢asto dochazelo ke snizeni
¢i zvyseni jejich mnoZzstvi.

Prehled proteinovych markeri pro jednotlivé patologie je zpracovan Vv kap. 10
(Samostatné prilohy, Piilohy 1-9).

Potencialni proteinové markery u astenozoospermikii v semenné plazmé blize popisuje
napi. Wang et al. (2009) a Wu et al. (2019) (viz Piiloha 1). Pro tplnost je v Ptiloze 2 uveden
také ptehled proteinovych markerii ve spermiich, nebot fada téchto proteinti je v této diplomové
praci zminovana a fadi se mezi proteiny semenné plazmy (napt. CLU, SEMG]1, PIP). Markery
oligozoospermie (viz Ptiloha 3), teratozoospermie (viz Ptiloha 4) a oligoteratozoospermie
(viz Priloha 6) se zabyval Sharma et al. (2013). Dale byly zkoumany také markery v semenné
plazmé specifické pro oligoastenozoospermiky (viz Piiloha 5) a oligoastenoteratozoospermiky
(viz Piiloha 7) (Herwig et al. 2013; Giacomini et al. 2015; Liu et al. 2018). Na zavér jsou
uvedeny jesté dvé studie — Milardi et al. (2012), kde byl sledovan vyskyt proteint u fertilnich
pacientt (viz Ptiloha 8) a Cadavid et al. (2014), kde byly sledovany rozdily v proteinovém
profilu fertilnich a infertilnich muza (viz Ptiloha 9).

Piehled markerG v souvislosti s azoospermii a tGspéSnou extrakci spermii z varlat je
uveden nize v samostatnych tabulkach (Tab. 3 a Tab. 4, kap. 3.3.2.3 Markery neobstruk¢ni
a obstrukéni azoospermie).

3.3.2 Azoospermie

Azoospermie, tj. nepfitomnost spermii v ejakulatu, postihuje zhruba 15 % muzi trpicich
poruchami plodnosti (Jarow et al. 1989). Objem ejakulatu u azoospermiki byva zpravidla
v normé¢, u nékterych ptipadii mohou byt v potadku 1 hladiny hormont (FSH, LH, testosteron,
estradiol), coz vyrazné¢ komplikuje bliz§i diagnostiku. Pfed urenim této diagndzy je vSak
kli¢ové vyloucit tzv. kryptozoospermii, kdy I1ze spermie ve vzorku nalézt, ale az po centrifugaci
ejakulatu pii 3 000 x g. Analyzu spermiogramu se doporucuje provést opakovang, a to alespon
dvakrét s intervalem minimalné 2 tydny mezi jednotlivymi odbéry, aby mohly byt vylouceny
pfechodné poruchy spermatogeneze zplsobené napf. toxickymi latkami ¢i jinymi vlivy
prostiedi (World Health Organization 2010; Cocuzza et al. 2013).

3.3.2.1 Neobstrukéni azoospermie
Nejcastéjsi formou azoospermie (cca 60 % ptipadi) je neobstrukéni azoospermie (NOA),
jejiz pticinou je riizny stupen naruSeni spermatogenniho epitelu a tim padem i spermatogeneze.

Pacienti s NOA maji typicky mékka, atroficka varlata, charakteristicky je také pozménény
hormonalni profil. Hladiny FSH, LH a testosteronu mohou byt jak zvySené, tak snizené,
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v zavislosti na konkrétnim subtypu NOA. U tady pacientl se jedna o dasledek genetické
poruchy, nicmén¢ neobstrukéni azoospermie miize byt i ziskana.

Z hlediska pfi¢in mizeme u neobstrukéni azoospermie rozliSit primarni testikularni
selhani (testikularni pficiny neplodnosti, poruchy spermatogeneze) a sekundarni testikularni
selhani  (pretestikularni  pfi¢iny, endokrinni poruchy) (Cocuzza et al. 2013;
Wosnitzer et al. 2014; Esteves 2015).

Primarni testikularni selhdani

Pfi primarnim testikularnim selhani dochazi k ptimému poskozeni varlat, za které miize
byt zodpovédna fada patologickych stavii — nesestoupla varlata (kryptorchismus), varikokéla aj.
Casté jsou také ziskané poruchy, at’ uz se jedna napf. o akutni torzi varlat, &i 0 poskozeni
parenchymu varlete v dusledku infekce (typicky plané nestovice be&hem puberty)
nebo medikace (chemoterapie, radioterapie) (Cocuzza et al. 2013). Dalsim dalezitym faktorem
jsou genetické poruchy, které vysvétluji zhruba 15% vSech piipadd azoospermie
aaz 25 % piipadi. NOA. Nejcast§jSim typem genetické poruchy je v pripadé NOA
Klinefelteriv syndrom, kdy v karyotypu pacienta pfebyva jeden ¢i vice chromozomu X.
Klinefelteriv syndrom se muze vyskytovat bud’ jako klasicka forma (karyotyp 47 XXY,
vzacngji 48 XXXY ¢i dokonce 49 XXXXY), nebo jako tzv. mozaikovd forma
(karyotyp 46 XY/47 XXY). Obecné plati, ze ¢im vyssi je pocet chromozomi X v Karyotypu,
tim vice je naruSena spermatogeneze. NOA mohou ale zpusobovat i jiné chromozomové
aberace, napt. syndrom 47 XYY (tzv. syndrom supermale) ¢i syndrom XX male, kdy dojde
k translokaci genu SRY, zodpovédného za vznik muzského pohlavi, z chromozomu Y
na chromozom X. Takovyto jedinec ma pak fenotypové znaky muze, ale z hlediska genotypu
se jedna o zenu (Cocuzza et al. 2013; Wosnitzer et al. 2014).

Dalsi castou genetickou poruchou, ktera postihuje zhruba 10 % pacientdl s NOA
a az 20 % pacientl s azoospermii, jsou mikrodelece na chromozomu Y. Nejcastéji se pak jedna
0 delece v lokusu AZF (azoospermia factor region), ktery se nachazi na dlouhém raménku
chromozomu Y a koduje tfadu proteinli nutnych pro spravny pribéh spermatogeneze
(Wosnitzer et al. 2014; Esteves 2015). Region AZF lze rozdé&lit na tfi mens$i subregiony,
oznacované jako AZFa, AZFb a AZFc (Vogt et al. 1996), pficemzZ nejcastéjsi je mikrodelce
AZFc. Mikrodelece v AZF lokusu mohou byt jak ¢aste¢né, tak kompletni, s ¢imZ souvisi i riizny
stupen poSkozeni spermatogeneze.

Pacienti s kompletni deleci AZFa byvaji vétSinou postizeni tzv. Sertoli-cell only
syndromem (Kamp et al. 2001), kdy ve varlatech nejsou pfitomny zadné spermatogenni buriky
a uspésnost extrakce spermii z varlat je tim padem velmi nizka. Naopak u jedinct s deleci
v lokusu AZFc se tspésnost extrakce spermii pohybuje az kolem 70 %, nebot” pii extrakci
spermii lze ¢asto nalézt oblasti s rezidualni spermatogenezi (Hopps et al. 2003; Park et al. 2013;
Yu et al.2016). Nizkou pravdépodobnost uspésného ziskani spermii maji také pacienti
s kompletni deleci AZFb a AZFbc, kteti byvaji nejCastéji postizeni maturaénim blokem
(z angl. maturation arrest, MA) ¢i jiz zminénym SCO syndromem (Vogt et al. 1996;
Hopps et al. 2003; Park et al. 2013). V pfipadé MA byvaji sice ve varlatech pfitomny
spermatogenni buriky, ale jejich zrani je naruseno, tudiz nemiize dojit k jejich vyvoji do dalSich
stadii. Casteéné delece v AZF lokusu byvaji spojeny s hypospermatogenezi (Ferlin et al. 2007).
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U fady pacientli vSak pficina testikularniho selhani neni zndma (idiopatické poruchy
plodnosti). Ptrepoklada se, ze tyto poruchy jsou taktéZz genetického plvodu, ale zatim
nezndmého mechanismu. Pokud se u takovychto pacientli podaii uspésné provést asistovanou
reprodukci, hrozi pak pfenos této genetické abnormality do nésledujici generace a snizena
¢i uplna neplodnost u potomku (Cocuzza et al. 2013).

Sekundarni testikularni selhani

Mezi nepiili§ Casté priciny NOA fadime také sekundarni testikularni selhani, které je
zpusobeno endokrinnimi ~ poruchami  gonad. Ty se mohou  projevovat
napi. jako hypogonadotropni hypogonadismus, pro ktery jsou typické snizené hladiny
gonadotropnich hormont (FSH, LH) a stim souvisejici opozdéna puberta. Nedostate¢na
sekrece gonadotropinii mize byt zptisobena napft. genetickou poruchou (Kallmaniv syndrom,
rezistence proti androgenim aj.), pfipadné chemoterapeutiky ¢i uréitymi typy tumort.
Nejcastéjsi pricinou hypogonadotropniho hypogonadismu je Kallmantiv syndrom. U pacientti
dochazi k narusené migraci neuronti hypotalamu sekretujicich GnRH (z angl. gonadotropin
releasing hormone, gonadotropin uvoliujici hormon ¢i gonadoliberin), v disledku ¢ehoz
hypofyza neni dostatecné stimulovana k tvorbé gonadotropnich hormonti. Vzhledem k tomu,
ze gonadotropiny (pfedev§im LH) pisobi stimulaéné na produkci testosteronu, je pii tomto
onemocnéni jeho hladina nizkd. Syndrom se projevuje také vyvojovymi defekty
(napf. rozstépem patra) ¢i poruchami ¢ichu (Cocuzza et al. 2013).

Lécba neobstrukcni azoospermie

U pacientli s NOA je tieba vySetfit objem a konzistenci varlat. V§imame si celkového
fyzického vzhledu, eunuchoidnich ryst, gynekomastie. Dilezitd je také anamnéza pacienta,
sledujeme ptfedevsim, zda pacient prod¢€lal poranéni genitalu, infekéni onemocnéni s moznym
poskozenim varlat nebo zda podstoupil chemoterapii ¢i radioterapii. U pacienti s poruchami
ejakulace je tfeba provést vysSetfeni vzorku moci pro vylouceni retrogradni ejakulace. Déle
provadime genetické vySetfeni karyotypu a vySetfeni hormonalnich hladin (Esteves et al. 2011;
Cocuzza et al. 2013).

Pokud hormondlni profil neni v potadku, miize pacient podstoupit hormonalni 1é¢bu
s cilem navozeni normalni spermatogeneze. Jeji UspéSnost ale neni pfili§ vysoka, a proto
se ktéto 1écbé pristupuje jen velmi ziidka, napt. v piipadé hypogonadotropniho
hypogonadismu (Esteves 2015). Cast&ji se proto provadi extrakce spermii, které je mozné
bud’ kryokonzervovat nebo rovnou pouzit pro intracytoplazmatickou injekci spermii
(z angl. intracytoplasmic sperm injection, ICSI). Pfesngjsi diagnézu umoziuje urcit také
histopatologické vySetieni, jedna se vSak o vySetfeni invazivni, a pfedevS§im zna¢né neptesné.
Vysledky biopsie mohou poukazovat na rlizny stupen poSkozeni spermatogeneze -
hypospermatogenezi, maturaéni blok, atrofii tubulii ¢i Sertoli-cell only syndrom (SCOs).
Mozné jsou také riizné pifechody mezi témito variantami, ¢i pfitomnost vice zminénych poruch
soucasné (Cocuzza et al. 2013; Esteves 2015).

Az u 20-30% pripadi SCOs vsak dojde kuspésné extrakci spermii
(Modarresi et al. 2015; Mehmood et al. 2019). Moznosti biopsie jsou totiz omezené, nebot’ je
odebréan vzdy jen urcity pocet vzorki, ktery nemusi zcela presné odrazet stav spermatogeneze
v celém varleti. Ve varleti se tak mohou soucasné vyskytovat oblasti odpovidajici SCOs
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zaroven s oblastmi, kde ke spermatogenezi (byt v minimalni mife) dochazi — tzv. oblasti
s fokalni spermatogenezi (Cocuzza et al. 2013; Esteves 2015).

Extrakce spermii se provadi bud’ metodou TESE (z angl. testicular sperm extraction,
testikularni extrakce spermii), kdy odebirame nékolik vzorki tkané z varlete, pfipadné jeji
(z angl. microsurgical testicular sperm extraction, mikrochirurgicka testikularni extrakce
spermii) (Esteves 2015).

3.3.2.2 Obstrukéni azoospermie

U zbylych 40 % pacientl je divodem azoospermie obstrukce pohlavnich cest, ke které
muze dojit kdekoliv od rete testis az po ductus ejaculatorius. Obstrukéni azoospermie (OA)
byva také oznacovana jako posttestikularni pti¢ina neplodnosti. Pro OA jsou typické normalni
hladiny hormont, spermatogeneze nebyva narusena. V potradku je i objem a konzistence varlat,
naopak nadvarlata byvaji typicky tvrdsi.

Obstruk¢éni azoospermie muze byt ziskand, at’ uz cilenym zakrokem (vasektomie)
nebo jako dusledek nespravné provedeného vysetieni ¢i operace. K vySe zminénému typicky
dochazi napt. po operaci ttiselné kyly ¢i po vasografii, vyjimkou vSak neni ani vznik obstrukéni
azoospermie po zakrocich jako je biopsie nadvarlat ¢i extrakce spermii metodami PESA
(z angl. percutaneous epididymal sperm aspiration, perkutanni epididymalni aspirace spermii)
a MESA (z angl. microsurgical epididymal sperm aspiration, mikrochirurgicka aspirace spermii
z nadvarlete). Obstrukce mize byt také zplisobena traumatem v oblasti panve. V neposledni
fad¢ se na vzniku OA podileji i urogenitalni infekce (Wosnitzer et al. 2014).

Dtivodem obstrukéni azoospermie jsou vsak i vrozené poruchy. NejCastéji se jedna
0 unilaterdlni ¢i bilaterdlni absenci chdmovodu, kterd mulze byt spojena i s nepfitomnosti
urcitych casti nadvarlete. Obstrukci mohou zplsobit také cystické utvary na Miillerovych
&i Wolffovych vyvodech béhem nitrodélozniho vyvoje. Rada pacientii s absenci chamovodu
ma zaroven mutaci v genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), ktera
zapticinuje vznik cystické fibrozy. Jedna se o autozomalné recesivni onemocnéni, projevi se
tedy pouze, jsou-li v genotypu pacienta mutované ob¢ alely. Pokud jsou oba rodice nositeli
mutované alely, hrozi ve 25 % ptipadech narozeni postizeného ditéte. U jedinct pozitivnich
na tuto mutaci se proto doporucuje také genetické testovani partnerky (Cocuzza et al. 2013;
Wosnitzer & Goldstein 2014; Wosnitzer et al. 2014).

Moznou terapii pfedstavuje opétovné zprichodnéni vyvodnych pohlavnich cest operacné.
Pokud rekonstrukci nelze provést, napt. v pfipadé bilateralni absence chamovodi, pfistupuje se
K punkci spermii z nadvarlete metodou MESA, ptipadné¢ k TESE (Wosnitzer & Goldstein
2014; Wosnitzer et al. 2014).

3.3.2.3 Markery neobstrukcni a obstrukéni azoospermie

v

Nejspolehlivéjsi metodou pro odlisSeni obstrukéni a neobstrukéni azoospermie je bohuzel
stale biopsie varlat (Dohle et al. 2012). V pfipadé OA zistava spermatogenni epitel zpravidla
neporuseny, opacny nalez pak poukazuje na poruchy spermatogeneze a na neobstrukéni
azoospermii. Ackoliv se jednd o pomérné rutinni zakrok, stale je to metoda invazivni a pfi
nespravném provedeni miize dojit 1 ke krvaceni €1 k poskozeni varletni tkané. V poslednich
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letech proto probiha intenzivni vyzkum markert, které by byly absolutné specifické pro jednu
¢i druhou skupinu, a pacienti by tak nebyli nuceni tento zakrok absolvovat.

Velky ptinos by predstavovalo také nalezeni markeru, ktery by odrézel pravdépodobnost
uspesné extrakce spermii u muzl s neobstrukéni azoospermii. Jak jiz bylo uvedeno vyse, u fady
pacientl, jimz byl na zaklad¢ biopsie varlat diagnostikovan SCO syndrom, se setkdvame
s uspesnou extrakci spermii, nebot’ biopsie je velmi nepfesnd a ve vétSiné piipadi nedokaze
odhalit mista s fokalni spermatogenezi (Modarresi et al. 2015). Pichled dosavadnich studii
tykajicich se proteinovych markerti azoospermie je uveden v Tab. 3. Mezi nejzajimavéjsi prace
na toto téma patii mj. studie Drabovich et al. (2013), kde je popsano vyuziti dvou proteint
(ECM1 a TEX101) pro diferencialni diagnostiku OA a NOA. Rada publikaci se vénovala také
studiu téchto markerti na urovni mRNA, jejich ptehled je uveden v Tab. 4. Velké mnozstvi
potencidlnich markerti azoospermie bylo charakterizovano v ramci velmi obsahlych
proteomickych studii (Batruch et al. 2011, 2012), vzhledem K jejich rozsahu jsme je vSak
do tabulky markert nezahrnovali.
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Tab. 3. Prehled proteinovych markerti azoospermie vV semenné plazmé.

Proteinovy marker

Vysledek

Zdroj

Poznamka

prolactin-inducible protein (PIP)

absence u OA

epididymal secretory protein E1 (NPC2)

absence u OA

Yamakawa 2007

ale absence i u nékterych NOA

testis expressed 101 (TEX101)

vyrazneé snizeny u PV oproti FK

L-lactate dehydrogenase C chain (LDHC)

vyrazneé snizeny u PV oproti FK

prostaglandin-H2 D-isomerase (PTGDS)

vyrazneé snizeny u PV oproti FK

sperm-associated antigen 11B (SPAG11B)

mirné snizeny u PV oproti FK

mucin 15 (MUC15)

mirné snizeny u PV oproti FK

epididymal secretory protein E3-beta (HE3B, EDDM3B, FAM12B)

mirné snizeny u PV oproti FK

Drabovich 2011

fibronectin (FINC)

zvySeny u A oproti N

prostatic acid phosphatase (PAP)

zvySeny u A oproti N, As, O

proteasome subunit alpha type-3 (PSA3)

zvySeny u Azoo oproti N a As

beta-2-microglobulin (B2MG)

zvySeny u A oproti N a As

galectin-3-binding protein (LG3BP)

zvySeny u A oproti O

prolactin-inducible protein (PIP)

zvySeny u A oproti O

cytosolic non-specific dipeptidase (CNDP2)

zvySeny u A oproti As

Davalieva 2012

transketolase-like protein (TKTLI)

snizeny u NOA, OA, PV oproti N

L-lactate dehydrogenase C chain (LDHC)

snizeny u NOA, OA, PV oproti N

phosphoglycerate kinase 2 (PGK2)

snizeny u NOA, OA, PV oproti N

Rolland 2013

kontrolni (fertilni) jedinec byl
pouze jeden!

cysteine-rich secretory protein 1 (CRISP1)

snizeny nebo absence u OA
oproti N a NOA

Légaré 2013

extracellular matrix protein 1 (ECM1) a testis expressed 101 (TEX101)

viz poznamka

Drabovich 2013,
Korbakis 2017

vyuZiti téchto 2 markera k
odliseni OA a NOA (a nasledné
jednotlivych subtypt NOA) na
zakladé jejich koncentrace

Vysvetlivky: A — azoospermie, As — astenozoospermie, FK — kontrolni (fertilni) jedinci, N — normozoospermie, NOA — neobstrukcni azoospermie,
PV — pacienti po provedené vasektomii, O — oligozoospermie, OA — obstrukcni azoospermie
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Tab. 4. Prehled markerti azoospermie na tirovni mRNA.

Marker

Studovany biologicky material

Vysledek

Zdroj

sniZeni u pacientd se spermatogenni poruchou

histopatologické vysSetieni)

CLU A, .
(konstitutivni ¢i idiopatickou)
testikularni tkan Plotton 2006
SCF sniZeni u pacientd se spermatogenni poruchou
(konstitutivni ¢i idiopatickou)
oba dva transkripty zaroven pfitomny u pacient(,
DAZ a PRM2 u kterych byly v testikularni tkani nalezeny
semenna plazma spermatogonie a spermatidy Aslani 2011
DAZ, PRM2, PRM1 a AKAP4 nepfitomnost vSech transkript u pacientli s SCO
Siti ki ifikaci pacient Y
DDX4 semenn plazma vyuziti k identifikaci pacient(i s SCO (pfesné;jsi nez Yu 2016

pomér KDM3A a PRM1

testikularni tkan

vyuZiti jako marker Uspésné TESE u pacientl s
OA/NOA

Javadirad 2016

Vysvetlivky: mRNA — mediatorova RNA (z angl. messenger RNA), NOA — neobstrukcni azoospermie, OA — obstrukcni azoospermie,
SCO -z angl. Sertoli-cell only syndrom, TESE — testikuldarni extrakce spermii (z angl. testicular sperm extraction)
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4 Material a metodika

4.1 Material

Vzorky semenné plazmy byly poskytnuty nékolika nize uvedenymi IVF centry
po informovaném souhlasu pacientd.

Vzorky semenné plazmy (viz Tab. 5) byly poskytnuty Sexuologickym ustavem
1. Iékarské fakulty UK (Praha). Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o starsi vzorky, byly pouzity
pouze pro prvotni screening proteinového profilu semenné plazmy (viz kap. 5.1). Vzorky
semenné plazmy (viz Tab. 6) byly poskytnuty Imunologickou laboratoii IVF centra GENNET
(Praha). Tyto nov¢jsi vzorky byly pouzity k porovnani proteinového profilu a pro naslednou
detekci sacharidovych struktur proteinti semenné plazmy (viz kap. 5.2-5.5). Vzorky semenné
plazmy (viz Tab. 7) byly poskytnuty Embryologickou a andrologickou laboratofi
Gynekologicko-porodnické kliniky LF MU a FN Brno. Tyto vzorky byly pouzity pro detekci
epididymalniho proteinu clusterinu (viz kap. 5.6).

Vzorky ejakulatu byly po ztekuceni (cca 30 min) odstfedény v centrifuze (300 x g,
10 minut), ¢imz doslo k separaci spermii od semenné plazmy. Odebrana semenna plazma byla
poté opét odstiedéna v chlazené centrifuze (10 000 x g, 10 min, 4 °C) a zamraZena.

Tab. 5. Vzorky semenné plazmy poskytnuté Sexuologickym ustavem 1. 1ékaiské fakulty UK
(Praha).

Vzorek ¢.1 |N Normozoospermie

Vzorek ¢.4 |OAs | Oligoastenozoospermie
Vzorek ¢.6 | As Astenozoospermie

Vzorek ¢.9 | OAsST | Oligoastenoteratozoospermie

Tab. 6. Vzorky semenné plazmy poskytnuté Imunologickou laboratoti IVF centra GENNET
(Praha).

Normozoospermie | Astenozoospermie | Oligozoospermie
N 4969 As 5053 O 4664
N 5406 As 5146 0 5210
N 5552 As 5913 0 5248
N 5746 As 7148 O 5688
N 5880
N 5883 As 7256 0O 5813
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Tab. 7. Vzorky semenné plazmy poskytnuté Embryologickou a andrologickou laboratofi
Gynekologicko-porodnické Kliniky LF MU a FN Brno.

N Normozoospermie

NOA | Neobstruk¢ni azoospermie

OA | Obstrukéni azoospermie

V1 Azoospermie po vasektomii

V2 Azoospermie po vasektomii
VKR | Kryptozoospermie po vasektomii
KR | Kryptozoospermie

4.2 Metodika

Pokud neni uvedeno jinak, byly pouzity chemikalie od firmy Sigma Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA) ¢i Merck (Darmstadt, Germany).

4.2.1 Priprava vzorki semenné plazmy

Vzorky semenné plazmy byly odstfedény v centrifuze (Hettich Mikro 22R, Hettich,
Tuttlingen, Germany) pii 10000 x g po dobu 10 minut, pfi teplot¢ 4 °C. Do nové
mikrozkumavky bylo nasledné odebrano 50 pl vzniklého supernatantu, ke kterému bylo
pridano 300 pl vychlazeného acetonu. Vzorky byly poté umistény do mrazaku na dobu 1 hodiny
a béhem této doby byly vzorky nékolikrat protiepany. Po uplynuti 1 hodiny byly vzorky opét
zcentrifugovany (7 000 x g, 5 minut, 4 °C). Po centrifugaci byl odstranén supernatant (aceton)
a k vzniklé peleté bylo pridano 80 ul (neredukujiciho) vzorkového pufru pro SDS (0,5 M TRIS-
HCI (Bio-Rad, Hercules, California, USA), pH 6,8; glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolova
modfr).

Pomér supernatantu a vzorkového pufru byl zvolen tak, aby vyslednd nanaSka vzorku
na gel odpovidala doporu¢ené hodnoté 25 pug proteinu na jamku. U vzorkd semenné plazmy
byla odhadnuta primérna koncentrace proteini cca 40 mg/ml. Celkové mnozstvi proteind
ve vzorku pro denzitometrické analyzy (kap. 4.2.6) bylo stanoveno po barveni separovanych
proteini pienesenych na nitrocelulézovou (NC) membranu pomoci roztoku Ponceau
(kap. 4.2.3).

Takto pfipraveny vzorek byl opakované kratce inkubovan pii 100 °C na tifepacce
(Thermo-Shaker TS-100, Biosan SIA, Riga, Latvia) a promichan (Vornado Vortex Mixer,
Benchmark Scientific, USA), dokud nedoslo k uplnému rozpusténi pelety ve vzorkovém pufru.

4.2.2 SDS elektroforéza

Byla provedena vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS). Nejprve byla sestavena aparatura dle navodu (Mini-PROTEAN
Tetra, Bio-Rad, Hercules, California, USA). Nasledn¢ byl pfipraven separacni a zaostfovaci
gel. Uvedené objemy plati pro ptipravu 2 polyakrylamidovych gelt.

Jako prvni byl pfipraven 12% separacni gel z téchto slozek: 3,5 ml destilovana voda, 4 ml
30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, Hercules, California, USA), 2,5 ml 1,5 M Tris. HCI
pH 8,8 (Bio-Rad, Hercules, California, USA), 100 pul 10% SDS, 4,5 ul
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tetramethylethylendiamin (TEMED), 70 pl persiran amonny (APS). Takto pfipraveny roztok
byl pomoci pipety okamzité nalit mezi skla aparatury a nasledné prevrstven destilovanou
vodou. Separacni gel byl ponechan polymerovat 30 minut pii laboratorni teploté.

Dale nasledovala ptiprava zaostfovaciho gelu z nasledujicich slozek: 1,52 ml destilovana
voda, 625 ul 0,5 M Tris HCI pH 6,8 (Bio-Rad, Hercules, California, USA), 325 ul 30%
akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, Hercules, California, USA), 25 ul 10% SDS, 3,8 ul
TEMED, 50 pl 10% APS.

Destilovana voda mezi skly byla po skonceni polymerace separac¢niho gelu odlita a misto
ni byl pomoci pipety nalit zaostfovaci gel. Okamzité poté byly do zaostiovaciho gelu vlozeny
hfebeny pro tvorbu jamek. Polymerace zaostfovaciho gelu probihala cca 10 minut.

Skla byla umisténa do aparatury dle navodu a ptelita elektrodovym pufrem. Zasobni
(5x koncentrovany) elektrodovy pufr byl pfipraven z téchto slozek: 15 g Tris, 72 g glycin,
59gSDS, 1 1 destilovana voda, nasledn¢ byl nafedén destilovanou vodou v poméru 1:4.
Po vyjmuti hiebink byly do vzniklych jamek naneseny 3 ul proteinovych hmotnostnich
standarda (Precision Plus Protein Dual Color Standards, Bio-Rad, Hercules, California, USA)
a 5 ul ptipravenych vzorki semenné plazmy. Po naneseni vzorkl do jamek byla sestavena
aparatura pripojena ke zdroji stejnosmérného napéti. Separace proteinti probihala nejprve
30 minut pii 80 V, poté cca 1 hodinu 15 minut pti 140 V.

Aparatura byla nasledné odpojena od zdroje napéti a rozebrana. Gely byly promyty
Vv destilované vod¢ a nasledné obarveny na proteiny pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250
(0,25 g Coomassie Blue R-250, 45 ml metanolu, 9 ml kyseliny octové do 100 ml destilované
vody) nebo umistény do transferového pufru pro Western blot (3,03 g Tris, 14,4 g glycin,
800 ml destilovana voda, 200 ml methanol).

4.2.3 Western blot

Separované proteiny byly zgelu preneseny na nitrocelulozovou (NC) membranu
(Amersham Protran, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) metodou elektroptenosu Western
blot. Pro pfenos jsme pouzili aparaturu firmy Bio-Rad (Hercules, California, USA). Houbicky,
NC membrana a filtracni papiry Whatman (Whatman cellulose chromatography paper,
GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) byly nejprve po dobu cca 5 minut umistény
do transferového pufru. Poté byly do kazety pro Western blot umistény nasledujici
komponenty: houbicka, 2 filtra¢ni papiry, gel, NC membrana, opé&t 2 filtra¢ni papiry a houbicka.
Sestavena kazeta byla vlozena do aparatury a zalita transferovym pufrem. Elektropienos
proteini probihal pti1 500 mA po dobu cca 75 minut, aparatura byla v prib&hu pfenosu chlazena
ledem.

Po skonceni elektropifenosu byla kazeta rozebrana, membrana byla oplachnuta
V destilované vodé a na 1 minutu umisténa do roztoku barvy Ponceau. Poté byla obarvena
membrana opét promyta v destilované vodeé, byla provedena jeji fotodokumentace a poté byla
umisténa do roztoku PBS (Phosphate-buffered saline, pH 7,4) s 0,1% Tweenem 20 (PBS-T).

4.2.4 Detekce sacharidovych struktur pomoci lektina

Membrana byla pfenesena do roztoku 1% zelatiny (Gelatin from cold water fish skin,
Sigma, Canada) v PBS, ¢imz bylo dosazeno deaktivace volnych mist. Inkubace s zelatinou
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probihala po dobu 1 hodiny na linearni tfepacce (SK-L180-E, DLAB Scientific, California,
USA), nasledn¢ byla membréna opét promyta v PBS-T. Membrana byla poté¢ inkubovana
s biotinem znacenymi lektiny, uvedenymi v Tab. 8.

Tab. 8. Pouzité biotinem znacené lektiny.

Nazev lektinu Vyrobce Specifita
ConA
- Sigma-Aldrich -D- bza> o D-glukd
Concanavalin A g arrmanoza= @ Srelukoza
M k.M AA - Vector N-acetylneuraminova (sialova) kyselina
aac 'I‘Z(imu FensIs laboratories (02,3) D-galaktoza
SNA Vector N-acetylneuraminova (sialova) kyselina
. . . (02,6) D-galakt6za/N-acetyl-D-
Sambucus nigra lectin laboratories galaktosamin
UEA , ,
Ul Vector L-fukéza (al,2) D-galaktéza (B1,4)
€X EUropaceus laboratories N-acetylglukosamin
agglutinin

Lektiny byly tfedény HEPES pufrem (10 mM HEPES, pH 7,5, 0,15 M NaCl,
0,1 mM CaCl,, 0,01 mM MnCl,) tak, abych jejich vysledna koncentrace byla 5 pg/ml.
Jako negativni kontrola byla membrana s pfenesenymi proteiny inkubovana pouze s HEPES
pufrem. Inkubace probihala pies noc v lednici. Druhy den byla membrana promyvana 3krat
po 10 minutach v PBS-T na rota¢ni tiepacce (MX-T6-Pro, DLAB Scientific, California, USA).
Nasledovala inkubace membrany s avidinem konjugovanym S kifenovou peroxiddzou
v koncentraci 1 pg/ml v PBS. Inkubace probihala 1 hodinu na rota¢ni tfepacce, poté byla
membrana promyta 6krat po 5 minutach v PBS-T.

Pro vizualizaci sacharidovych struktur na membrané byl pouzit chemiluminiscencni
substrat Super Signal West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA), ktery slouzi jako substrat pro kienovou peroxidazu. Thned poté byla provedena detekce
chemiluminiscence pomoci pfistroje Azure (Azure c300 Gel Imaging System, Azure
Biosystems, Dublin, California, USA).

4.2.5 Detekce proteinii pomoci protilatky

Membrana byla umisténa do roztoku 5% suseného mléka (Blotting Grade Blocker Non-
Fat Dry Milk, Bio-Rad, Hercules, California, USA) v PBS, ¢imz bylo dosazeno deaktivace
volnych mist. Inkubace s 5% roztokem mléka probihala po dobu 1 hodiny na linearni tfepacce
(SK-L180-E, DLAB Scientific, California, USA), nasledné¢ byla membrana opét promyta
v PBS-T. Membrana byla inkubovana pfes noc v lednici s monoklonalni mysi protilatkou
proti clusterinu Hs-3 (Capkova et al. 2002). Protilatka byla fedéna v PBS v poméru 1:250.
Negativni kontrola byla inkubovana pouze s PBS.

Druhy den byla membrana promyvana 3krat po 10 minutdich v PBS-T na rotacni
ttepacce. Nasledovala inkubace membrany se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidazou (Goat Anti-Mouse IgG (H+L): HRP, Bio-Rad, Hercules, California, USA).
Sekundarni protilatka byla fedéna v PBS v poméru 1:3 000. Inkubace probihala 1 hodinu
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na rotacni tiepacce, poté byla membrana promyta 6krat po 5 minutach v PBS-T. Pro vizualizaci
proteinli na membrané byl pouzit chemiluminiscen¢ni substrat Super Signal West Pico PLUS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), ktery slouzi jako substrat
pro kienovou peroxidazu. Thned poté byla provedena detekce chemiluminiscence pomoci
pristroje Azure (Azure c300 Gel Imaging System, Azure Biosystems, Dublin, California, USA).

4.2.6 Denzitometricka analyza

U detekovanych sacharidovych a proteinovych struktur byla provedena denzitometricka
analyza pomoci softwaru Image Studio Lite Ver 5.2 (LI-COR Biotechnology, Lincoln,
Nebraska, USA). Vysledky denzitometrické analyzy byly dale vyhodnocovany v programu
Microsoft Excel a normalizovany tak, aby hodnoty optické denzity byly vzdy vztazeny
k nejmensi hodnoté daného vzorku (pii porovnavani vzorkl se stejnym spermiogramem)
nebo k hodnoté odpovidajici vzorku normozoospermika (pfi porovnavani vzorkid s rtiznym
spermiogramem). Pro minimalizaci rozdili v mife signalu v zavislosti na nanasce, byla mira
signalu daného lektinu (resp. protilatky) vztazena k celkovému signalu odpovidajiciho barveni
proteinti na membrané pomoci Ponceau.

V programu Microsoft Excel byly pomoci kalibra¢nich kiivek stanoveny pfiblizné
molekulové hmotnosti glykoproteinovych a proteinovych prouzkd. Statistické Setfeni jsme
provadéli pouze u porovnavani vzorkll s riznym spermiogramem pomoci jednofaktorového
ANOVA testu v programu Microsoft Excel.

35



5 Vysledky

Byla sledovéna reaktivita vybranych lektini (ConA, MAA, SNA a UEA) a protilatky
proti clusterinu se vzorky semenné plazmy (SP) muzi s riznym spermiogramem. Pokud neni
uvedeno jinak, byly pro kazdy lektin (resp. protilatku) provedeny 4 detek¢ni analyzy, a to
porovnani 3 vzorki s riznym spermiogramem (N, As, O) a porovnani vzdy 4 vzorkt se stejnym
spermiogramem, tzn. 4x vzorek N, 4x As a 4x O. Porovnavani vzorkd s riznym
spermiogramem bylo ve vétSin€ ptipadi provedeno opakované, aby bylo mozné vysledky
statisticky vyhodnotit. U porovnavani vzorkt s riznym spermiogramem do vysledkt uvadime
pouze jeden reprezentativni obrazek detekce sacharidovych struktur glykoproteint,
resp. clusterinu na NC membrané. Porovnavani vzorkl se stejnym spermiogramem bylo
provedeno pouze jednou. Denzitometricka analyza miry vazby daného lektinu (resp. protilatky)
byla vztazena k celkové nanaSce proteinti ve vzorku.

V ptipad€ lektinli 1 protilatky proti clusterinu byla sledovéna jak celkova reaktivita
udaného vzorku (celkova mira detekovaného signalu), tak reaktivita u vybranych
glykoproteinovych a proteinovych prouzkt. Vybrané proteinové prouzky a jejich molekulova
hmotnost jsou oznaceny Cervenymi Sipkami s popisky.

5.1 Proteinovy profil semenné plazmy

Vzorky SP byly elektroforeticky rozdéleny a gel byl obarven pomoci Coomassie Brilliant
Blue R-250 pro vizualizaci proteint (viz kap. 4.2.2). Vysledky tohoto barveni jsou zobrazeny
na Obr. 6. V proteinovém profilu semenné plazmy nebyly mezi vzorky pozorovany zadné
vyrazngj$i rozdily. Statistické hodnoceni jsme vSak v tomto piipadé neprovadéli (barveni
na proteiny bylo provedenou pouze jednou). U nejvice zastoupenych proteint, které byly v§em
vzorklim spole¢né, jsme uréili jejich pfibliznou molekulovou hmotnost (91, 68, 50,5, 40
a 32 kDa).
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Obr. 6. Vizualizace proteinii semenné plazmy pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250. Priblizna
molekulovd hmotnost vybranych proteinii je zndazornéna cervenymi Sipkami. N —normozoospermie, As —
astenozoospermie, OAs — oligoastenozoospermie, OAT — oligoastenoteratozoospermie.
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5.2 Detekce glykoproteini pomoci ConA (Concanavalin A)

Byla provedena detekce sacharidovych struktur v glykoproteinech SP (viz kap. 4.2.4)
pomoci lektinu ConA, ktery specificky vaze mandzové zbytky. Denzitometricka analyza miry
vazby ConA byla vztazena k celkové nanaSce proteinti ve vzorku. Mezi glykoproteinovym
profilem specifickym pro ConA nebyly u pouzitych vzorkt nalezeny zadné vyznamnéjsi
rozdily, a to jak pro celkovou miru detekovaného signalu, tak ani pro miru signdlu u vybranych
glykoproteinovych prouzkii. ConA reagoval u vSech vzorkd s vybranymi glykoproteiny
0 téchto molekulovych hmotnostech — 63, 47, 38, 28, 24 a 22 kDa (Obr. 7A-10A). Porovnavani
vzorkl s riiznym spermiogramem bylo z ¢asovych divodii provedeno pouze jednou, proto také
nebylo v ptipad¢ tohoto lektinu provedeno statistické Setieni.

Pii porovnavani vzorku s riznym spermiogramem (Obr. 7) byla celkova mira signalu
vazby ConA nejvyssi u vzorku astenozoospermika (As 5053). Tento vzorek také vykazoval
nejvyssi miru signalu u glykoproteinii v niz§ich mol. hm. (22-28 kDa). U glykoproteint
s vy$8imi mol. hm. (38-63 kDa) byla naopak nejvyssi mira signalu vazby ConA pozorovana
u vzorku oligozoospermika (O 5210). U glykoproteinit s mol. hm. 38 a 28 kDa byl signal
v ramci vzorkd (N 5883, As 5053, O 5210) podobné intenzity.
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Obr. 7. Detekce glykoproteinii pomoci ConA — porovndvdni vzorkii S riiznym spermiogramem. A —
detekce glykoproteinit na NC membrane pomoci ConA. Molekulove hmotnosti hmotnostniho standardu
jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych glykoproteinii jsou
znazornény Cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro ConA. C — mira signalu pro ConA
U vybranych glykoproteinovych prouzki. N — normozoospermie, As — astenozoospermie, O —
oligozoospermie.

37



Pfi porovnavani vzorkll se stejnym spermiogramem (normozoospermici, Obr. 8) byla
nejvyssi celkova mira signalu ConA pozorovana u vzorkd N 5552 a N 5746 (u téchto vzorka
byla mira signalu srovnatelnd), nejnizsi celkova mira signalu byla zaznamenana u vzorku
N 5883 (Obr. 8B). U vzorkii normozoospermikii byly pozorovany nejvétsi rozdily v mife
signalu pro jednotlivé glykoproteiny u glykoproteini v niz§ich mol. hm. 22-28 kDa. Naopak
u glykoproteini ve vyssich mol. hm. (63, 47 a 38 kDa) byl signal pro vSechny 4 vzorky
normozoospermiki srovnatelny. U glykoproteinii s mol. hm. 28 a 24 kDa byl pozorovan
vyrazny signal u vzorku N 5552, u glykoproteinu s mol. hm. 22 kDa byl vyrazny signal u vzorku
N 5552 a N 5880. Nejnizsi miru signalu s Con A u vsech sledovanych glykoproteint jsme
zaznamenali u vzorku N 5883.

A B ConA

celkovy signal

mN5552 ®NS5746 N 5883 N 5880

[N}

[
wn

N O
n <
mn N
mn
=z 2

N 5883
N 5880

Relativni opticka denzita
K=
" -

250 kDa —»
150 kDa —>
100 kDa —»

75 kDa —»

[}

63 kDa

50 kDa —» 47 kDa o

38 kDa ConA

37kDa —» signal u vybranych glykoproteint

28 kDa

24 kDa
22 kDa

20 kDa —»

O R N WA O N

63 kDa 47 kDa 38kDa 28 kDa 24 kDa 22 kDa
Molekulova hmotnost glykoproteinu

Relativni opticka denzita

mN5552 mN5746 N 5883 N 5880

Obr. 8. Detekce glykoproteinii pomoci ConA — porovnadvani vzorkii se stejnym spermiogramem (N —
normozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrané pomoci ConA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou znazornény cervenymi sipkami. B — mira celkového signdlu pro ConA u vybranych
vzorkit normozoospermikii. C — mira signalu pro ConA u vybranych glykoproteinovych prouzki.

Pfi porovnavani vzorkd astenozoospermikt (Obr. 9) byla nejvyssi celkova mira signalu
s Con A pozorovana u vzorku As 5146 a As 5053, kdy mira signalu byla u téchto dvou vzorka
u normozoospermikil byly 1 u astenozoospermikl pozorovany nejvétsi rozdily v mife signdlu
pro jednotlivé glykoproteiny v niz§ich mol. hm. (24 a 22 kDa). Tento rozdil byl nejvyraznéjsi
u glykoproteinu s mol. hm. 22 kDa, kde vzorky As 5913, As 5146 a As 5053 vykazovaly
cca 2,5krat vyssi miru signalu, nez vzorek As 7148 (Obr. 9C). Celkova mira signalu i mira
signalu pro jednotlivé glykoproteiny obsahujici manozové zbytky byla u vzorku
astenozoospermiktl vyrazné vyrovnanéjsi, nez mezi normozoospermiky a oligozoospermiky.
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Nejniz$i mira signdlu u vSech sledovanych glykoproteinii byla u astenozoospermiki
pozorovana u vzorku As 7148 (tj. stejn¢ jako v pripade celkové miry signalu).
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Obr. 9. Detekce glykoproteinii pomoci ConA — porovndvani vzorkii se stejnym spermiogramem (As —
astenozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrané pomoci ConA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulove hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndzornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro ConA u vybranych
vzorkil astenozoospermikii. C — mira signalu pro ConA u vybranych glykoproteinovych prouzkii.

Pfi porovnavani vzorkd oligozoospermikd (Obr. 10) byla ve vazbé ConA pozorovana
nejvyssi variabilita ve srovnani se skupinami normozoospermiki a astenozoospermikd, a to jak
v mife celkového signalu, tak v mife signalu pro jednotlivé glykoproteiny.

Nejvyssi celkova mira signalu byla u oligozoospermikl zaznamenéna u vzorku O 4664.
U tohoto vzorku dosahoval signal téméf Ctyinasobnych hodnot oproti vzorku O 5813, kde byla
celkova mira signalu nejnizsi. Nejvyssi mira signalu u vzorku O 4664 byla u oligozoospermikt
zaznamenana také u vSech sledovanych glykoproteint, naopak nejslabsi vazba s ConA byla
u oligozoospermikd pozorovana u vzorku O 5813 (Obr. 10B), a to s vyjimkou glykoproteinu
s mol. hm. 63 kDa. U n¢j byla nejnizsi mira signalu pozorovana u vzorku O 5248. Nejvyrazngjsi
variabilita v mife signalu byla u oligozoospermikti zaznamenana u glykoproteinu s mol. hm.
24 kDa, kde signal u O 4664 dosahoval vice nez 10nasobnych hodnot, nez u vzorku O 5813
(Obr.10C).
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Obr. 10. Detekce glykoproteinii pomoci ConA — porovnavani vzorkii se stejnym spermiogramem (O —
oligozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrané pomoci ConA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndzornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signdlu pro ConA u vybranych
vzorkit oligozoospermikii. C — mira signalu pro ConA u vybranych glykoproteinovych prouzkil.

5.3 Detekce glykoproteinii pomoci MAA (Maackia amurensis)

Byla provedena detekce sacharidovych struktur v glykoproteinech SP (viz kap. 4.2.4)
pomoci lektinu MAA, ktery specificky rozpoznava kyselinu sialovou vazanou o2,3.
Denzitometrickd analyza miry vazby MAA byla vztaZzena k celkové nandSce proteinli
ve vzorku. V celkové mife detekovaného signalu nebyly mezi glykoproteinovymi profily
specifickymi pro MAA u nami zkoumanych vzorkti SP nalezeny zadné statisticky vyznamné
rozdily (p>0,05). Mira vazby s MAA byla stanovena u glykoproteinovych prouzku
0 molekulovych hmotnostech 106 a 39 kDa. Vmife signalu vazby MAA
na tyto glykoproteinové prouzky nebyl mezi vzorky nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil
(p>0,05). Lektin MAA reagoval i s dalsimi glykoproteiny, nejcastéji napt. s glykoproteinem
0 molekulové hmotnosti cca 32 kDa. Ostatni glykoproteiny nebyly do denzitometrické analyzy
zatazeny, protoze Z jednotlivych detekci nebylo mozné jednoznacné urcit jejich molekulové
hmotnosti.

Porovnavani vzorkd s riznym spermiogramem (Obr. 11) bylo provedeno opakovang,
tj. celkem Sestkrat. Statistické vyhodnoceni miry vazby s MAA ve vzorcich je zobrazeno
na Obr. 12. Vzorky N 5406, As 5913 a O 5688 pak byly pouzity dvakrat, piesto vSak vysledky
téchto dvou detekci nebyly identické, jak lze vidét na Obr. 11B a 11C. Glykoproteinové
prouzky byly vSak jasné patrné pouze u tfech detekci (z provedenych Sesti). Vysledky detekce
glykoproteinii pomoci MAA jsou znazornény na Obr. 11-15.
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Vzhledem k vyrazné reakci u vzorku As 5146, byla v celkové mife signalu pro vazbu
s MAA pozorovana nejvyssi variabilita pravé u astenozoospermikd (Obr. 11B a 12A). Mira
signalu pro jednotlivé glykoproteiny byla u vzorkli astenozoospermikii vyrovnanéjsi
u glykoproteinu s mol. hm. 39 kDa. V¢tsi variabilita byla u astenozoospermikii pozorovana
u glykoproteinu s mol. hm. 106 kDa, a to diky vyrazné reakci MAA se vzorkem O 5688, jehoz
signal ptedstavoval cca 3,5nasobek signalu ostatnich vzorki.
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Obr. 11. Detekce glykoproteinii pomoci MAA — porovnavdini vzorkii s riiznym spermiogramem. A —
reprezentativni obradzek detekce glykoproteinit na NC membrdné pomoci MAA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou zndzornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndzornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro MAA. C — mira
signalu pro MAA u vybranych glykoproteinovych prouzki. N — normozoospermie, As —
astenozoospermie, O — oligozoospermie.
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Obr. 12. Detekce glykoproteinit pomoci MAA — porovnavani vzorkii s riznym spermiogramem. V grafu
Jjsou zndzornény prumérné hodnoty signalu pro dané typy spermiogramii (N — normozoospermie, As —
astenozoospermie, O — oligozoospermie) spolecné s prislusnymi smérodatnymi odchylkami. Tato data
byla pouzita pro statistické Setieni. A — primeérné hodnoty celkového signalu pro MAA. B — primeérné
hodnoty signalu pro MAA u vybranych glykoproteinovych prouzki.
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Pfi porovnavani vzorkd se stejnym spermiogramem (normozoospermici, Obr. 13) byla
celkova mira signalu detekce sialovych kyselin pomoci MAA nejvyssi u vzorku N 5880
anejnizéi u vzorku N 5883. Opét byl zaznamenan srovnatelny signal mezi vzorky
u glykoproteinu s mol. hm. 39 kDa. Mira signalu pro vazbu MAA byla u tohoto glykoproteinu
nejméné variabilni pravé u normozoospermikt (Obr. 13) ve srovnani s astenozoospermiky

a oligozoospermiky (Obr. 14 a 15).
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Obr. 13. Detekce glykoproteinii pomoci MAA — porovnavani vzorkii se stejnym spermiogramem (N —
normozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrdné pomoci MAA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou znazornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro MAA u vybranych
vzorkii normozoospermiki. C — mira signalu pro MAA u vybranych glykoproteinovych prouzkii.

Nejvétsi rozdily v mife celkového signalu pro vazbu MAA na glykoproteiny SP byly
pozorovany v ramci skupiny astenozoospermikt (Obr. 14), a to jak pfi porovnavani vzorkt
s riznym spermiogramem (Obr. 11B), tak pfi porovnavani vzorki se stejnym spermiogramem
(Obr. 14B).

Nejvyraznéjsi celkovy signal pro MAA byl u astenozoospermikli zaznamenan u vzorki
As 5146 a As 5053, nejnizsi signal pak u vzorku As 7148. U astenozoospermiki byla také
pozorovana nejvyssi variabilita v mife signalu u obou sledovanych glykoproteinovych prouzkd.
Spolecnym rysem pro oba tyto glykoproteiny byl nejvyssi signal u vzorku As 5053. Nejnizsi
mira signalu pro MAA byla u astenozoospermikl pozorovana pro glykoprotein s mol. hm.
106 kDa u vzorku As 5913, pro glykoprotein s mol. hm. 39 kDa u vzorku As 7148 (Obr. 14C).
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Obr. 14. Detekce glykoproteinii pomoci MAA — porovndvani vzorkil se stejnym spermiogramem (As —
astenozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrdané pomoci MAA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndazorneény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro MAA u vybranych
vzorkit astenozoospermikii. C — mira signalu pro MAA u vybranych glykoproteinovych prouzkil.

Pfi porovnavani vzork se stejnym spermiogramem, byla u oligozoospermikt (Obr. 15),
oproti normozoospermikiim a astenozoospermikiim, pozorovana nejmensi variabilita v celkové
mife signalu, celkova mira signalu byla tedy u vSech 4 vzorka relativné vyrovnana. Nicméné
v mife signdlu pro sledované glykoproteiny byly jiz mezi vzorky oligozoospermikl
zaznamenany vyrazngj$i rozdily. U obou glykoproteint byla u oligozoospermikl pozorovana
nejvyssi mira signalu MAA u vzorku O 5210. Niz$i mira signalu byla u oligozoospermika
pozorovana pro oba sledované glykoproteiny s mol. hm. 106 a 39 kDa u vzorku O 5248
a O 5813 (Obr. 15C).
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Obr. 15. Detekce glykoproteinii pomoci MAA — porovnavani vzorkii se stejnym spermiogramem (O —
oligozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrdané pomoci MAA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou zndazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou znazornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro MAA u vybranych
vzorki oligozoospermikiu. C — mira signalu pro MAA u vybranych glykoproteinovych prouzkii.

5.4 Detekce glykoproteinii pomoci SNA (Sambucus nigra)

Byla provedena detekce sacharidovych struktur v glykoproteinech SP (viz kap. 4.2.4)
pomoci lektinu SNA, ktery specificky rozpoznava kyselinu sialovou vézanou 02,6.
Denzitometrickd analyza miry vazby daného lektinu byla vztazena k celkové nandSce proteini
ve vzorku. V celkové mife detekovaného signalu nebyly mezi glykoproteinovymi profily
specifickymi pro SNA u nami zkoumanych vzorkt SP nalezeny zadné statisticky vyznamné
rozdily (p>0,05). Statisticky vyznamné se neliSila ani reaktivita SNA s vybranymi
glykoproteiny (p>0,05). Porovnavani vzorki SP ve skupiné s ruznym spermiogramem bylo
provedeno opakovang, tj. celkem pétkrat. Vyhodnoceni je shrnuto v grafu na Obr. 18.

Pii porovnavani vzorkd s riznym spermiogramem byla pro celkovou miru signalu
pozorovana nejvysSi variabilita u vzorkll oligozoospermikii, nejvyraznéjsi signal byl
zaznamenan u vzorku O 5688. Signal u vzorkd astenozoospermikd byl oproti
oligozoospermikiim vyrazné vyrovnangjsi. Nejnizsi mira celkového signalu byla pozorovana
u vzorku As 5193 (Obr. 16B).
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Obr. 16. Detekce glykoproteinii pomoci SNA — porovndvani vzorkii s riznym spermiogramem. A —
reprezentativni obrazek detekce glykoproteinii na NC membrané pomoci SNA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou zndzornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndazornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro SNA. N —
normozoospermie, As — astenozoospermie, O — oligozoospermie.

Signal s lektinem SNA byl méfen u glykoproteinovych prouzki o téchto molekulovych
hmotnostech — 170, 117, 81, 72, 58, 46, 40, 30 a 24 kDa (Obr. 17). Glykoproteinové prouzky
0 mol. hm. 30 a 24 kDa nebyly u vzorkti N 5746, N 5880, As 5146, As 5053, O 5813 a O 5210
detekovany — elektropienos proteinli v tomto piipad€ probihal ziejmé kratsi dobu, nebot’
K rozdéleni téchto nizkomolekularnich proteind vibec nedoslo. Vzorky N 5406, As 5913
a O 5688 pak byly pouzity dvakrat, presto vSak vysledky téchto dvou detekci nebyly identické,
jak lze vidét na Obr. 16B a 17. Glykoproteinové prouzky o molekulové hmotnosti 58 a 46 kDa
bylo v n¢kterych ptipadech mozné identifikovat po imunodetekéni analyze jako dva zfetelné
prouzky (viz Obr. 16), jindy dosSlo ziejmé& v prubéhu elektroforézy k lepS§imu rozdéleni
glykoproteini a v oblasti o této molekulové hmotnosti pak bylo mozZné rozliSit vice
glykoproteinovych prouzki (viz Obr. 21).

Z Obr. 17 je patrné, Ze pii porovnavani vzorkl s riznym Spermiogramem byla nejveétsi
variabilita v signalu u vybranych glykoproteinti pozorovana také u oligozoospermikd, tj. stejné
jako v pfipad¢ celkového signalu (Obr. 16B). U vsech glykoproteint byla pozorovana nejvyssi
mira signalu opét u vzorku O 5688. Glykoprotein s mol. hm. 81 kDa nebyl do denzitometrické
analyzy zatazen, nebot’ jsme jej u nékterych vzorka nedetekovali.

45



SNA
signal u vybranych glykoproteint

Relativni opticka denzita
[ w

"Gk WL

172kDa 117 kDa 81 kDa 72 kDa 58 kDa 46 kDa 40 kDa 30 kDa 24 kDa

Molekulova hmotnost glykoproteinu

BN 4969 MAs7148 mO 4664 MN 5406 MAs5913 mO5688 MN 5406 W As5913

05688 WN 5746 WM As5146 m05813 mN 5880 mAs 5053 m05210

Obr. 17. Detekce glykoproteinii pomoci SNA — porovnavani vzorkii s riznym spermiogramem. C — mira
signalu pro SNA u vybranych glykoproteinovych prouzki. N — normozoospermie, As —
astenozoospermie, O — oligozoospermie.

Na Obr. 18A a 18B lze vidét, ze primérné hodnoty signalu (jak celkového, tak
pro jednotlivé glykoproteiny) byly pii srovnavani vzorkli s riznym spermiogramem nejnizsi
U vzorkll astenozoospermikll oproti normozoospermikiim a oligozoospermikiim. Tento rozdil
vsak nebyl statisticky vyznamny (p>0,05).
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Obr. 18. Detekce glykoproteinii pomoci SNA — porovndvani vzorkii s riiznym spermiogramem. V grafu
Jjsou zndzornény prumérné hodnoty signalu pro dané typy spermiogramii (N — normozoospermie, As —
astenozoospermie, O — oligozoospermie) spolecné s prislusnymi smérodatnymi odchylkami. Tato data
byla pouzita pro statistické Setieni. A — priimerné hodnoty celkového signalu pro SNA. B — primeérné
hodnoty signdlu pro SNA u vybranych glykoproteinovych prouzkai.
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Pro porovnani vzork normozoospermiki mezi sebou (Obr. 19) byly u vazby s SNA
pouzity pouze 3 vzorky. V celkové mife signalu byly u normozoospermikli pozorovany nejvyssi
hodnoty u vzorku N 5883, nejniz$i u vzorku N 5746. Obdobné tomu bylo i u signdlu
pro jednotlivé  glykoproteiny. Ne¢které glykoproteiny nebyly u normozoospermikl
do denzitometrické analyzy zafazeny, protoze =z jednotlivych detekci nebylo mozné
jednoznacné urcit jejich molekulové hmotnosti.
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Obr. 19. Detekce glykoproteinii pomoci SNA — porovnavani vzorkii se stejnym spermiogramem (N —
normozoospermici). A — detekce glykoproteinit na NC membrdné pomoci SNA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndzornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signdlu pro SNA u vybranych
vzorkil normozoospermikii. C — mira signalu pro SNA u vybranych glykoproteinovych prouzkii.

V ramci skupiny astenozoospermikti (Obr. 20) byla v celkové mife signalu SNA
pozorovana nejniz§i variabilita oproti normozoospermikiim a oligozoospermiktim. Vyssi mira
celkového signalu byla u astenozoospermikti zaznamenana u vzorki As 5146 a As 5053, nizsi
pak u vzorka As 5913 a As 7148.

U vsech sledovanych glykoproteini byl u astenozoospermikti pozorovan nejvyssi signal
u vzorku As 5053 nebo As 5146 (Obr. 20C). Mira signalu u téchto vzorkl se témér nelisila
(s vyjimkou glykoproteinu s mol. hm. 24 kDa), bylo tomu tedy podobn¢ jako v ptipadé
celkového signalu (Obr. 20B). Nejvétsi rozdily v mife signalu byly u astenozoospermiki
zaznamenany u glykoproteinu s mol. hm. 24 kDa, mira signalu u vzorku As 5053 zde
dosahovala cca 2,5nasobnych hodnot oproti vzorku As 5913, jehoz mira signalu byla nejniZsi.
Glykoprotein s mol. hm. 30 kDa nebyl do denzitometrické analyzy zafazen, nebot’ jsme jej

u vzorkl astenozoospermikt nedetekovali.
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Obr. 20. Detekce glykoproteinii pomoci SNA — porovndvani vzorkii se stejnym spermiogramem (As —
astenozoospermici). A — detekce glykoproteinit na NC membrdané pomoci SNA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndzornény Cervenymi Sipkami. B — mira celkového signdlu pro SNA u vybranych
vzorkii astenozoospermikii. C — mira signalu pro SNA u vybranych glykoproteinovych prouzkii

Pii porovnavani vzorki se stejnym spermiogramem (oligozoospermici, Obr. 21) byla
v celkové mife signalu pro vazbu s SNA pozorovana nejvyS$i variabilita, a to oproti
normozoospermikiim a astenozoospermikim. Vy$§i mira celkového signdlu byla
U oligozoospermikll zaznamenana u vzorkti O 4664 a O 5248, nejnizsi u vzorku O 5210
(Obr. 21B).

U vSech sledovanych glykoproteint byl u oligozoospermikii pozorovan nejvyssi signal
s SNA u vzorku O 4664 nebo O 5248. Nejvétsi rozdily v mife signalu byly u oligozoospermiki
zaznamenany u glykoproteinu s mol. hm. 30 kDa, kdy mira signalu u vzorku O 4664 dosahovala
vice nez 4nasobnych hodnot oproti vzorku O 5210, jehoz celkova mira signalu SNA byla

nejnizsi.
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Obr. 21. Detekce glykoproteinii pomoci SNA — porovndvani vzorkil se stejnym spermiogramem (O —
oligozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrdné pomoci SNA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndazornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro SNA u vybranych
vzorkii oligozoospermikii. C — mira signdlu pro SNA u vybranych glykoproteinovych prouzkaii.

5.5 Detekce glykoproteini pomoci UEA (Ulex europaeus agglutinin)

Byla provedena detekce sacharidovych struktur v glykoproteinech SP (viz kap. 4.2.4)
pomoci lektinu UEA. Lektin UEA specificky rozpoznava fukézu vazanou al,2.
Denzitometricka analyza miry vazby UEA byla vztazena k celkové nanasce proteint ve vzorku
SP. Reaktivita vzorku s lektinem UEA vykazovala vysokou variabilitu. Zatimco u nékterych
vzorki se lektin navazal s vysokou intenzitou a bylo mozné rozlisit nékolik glykoproteinovych
prouzkd, u jinych vzorki (napt. N 5886, N 5552, As 5053, O 5813) se lektin UEA nenavazal
vibec, nebo pouze minimalng. Vzhledem k t¢mto vyraznym rozdilim jsme u vybranych
glykoproteinovych prouzkl neprovadéli denzitometrickou analyzu, nebot’ u nékterych vzorka
nebylo mozné glykoproteinové prouzKy identifikovat. Molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteina (127, 75, 65, 50, 38, 27 a 23 kDa) byly odhadnuty na zaklad¢ analyzy vzorkd,
kde byly tyto glykoproteinové prouzky znatelné (N 5406, As 5193, O 5688) (Obr. 22A).

Pfi porovnavani vzorku s riznym spermiogramem (N, O a As) byla pozorovana nejvyssi

cvwvr

pozorovana u oligozoospermikii (Obr. 22B a 23).
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Obr. 22. Detekce glykoproteinii pomoci UEA — porovndvdni vzorkii s riznym spermiogramem. A —
reprezentativni obrazeK detekce glykoproteinii na NC membrdané pomoci UEA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou zndazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndazornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového signdalu pro UEA. N —
normozoospermie, As — astenozoospermie, O — oligozoospermie.

Pokud doslo u vzorki SP alespoii k minimalnimu navazani UEA, spole¢nym rysem byl
ve vétsing pripada proteinovy prouzek o velikosti cca 75 kDa. U nékterych vzorku se jevil jako
jednolity prouzek, u jinych pak bylo patrné rozdéleni na dva prouzky o molekulové hmotnosti
cca 75 a 65 kDa. Podobné tomu bylo i u nékterych vzorkt oligozoospermikli v rozmezi 50—
38 kDa, kdy bylo detekovano né&kolik dalsich glykoproteinli, oznacenych na obrazku
oranzovymi Sipkami (Obr. 26, str. 53). U téchto vzorka ziejmé doslo k lepsimu rozdéleni
(glyko)proteinii béhem elektroforézy. Z obrazka nize (Obr. 24A, 25A a 26A) je také patrné,
ze lektin UEA vyrazné reaguje také s nizkomolekularnimi proteiny o molekulové hmotnosti
mensi nez 30 kDa. Porovnavani vzorkd s riiznym spermiogramem bylo provedeno opakovang,
tj. celkem Sestkrat.

V celkové mife detekovaného signalu nebyly mezi glykoproteinovymi profily
specifickymi pro UEA u nami zkoumanych vzorkd SP nalezeny zadné statisticky vyznamné
rozdily (p>0,05), a to i pfes vyraznou variabilitu v sile signalu vazby UEA u jednotlivych
vzorki (Obr. 23).
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Obr. 23. Detekce glykoproteinii pomoci UEA — porovndvani vzorkii s riiznym spermiogramem. V grafu
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jsou zndazornény primerné hodnoty celkového signalu pro UEA pro dané typy spermiogramii (N —
normozoospermie, As — astenozoospermie, O — oligozoospermie) spolecné s prislusnymi smérodatnymi
odchylkami. Tato data byla pouZita pro statistické Setreni.

Je tomu tak pravdépodobné proto, ze vysledky detekce glykoproteint byly ¢asto velmi
odlisné. U vsech sledovanych typt spermiogramu dochazelo k tomu, ze s lektinem UEA
reagovaly pouze n¢které vzorky, zatimco jiné téméf nereagovaly. Variabilita v detekci tedy
nebyla vazana na konkrétni spermiogram (viz Obr. 24A, 25A a 26A).

V ramci porovnavani vzorkl SP se stejnym spermiogramem byla v celkové mife signalu
zaznamenana u normozoospermikit (Obr. 24) nejnizs$i variabilita v porovnani se vzorky
astenozoospermiki a oligozoospermiki. Nejvys§i mira celkového signalu byla
U normozoospermikll zaznamenana u vzorku N 5883, nejnizsi u vzorku N 5746.
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Obr. 24. Detekce glykoproteinii pomoci UEA — porovndvani vzorkil se stejnym spermiogramem (N —
normozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrdané pomoci UEA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou zndazorneny cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro UEA u vybranych
vzorkit normozoospermikii. C — mira signalu pro UEA u vybranych glykoproteinovych prouzkii.
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Pfi porovnavani vzorki SP se stejnym spermiogramem (astenozoospermici, Obr. 25)
byla nejvyssi mira celkového signalu s UEA zaznamenéna u vzorku As 5146. Hodnoty signalu
u tohoto vzorku dosahovaly téméf Sestindsobku oproti vzorku As 7148, u kterého byla mira

celkového signalu nejnizsi. Variabilita v mife signalu vazby lektinu UEA byla tedy u vzorka
astenozoospermiki vyrazné vyssi nez v ptipad¢€ vzork normozoospermiki.
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Obr. 25. Detekce glykoproteinii pomoci UEA — porovnavani vzorkii se stejnym spermiogramem (As —
astenozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrané pomoci UEA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych

20kDa —»

glykoproteinii jsou zndazorneny cCervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro UEA u vybranych
vzorkit astenozoospermikii. C — mira signalu pro UEA u vybranych glykoproteinovych prouzkil.

V ramci skupiny vzorkl oligozoospermika (Obr. 26) byla nejvyssi mira celkového
signalu S UEA zaznamenéna u vzorku O 5210. Hodnoty signalu u tohoto vzorku dosahovaly
témet desetinasobku oproti vzorku O 5813, u kterého byla mira celkového signalu nejniZsi.
Variabilita v celkové mife signalu vazby s UEA byla u oligozoospermikit v porovnani
s normozoospermiky a astenozoospermiky nejvyssi.
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Obr. 26. Detekce glykoproteinit pomoci UEA — porovnavani vzorkii se stejnym spermiogramem (O —
oligozoospermici). A — detekce glykoproteinii na NC membrdné pomoci UEA. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou znazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti u vybranych
glykoproteinii jsou znazornény cCervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro UEA u vybranych
vzorkii oligozoospermikii. C — mira signalu pro UEA u vybranych glykoproteinovych prouzkii.

5.6 Detekce clusterinu

Byla provedena detekce clusterinu v SP (viz kap. 4.2.5) pomoci specifické protilatky
Hs-3. Denzitometricka analyza miry vazby daného lektinu byla vztazena k celkové nanasce
proteinti ve vzorku. Protilatka proti clusterinu reagovala s proteinovym prouzkem o molekulové
hmotnosti 79 kDa, coz odpovida molekulové hmotnosti tohoto proteinu. Po imunodetekéni
analyze bylo U nékterych vzorkd mozné pozorovat v této molekulové hmotnosti vice ¢i méné
znatelny dvojprouzek, coz je v souladu s heterodimerni strukturou clusterinu. U nékterych
vzorkli pak protilatka reagovala také s proteinovym prouzkem o molekulové hmotnosti
cca 52 kDa. Porovnavani vzorkli s riznym spermiogramem bylo provedeno opakované,
tj. celkem pétkrat. Mezi jednotlivymi vzorky nebyly vV mnozstvi detekovaného clusterinu
pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily (p>0,05).

Pti porovnéavani vzorkl s riznym spermiogramem (N, As, O) jsme zaznamenali pomérné
vyrovnanou miru reaktivity vSech vzorkd s protilatkou proti clusterinu, jak je patrné z Obr. 27B
a 28. Nejvyssi variabilita v mife signadlu byla zaznamenana u vzorkl oligozoospermiki
(Obr. 28). Nejvétsi mnozstvi clusterinu bylo detekovano ve vzorku O 5813, nejnizsi ve vzorku
O 4664 (Obr. 27B).
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Obr. 27. Imunodetekce clusterinu — porovnavani vzorkii s riznym spermiogramem. A — reprezentativni
obrazek detekce clusterinu na NC membrané pomoci specifické protilatky. Molekulové hmotnosti
hmotnostniho standardu jsou zndzornény cernymi Sipkami, priblizna molekulova hmotnost clusterinu je
zndzornéna cervenymi Sipkami. B — mira celkového signdlu pro clusterin. N — normozoospermie, As —
astenozoospermie, O — oligozoospermie.
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Obr. 28. Imunodetekce clusterinu — porovndvani vzorkii s riznym spermiogramem. V grafu jsou
zndzornény prumérné hodnoty signdalu pro clusterin pro dané typy spermiogrami (N -
normozoospermie, As — astenozoospermie, O — oligozoospermie) spolecné s prislusnymi smérodatnymi
odchylkami. Tato data byla pouzita pro statistické Seteni.

V ramci skupiny normozoospermikt (Obr. 29) byly pro detekci clusterinu v SP pouzity
pouze 3 vzorky. V mife signalu pro clusterin byla unormozoospermiki pozorovana
V porovnani se vzorky astenozoospermiki a oligozoospermikti nejvyssi variabilita. Nejvétsi
mnozstvi clusterinu bylo u normozoospermiki detekovano ve vzorku N 5880, nejnizsi pak
ve vzorku N 5552,
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Obr. 29. Imunodetekce clusterinu — porovndavini vzorkii se stejnym spermiogramem (N —
normozoospermici). A — detekce clusterinu na NC membrdné pomoci specifické protilatky. Molekulové
hmotnosti hmotnostniho standardu jsou zndzornény cernymi Sipkami, priblizna molekulova hmotnost
clusterinu je zndzornéna cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro clusterin u vybranych
vzorkil normozoospermikii.

Pfi porovnavani vzorku se stejnym spermiogramem byla v piipadé astenozoospermiku
(Obr. 30) pozorovana nejniz§i variabilita (v porovnani s normozoospermiky
a oligozoospermiky) v mnozstvi detekovaného clusterinu. Nejvys$si mira signalu byla
u astenozoospermikti pozorovana u vzorku As 5913, nejnizsi pak u vzorku As 7148. U téchto
dvou vzorki byla navic pozorovana reakce S protilatkou proti clusterinu také v mol. hm. 52 kDa
(Obr. 30A).
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Obr. 30. Imunodetekce clusterinu — porovndvini vzorkii se stejnym spermiogramem (As —
astenozoospermici). A — detekce clusterinu na NC membrdné pomoci specifické protilatky. Molekulové
hmotnosti hmotnostniho standardu jsou zndzornény cernymi Sipkami, priblizna molekulova hmotnost
clusterinu je zndzornéna cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro clusterin u vybranych
vzorkil astenozoospermikii.
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Pfi porovnavani vzorkti SP oligozoospermikt byla nejvyssi mira reakce s protilatkou
proti clusterinu pozorovana u vzorku O 5813. Mira signalu u vzorku O 5183 byla cca 2,5krat
vy$§i nez u ostatnich vzorkt oligozoospermiki, jejichz mira signalu byla srovnatelné (Obr. 31).
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Obr. 31. Imunodetekce clusterinu — porovndvani vzorkii se stejnym spermiogramem (O -
oligozoospermici). A — detekce clusterinu na NC membrdané pomoci specifické protildatky. Molekulové
hmotnosti hmotnostniho standardu jsou zndazornény cernymi Sipkami, priblizna molekulova hmotnost
clusterinu je zndzornéna Cervenymi Sipkami. B — mira celkového signalu pro clusterin u vybranych
vzorkii oligozoospermikai.

U protilatky proti clusterinu jsme sledovali takeé jeji reaktivitu s SP muzii po vasektomii,
muzil s azoospermii (neobstrukéni 1 obstrukéni) a kryptozoospermii. U vSech vySe uvedenych
vzorkli SP byla ve srovnani s normozoospermikem pozorovéna vyrazné niz8i reaktivita
s protilatkou proti clusterinu ukazujici na snizené mnozstvi tohoto proteinu u zminénych
patologickych spermiogrami. Mira reaktivity protilatky byla u vSech téchto vzorku
srovnatelna, nicméné nejnizs$i mnozstvi clusterinu bylo detekovano u vzorku kryptozoospermie
po provedené vasektomii (VKR). Tento experiment byl proveden pouze jednou, tudiz nelze
jednoznacné fici, zdali je tento rozdil v mife signalu mezi normozoospermikem a ostatnimi

uvedenymi patologiemi statisticky vyznamny (Obr. 32).
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Obr. 32. Imunodetekce clusterinu — porovnavani vzorkii s riiznym spermiogramem. A — detekce
clusterinu na NC membrdné pomoci specifické protilatky. Molekulové hmotnosti hmotnostniho
standardu jsou zndazornény cernymi Sipkami, priblizné molekulové hmotnosti proteinovych prouzkii
reagujicich s protilatkou proti clusterinu jsou zndzornény cervenymi Sipkami. B — mira celkového
signdlu pro clusterin. N — normozoospermie, NOA — neobstrukcni azoospermie, OA — obstrukcéni
azoospermie, V1 — azoospermie po provedené vasektomii, V2 — azoospermie po provedené vasektomii,
VKR — kryptozoospermie po provedené vasektomii, KR — Kryptozoospermie.
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6 Diskuze

Semenna plazma obsahuje velké mnozstvi proteint, které se mimo jiné podileji
na interakci mezi spermii a oocytem. Z tohoto diivodu je na proteiny semenné plazmy ¢asto
pohlizeno jako na potencialni markery fertility. Ackoliv je proteomu semenné plazmy
Vv poslednich letech vénovana pomérné velkd pozornost, stale se nedafi najit takové markery,
které by odrazely oplozeni schopnost spermii 1épe nez hodnoceni spermiogramu. Problémem
také zlstava nalezeni markeru, ktery by spolehlivé prokazoval pfitomnost spermii vhodnych
pro ICSI u pacientli s neobstrukéni azoospermii. Vzhledem k tomu, Ze proteiny semenné
plazmy jsou bohat¢ glykosylovany a glykosylace je velmi citliva na sebemensi vlivy prostiedi,
zda se, ze pro zachovani fertility spermii jsou kliCové nejen samotné proteiny, ale také jejich
sacharidové modifikace.

Pro detekci vybranych sacharidovych struktur glykoproteini semenné plazmy
muzd S riznym spermiogramem byly v nasi studii vyuzity 4 rizné lektiny — ConA, MAA, SNA
a UEA. Concanavalin A (ConA) je lektin specificky vazajici man6zové zbytky, které se
v semenné plazmé¢ hojné€ vyskytuji jako soucast ,,core u N-glykanti. Navic se jedna o lektin,
ktery se bézné vyuziva kizolaci a detekci glykoproteinii. ConA reagoval u vSech vzorkl
semenné plazmy s glykoproteiny o téchto molekulovych hmotnostech — 63, 47, 38, 28, 24
a 22 kDa. Na zéaklad¢ studie Tomar et al. (2011) se 1ze domnivat, ze glykoproteinové prouzky
odpovidaji nasledujicim glykoproteinim:

63 kDa — laktoferrin, resp. laktotransferrin isoform 1 precursor

47 kDa — prostaticka kysela fosfataza (PAP, prostatic acid phosphatase)

38 kDa — Human zinc-alpha-2 glycoprotein (AZGP1)

V nasi studii jsme se predev$im zamé&fili na detekci glykoproteinti s obsahem kyseliny
sialové pomoci lektinh MAA (specifického pro kyselinu sialovou s vazbou a2,3) a SNA
(specifického pro kyselinu sialovou s vazbou 02,6). Vyznam kyseliny sialové v semenné
plazmé nebyl dosud pfili§ prostudovan. Kyselina sialovd ma ale zasadni roli v sacharidovych
fetézcich glykoproteinii spermii, kde se podili na fadé¢ dulezitych d&ja. Patii mezi né
napt. migrace spermii skrz cervikalni hlen, tvorba oviduktalniho rezervoaru, kapacitace
a regulace imunitni odpovédi samice na pfitomnost spermii (Tecle et al. 2019). Kyselina sialova
dava proteinlm negativni naboj, ktery umoznuje snadnéjsi priichod spermii cervikdlnim
hlenem. Odstranéni kyseliny sialové zbycich spermii zpusobilo snizeni jejich motility
a snizenou schopnost prichodu cervikalnim hlenem (Fernandez-Fuertes et al. 2018). Béhem
kapacitace dochazi k odstranéni kyseliny sialové ze spermatickych glykoproteinti pomoci
sialidaz a spermie, které byly zbaveny kyseliny sialové vykazovaly vyss§i schopnost vazby
nazona pellucida oocytu. Kyselina sialova je tedy dulezita jakozto inhibitor pfedcasné
kapacitace (Tecle & Gagneux 2015; Fernandez-Fuertes et al. 2018). Da se tedy predpokladat,
ze kyselina sialova bude mit kli¢ovou funkci i v semenné plazmé.

V odborné literatuie byla popsana velkd wvariabilita v mnoZstvi kyseliny sialové
u fertilnich muza (Pang et al. 2009), na druhou stranu vsak byly zmény v sialylaci spojovany
s konkrétnimi patologiemi. Napf. u astenozoospermikl bylo pozorovano sniZzené mnozstvi 02,6
vazané kyseliny sialové ve srovnani s infertilnimi 1 fertilnimi normozoospermiky
a oligozoospermiky (Kratz et al. 2015). Snizena hladina 02,6 vazané kyseliny sialové také
pozitivné korelovala s motilitou spermii (Kratz et al. 2015). Katluza et al. (2019) popisuje
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snizené mnozstvi 02,6 vazané kyseliny sialové u infertilnich normozoospermikt (IF N),
astenozoospermiktt (AS) a oligoastenozoospermikii (OAs), ale pouze u glykoproteinu
0 molekulové hmotnosti 70 kDa. Niz§i mnozstvi kyseliny sialové s vazbou a2,3 bylo popsano
u oligozoospermikt (Kratz et al. 2015). Naopak Katuza et al. (2019) popisuje u vétSiny
glykoproteini snizenou reaktivitu s MAA u astenozoospermikii ve srovnani S ostatnimi
skupinami (IF N, O, As a OAs). Metodou MALDI-TOF byla zjisténa snizena sialylace u O,
OAs anejvice u As, naopak byla ale zvysena u IF N (Katuza et al. 2016). V piipadé této metody
vSak byla sledovana celkova sialylace, nehled¢ na zptsob vazby kyseliny sialové, zatimco
u predchozich dvou experimentt (Kratz et al. 2015; Katuza et al. 2019) byl ke studiu sialylace
pouzit lektin MAA, ktery specificky rozpoznava pouze kyselinou sialovou s vazbou a2,3.

Pfi naSich vazebnych studiich jsme vSak tyto rozdily v expresi kyseliny sialové
nepozorovali, tj. v mnozstvi kyseliny sialové nebyl mezi jednotlivymi vzorky nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil, a to ani pro jeden z téchto lektint. V ptfipadé MAA jsme U vzorkl
astenozoospermikti (AsS), u nichz je sniZzena motilita spermii, pozorovali nejvyrazné&jsi
variabilitu v celkové mife signalu mezi jednotlivymi pacienty. V ptipadé SNA byla
nejvyraznéj$i variabilita pozorovana U oligozoospermiki (O), tedy u pacientd se snizenym
poctem spermii v ejakulatu.

Glykoproteinovy profil byl pro oba pouzité lektiny odlisny. U MAA jsme identifikovali
mén¢ glykoproteinovych prouzkiti nez u SNA, coz ale do jist¢é miry mize byt zplisobeno
odlisnou efektivitou pii rozdélovani proteini béhem elektroforézy. V piipadé SNA bylo
detekovano 8 glykoproteinovych prouzku. Katuza et al. (2019) vsak popisuje reaktivitu s SNA
pouze u 6 glykoproteinii. Divodem tohoto pozorovani mize byt pouZiti ,,polosuchého* (semi-
dry) elektroptenosu proteini v této studii, pifi kterém dochazi k hor§imu pienosu
vysokomolekularnich proteint Z gelu na nitrocelul6zovou membranu. Glykoproteinovy profil
ziskany po vazbé lektinu SNA se velmi podobal glykoproteinovému profilu detekované¢ho
po vazbé¢ ConA. Nekteré¢ odhadnuté molekulové hmotnosti glykoproteind (46, 38 a 24 kDa)
byly v ptipadé obou téchto lektinti téméf totozné, oba lektiny tedy pravdépodobné reaguji se
stejnymi proteiny. Glykoproteinové prouzky o molekulové hmotnosti 46 a 38 kDa by mohly
odpovidat kyselé prostatické fosfataze a AZGP1 (Tomar et al. 2011).

Dal$im sledovanym sacharidem byla fukoza, ktera se v semenné plazme vyskytuje velmi
hojné jako soucast Lewis epitopt. Pang et al. (2009) dokonce hovoii 0 extrémni mife
fukosylace v semenné plazmé a zvysena fukosylace se zda byt typicka pro pacienty se sniZzenou
plodnosti (Olejnik et al. 2015b). Pro hodnoceni miry fukosylace jsme pouzili lektin UEA, ktery
rozpoznava fukézu vazanou al,2 a bifukosylované Lewis epitopy (Katuza et al. 2019).
Puvodnim zamérem bylo také pouziti lektinu AAL (specificky pro al,6 vazanou fukozu), ale
vazebnou studii stimto lektinem se nam nepodafilo vhodné optimalizovat — reakce
glykoproteini semenné plazmy s AAL byla pies opakované vyiedéni lektinu natolik vyrazna,
ze nebylo mozné rozlisit jednotlivé glykoproteinové prouzky.

Vysledky pii pouziti lektinu UEA byly velmi variabilni, u nékterych vzorki se lektin
navazal pouze minimaln€é ¢i vibec, zatimco u jinych bylo mozZné rozlisit fadu
glykoproteinovych prouzku (127, 75, 65, 50, 38, 27 a 23 kDa). Pokud k navazani lektinu doslo,
spolecnym rysem byl nej¢astéji glykoproteinovy prouzek 0 velikosti 75 kDa, ptipadné 1 65 kDa.
V ptipadé glykoproteini o molekulové hmotnosti 50, 38 a 23 kDa se opét mliZe jednat o stejné
glykoproteiny, které reagovaly také s lektiny SNA a ConA. Lektin UEA také pomérné vyrazné
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reagoval s proteiny o nizsi molekulové hmotnosti (pod 30 kDa), coz je ve shod¢ s vysledky
studie Katuza et al. (2019). Vzhledem k vyrazné fukosylaci clusterinu, by nami detekovany
glykoproteinovy prouzek o molekulové hmotnosti kolem 75 kDa mohl odpovidat pravé tomuto
nami studovanému proteinu (de Silva et al. 1990b; Sabatte et al. 2011).

Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami vzorka SP nebyly nalezeny,
ziejmé proto, ze rozdily v mife vazby lektinu na glykoproteiny byly velmi vyrazné nejen
mezi jednotlivymi vzorky s riznym spermiogramem, ale taktéZ v ramci skupiny. Vzhledem
K tomu, Ze Vv nasich experimentech velmi Casto dochazelo jen k minimalni reakci UEA se
semennou plazmou, mizeme se domnivat, Zze al,2 vazana fukoza neni v semenné plazmé tak
Castd, jako napft. fukdza s vazbou al,6 rozpoznadvana AAL, protoze vazba s timto lektinem byla
u ndmi provedenych experimentii velmi silna (viz vyse). Je také mozné, ze al,2 vazana fukdza
je typiCtejsi spise pro proteiny s nizs$i molekulovou hmotnosti, jak popisuje Katuza et al. (2019),
nez jaka byla sledovana u naSich experimentli, kde jsme se zaméfili na proteiny veétsi
nez 20 kDa.

U vSech pouZitych lektinli jsme identifikovali glykoproteinovy prouZek o molekulové
hmotnosti kolem 40 kDa (resp. 38 kDa u ConA, 39 kDa u MAA, 40 kDa u SNA a 38 kDa
u UEA), lze se tedy domnivat, Ze se jedna o tentyz protein, zfejmé o jiz zminény AZGP1.
Glykoproteinovy prouzek 0 piiblizné stejné molekulové hmotnosti (cca 23 kDa) jsme také
detekovali u tfech pouzitych lektinti (ConA, SNA a UEA).

Dale jsme se zaméfili na detekci clusterinu u pacientl s obstrukéni (OA) a neobstrukéni
azoospermii (NOA), popf. kryptozoospermii, nebot’ se jedna o nejvice zastoupeny epididymalni
protein. Vzhledem ktomu, Ze misto obstrukce se u pacienti s OA vétSinou nachazi
az za nadvarletem (typicky se jedna o obstrukci chamovodu), predpokladali jsme, Ze v piipadé
OA  bude mnozstvi  epididymalniho  clusterinu v SP  vyrazné snizeno
oproti normozoospermikiim i oproti pacientim s NOA.

Protilatka proti clusterinu Hs-3 reagovala u vSech vzorkt s proteinovym dvojprouzkem
0 molekulové hmotnosti cca 79 kDa, coz je v souladu s publikovanymi daty a s heterodimerni
strukturou tohoto proteinu (de Silva et al. 1990b, 1990c). U nékterych vzorka jsme také
pozorovali reakci s proteinovym prouzkem o molekulové hmotnosti cca 52 kDa. Podobné
vysledky byly jiz také publikovany dfive (Sahlén et al. 2010), avsak v této studii byly pro SDS-
PAGE pouzity sekrety ze semennych vacki, nikoliv semennd plazma. Otdzkou nicméné
zastava, jestli je clusterin (CLU) nalezeny v semennych vaccich shodny s izoformou sCLU
(sekre¢ni izoforma 1) detekovanou v SP. Vysledkem elektroforetické separace proteint
ze semennych vacki byl proteinovy prouzek 0 molekulové hmotnosti 55 kDa, ktery zaroven
pozitivné reagoval s protilatkou proti CLU (Sahlén et al. 2010). Molekulova hmotnost SCLU,
ktery byl detekovan v semenné plazmé, by se vSak méla pohybovat mezi 70-80 kDa
(O’Bryan et al. 1990).

U vzorkti N, As a O jsme v mnozstvi CLU nepozorovali zadny statisticky vyznamny
rozdil. Salehi et al. (2013) ale popisuje snizené mnozstvi CLU u infertilnich muzd, v jiné studii
bylo zaznamenano snizeni u oligozoospermikt (Sharma et al. 2013). U obou studii vsak byla
pouzita jina metodika (ELISA, resp. kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrif),
nez vnaSi studii. My jsme pii porovnavani vzorki s rlznym spermiogramem
u oligozoospermikti (O) zaznamenali nejvyssi variabilitu v mife signalu vazby protilatky.
Pfi porovnavani vzorki se stejnym spermiogramem by se vSak u oligozoospermiki dalo hovofit
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0 snizenych hodnotéach, pokud bychom z hodnoceni odstranili vzorek O 5813, ktery vykazoval
vyrazné vyssi signdl nez ostatni vzorky, a je mozné, Ze se jedna o odlehlou hodnotu, ktera by
do statistického hodnoceni neméla byt zahrnuta. Z tohoto hlediska by bylo zajimavé tento
pokus zopakovat s vys$sim poCtem vzorku, aby bylo ziejmé, zdali je tento vySSi signal
u nekterych vzorkt statisticky nevyznamny, nebo je skutecné dan natolik velkou variabilitou
proteinového profilu semenné plazmy mezi jednotlivymi vzorky. Dale je tieba uvést, Ze u nami
pouzitych vzorkii nemame informace o fertilit¢ pacienti a zname pouze vysledek jejich
spermiogramu. Pfestoze tito pacienti navstivili IVF centrum za cilem 1écby neplodnosti,
nemizeme napi. vyloucit, ze Se jednalo o neplodnost ze strany partnerky. Tito pacienti
tedy mohou byt fertilni I pfesto, ze maji zhorSené parametry spermiogramu.

Co se tyce funkce clusterinu, jakozto potencidlniho markeru muzské neplodnosti,
vysledky odbornych studii jsou velice variabilni, mnohdy az protichidné, a to jak mezi
jednotlivymi zivo¢isSnymi druhy, tak vramci druhu (viz Literarni reSerSe, kap. 3.2.3.1
Clusterin). Zavéry se také velmi lisi v zavislosti na tom, zdali je analyzovan clusterin v semenné
plazmé nebo na spermiich, pfipadné na tom, jestli byla provedena proteomicka studie
nebo analyza transkriptu tohoto proteinu. Dalsi otazkou zlstava, jestli je clusterin opravdu
ptitomny i v jinych ptidatnych pohlavnich zlazach a ptipadné do jaké miry.

Napt. O'Bryan et al. (1990) zaznamenal snizené mnozstvi CLU v semenné plazmé
umuzi s OA a s poruchami spermatogeneze ve srovnani s o0ligozoospermiky
a normozoospermiky. Uplnou absenci tohoto proteinu ale popisuje pouze u jedinct s agenezi
chamovodu, a tudiz i s absenci semennych vackil. Na zéklad¢€ téchto informaci se domniva, ze
CLU je produkovan (kromé& varlat a nadvarlat) také semennymi vacky. Tuto teorii dale
podporuje skute¢nost, ze autor detekoval znaéné mnozstvi toho proteinu pravé v tekuting
pochazejici pouze ze semennych vackt (O’Bryan et al. 1990), tedy podobné jako ve své
pozdéjsi praci Sahlén et al. (2010). Pfitomnost proteinu v lidskych semennych vaccich prokazal
pozdéji také imunohistochemicky (O’Bryan et al. 1994a). Ur¢ité mnozstvi CLU bylo nalezeno
také v prostaté, ale pouze u pacienta s benigni hypertrofii prostaty, nikoliv vSak ve zdravé
prostaté (O’Bryan et al. 1994a). Je tedy mozné, Ze semenna plazma pacientd s OA bude
obsahovat CLU pravé ze semennych vackl a prostaty.

MnozZstvi clusterinu jsme sledovali také u azoospermikil s neobstrukéni azoospermii
(NOA), obstrukéni azoospermii (OA), azoospermii po provedené vasektomii (V)
a kryptozoospermikt (KR). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o nejvice zastoupeny epididymalni
protein a k jeho tvorbé dochazi pfedev§im ve varlatech a nadvarlatech, pfedpokladali jsme, ze
mnozstvi clusterinu bude u pacientll s OA €1 po vasektomii vyrazné nizsi. Hodnoty relativni
optické denzity byly u vSech téchto patologii, pro které je typicka absence spermii v ejakulatu
nebo pouze jejich stopové mnozstvi, velmi vyrovnané a vyrazné niz$i nez relativni opticka
denzita naméfend u normozoospermika. Na zaklad€ ziskanych dat se domnivame, Ze niZsi
mnozstvi CLU souvisi s niz§im poctem spermii v ejakulatu. Je napt. mozné, ze vétSina CLU
(pravdépodobné pltivodem z epididymu) je nejprve navazéna na spermie a az pozdéji je
ze spermii opét uvolnéna do semenné plazmy. Mens$i mnozstvi spermii v ejakulatu by
tedy znamenalo také mensi mnozstvi clusterinu uvolnéné¢ho do SP. V tomto piipadé by pak
bylo pravdépodobné, ze clusterin detekovany u pacientii s NOA, OA, V a KR pochazi z jinych
714z nezli z nadvarlete, zfeymé ze semennych vacki.
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Predpokladame, ze u proteini SP by mély byt vzorky pacientd s OA a pacientd
po vasektomii podobné, nebot v obou pfipadech je pfitomna obstrukce ve vyvodnych
pohlavnich cestach. Vzhledem k tomu, Ze tento pokus nebyl zopakovan a byl pouzit pouze
jeden vzorek pacienta s OA a jeden vzorek pacienta s NOA, nebylo mozné tato data statisticky
vyhodnotit. Pro potvrzeni téchto vysledkii by bylo také nutné pokus né¢kolikrat zopakovat
s vétsim poctem vzorkli normozoospermiki, jakozto kontrol. Pokud by se tento vysledek
potvrdil, bylo by mozné se dale domnivat, Ze tvorba clusterinu v ostatnich piidatnych
pohlavnich zldzach (semenné vacky, prostata) je pouze minimalni. Idealni by samoziejmé bylo
také znat piesnou lokalizaci obstrukce, aby bylo jasné, sekrety kterych piidatnych pohlavnich
zlaz se podileji na obsahu semenné plazmy. Predpokladali jsme, ze nejbéznéjsim mistem
obstrukce je oblast chdmovodu (jako je tomu i v pfipadé vasektomovanych pacienttl), nelze
vSak vyloucit, Ze obstrukce byla v jinych ¢astech vyvodnych cest, napf. jiz v ramci nadvarlete
a jeho vyvodnych kanalki.

Jelikoz jsme méli k dispozici jen jediny vzorek semenné plazmy pacienta s neobstrukéni
azoospermii, nebylo nakonec mozné vyhodnotit, zdali je n&jaky statisticky vyznamny rozdil
mezi mnozstvim CLU u pacientl s neobstrukéni a obstrukéni azoospermii. Z naSich vysledki
tomu nic nenasvédcuje, ale bylo by nutné pokus opakovat s vétSim mnozstvim vzorkl pacientli
S NOA. Zajimavé by také bylo porovnat vétsSi mnozstvi vzorkd pacientl s obstrukéni
azoospermii a pacientd s azoospermii po provedené vasektomii, zdali je n&jaky rozdil v obsahu
proteint ¢i glykoproteind u obstrukéni azoospermie ziskané a vrozené.

Ustiednim problémem u analyzy proteinového a glykoproteinového profilu semenné
plazmy je nejen velmi vysoka mira variability mezi jedinci, ale také v ramci jednotlivych
patologickych skupin (tj. pro danou patologii byva Casta relativné vysoka hodnota smérodatné
odchylky) (Olejnik et al. 2015b), coz se potvrdilo i unaSich experimentd. Studium
proteinového profilu a glykomu semenné plazmy tedy vyzaduje analyzu velmi vysokého poctu
vzorkil (Kotodziejczyk et al. 2018). Napft. k analyze glykomu u fertilnich muza byly pouzity
pouze ¢tyti vzorky (Pang et al. 2009). Podobné je tomu i u nékterych studii, zabyvajicich se
clusterinem.

Syntéza glykanii je navic velmi citliva i na drobné zmény vnéjsiho prostiedi (Ferens-
Sieczkowska et al. 2013). Vliv na variabilitu mize mit také napf. rozdilnd mira a doba
ztekucovani ejakulatu pii pfipravé vzorkid semenné plazmy. Ta obsahuje velké mnozZstvi
proteaz, jejichz tkolem je ztekuceni ejakulatu prostfednictvim §tépeni proteinii na mensi
fragmenty. Typickym ptikladem je napt. semenogelin, jehoZ molekulova hmotnost se pohybuje
kolem 75 kDa, nicmén¢ vlivem proteaz je nastépen na nizkomolekularni fragmenty, které byly
viditelné po elektroforéze a obarveni gelu Coomassie Brilliant Blue jako proteinové prouzky
0 velikosti mensi nez 20 kDa (Giacomini et al. 2015). Lze tedy ptedpokladat, ze pokud u vzorka
probihalo nestejné ztekucovani ejakulétu, proteiny semenné plazmy byly vystaveny ¢innosti
protedz po rtizné dlouhou dobu. Vysledkem tohoto Stépeni pak mohou byt fragmenty o rizné
velikosti, které se ve vysledku jevi jako variabilita v proteinovém profilu. Proto je pfi praci se
semennou plazmou extrémné dilezité, aby vSechny vzorky byly zpracovany za jednotnych
podminek, a vysledky je tfeba interpretovat vzdy ve vztahu k pouzité metodice.

Ve studiich, ve kterych vyuzivali lektinové Cipy nebo lektinové ELISA testy, bylo
ve vzorcich SP nalezeno velké mnozstvi vysokomolekularnich glykoproteint, pro které je
typicka O-glykosylace. Naopak u studii, které vyuzivaji Western blot, dochazi pii elektroforéze
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k d€leni proteinit o mensi molekulové hmotnosti, a u téch prevlada N-glykosylace
(Kotodziejczyk et al. 2018). Vétsina publikovanych ¢lanki ohledné glykoproteinového profilu
semenné plazmy se tyka pravé zmén v N-glykosylaci. Ziejmé z tohoto divodu jsou vysledky
Olejnik et al. (2015b) opa¢né (viz Literarni reserSe, kap. 3.1.3. Glykom semenné plazmy),
nez pii pouziti lektinovych mikro¢ipti — tj. popisuje se zde zvysSena fukosylace u semenné
plazmy muzu se sniZzenou plodnosti.

Semenna plazma je sice velmi komplexni tekutinou, nicméné mtize také snadno dochéazet
K tomu, ze proteiny, které se zde vyskytuji ve velkém mnozstvi (napt. opét semenogeliny)
mohou maskovat pfitomnost jinych, méné zastoupenych proteinti. Ty mohou mit kli¢ovy vliv
na plodnost, ale je problematické je detekovat (Samanta et al. 2018).

Dal$im problémem pti hodnoceni semenné plazmy je zplsob zafazovani vzorki
do jednotlivych kategorii na zakladé urcCité patologie. Zatim nejCastéjSim zplsobem je
kategorizace vzorkl na zakladé¢ hodnoceni spermiogramu. Spermiogram vSak nemusi vzdy
odrazet skute¢nou plodnost pacienta, navic nezohlediiuje celé mnozstvi dalSich faktorii
(imunologické problémy, poskozeni DNA, miru oxidativniho stresu, aj.), které mohou byt
za piipadnou neplodnost zodpovédné. Navic je zndmo, ze parametry ejakuldtu mohou
u stejného pacienta vyrazn¢ kolisat.

Nektefi autofi pouzivaji jako kontrolni vzorky normozoospermiky (Olejnik et al. 2015b),
jini rozliSuji normozoospermiky na fertilni (kontrola) a infertilni (Kratz et al. 2015). Dalsi
moznosti je brat jako referenéni muze s prokazanou fertilitou v kombinaci s normalnim
spermiogramem (Pang et al. 2009) ¢i nehled¢ na jejich spermiogram (Kotodziejczyk et al.
2018). Vzhledem k témto odlisnym piistuptim je ale pomérné naroéné se ve vysledcich téchto
studii zorientovat.

My jsme bohuzel v rdmci experimentu neméli k dispozici zddnd data o fertilité pacientd,
coz by hodnoceni vysledki nepochybn¢ usnadnilo.
fertility/infertility pacienti, hladin hormont, vysledki genetického vySetfeni ¢i vysledkt
provedené IVF. Bliz§imu pochopeni problematiky by také vyrazné ptispéla znalost toho, zdali
jsou u pacienta parametry ejakuldtu zhorSené dlouhodobé, ¢i zda se jednd pouze o akutni
problémy.
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[ Zavér

Cilem prace bylo porovnani proteinového a glykoproteinového profilu semenné plazmy
(SP) u muzi s riznym spermiogramem. Pro sledovani glykoproteinového slozeni SP jsme
pouzili lektiny specifické pro manozu (ConA), kyselinu sialovou (MAA a SNA) a fukézu
(UEA). U pacientii s riznym spermiogramem a u pacientdl s azoospermii a kryptozoospermii
jsme také sledovali mnozstvi nejvice zastoupeného epididymalniho proteinu clusterinu pomoci
specifické protilatky.

Vychazeli jsme z hypotézy, ze glykoproteinovy profil muzii s normozoospermii bude
odlisny v porovnani s pacienty s patologickymi parametry ejakulatu (astenozoospermie,
oligozoospermie). Tato hypotéza se nepotvrdila, nebot mezi jednotlivymi vzorky
(normozoospermici,  astenozoospermici,  oligozoospermici) nebyl, co se tyce
glykoproteinového profilu, nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil ani pro jeden z pouzitych
lektinti. Tento vysledek ptipisujeme vysoké mife intraindividudlni i interindividuélni variability
Vv glykoproteinovém slozeni SP ¢i rozdilné dobé a mite ztekucovani SP pted jejim zpracovanim.
Podobny glykoproteinovy profil jsme pozorovali u ConA a SNA, dé se tedy predpokladat, Ze
lektiny reagovaly se stejnymi glykoproteiny. U vSech lektinli jsme zaznamenali reaktivitu
s glykoproteinovym prouzkem 0 molekulové hmotnosti cca 40 kDa. Na zékladé publikované
literatury se domnivame, ze se jedna o protein AZGP1 (human zinc-alpha-2 glycoprotein).

Dale jsme piredpokladali, ze 1 mnozstvi clusterinu se bude liSit v zavislosti
na spermiogramu a ze mnozstvi clusterinu bude vyrazné sniZzeno v piipadé obstrukéni
azoospermie ve srovnani s normozoospermii a neobstrukéni azoospermii. Rozdil v mnozstvi
clusterinu jsme vsak pozorovali pouze u vzorka azoospermie a kryptozoospermie pii porovnani
se vzorkem normozoospermika. Pacienti s témito patologiemi méli oproti normozoospermikovi
vyrazn€ niz$i mnozstvi clusterinu. D4 se tedy ptfedpokladat, ze niz§i mnoZstvi clusterinu souvisi
S niz§im poctem spermii v ejakuldtu, napt. Ze clusterin epididymalniho plivodu je nejprve
navazan na spermie a az pozd¢ji je z povrchu spermii uvolnén do SP. Clusterin detekovany
Upacienti s neobstrukéni a obstrukéni azoospermii, kryptozoospermii a clusterin
u vasektomovanych pacienti by pak mohl pochazet zjinych reprodukénich organt
napf. ze semennych vacka.

Mezi pacienty s obstrukéni a neobstrukéni azoospermii jsme vSak v mnozstvi clusterinu
nepozorovali Zadny vyrazny rozdil. Tento pokus jsme ale provedli pouze jednou
a pouze s jednim vzorkem pacienta s obstruk¢éni a neobstrukéni a azoospermii. Proto nebylo
mozn¢ tato data statisticky vyhodnotit.

Nami stanovené hypotézy se tedy nepotvrdily. Vzhledem k vyrazné komplexité semenné
plazmy a existenci velkych intraindividualnich i interindividualnich rozdila v jejim slozenim,
by bylo jisté¢ zajimavé tyto experimenty zopakovat s co nejvétSim mnozZstvim vzorki
a s dirazem na zpracovani vSech vzorki jednotnym zpisobem. Pfinosné by také bylo znat
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celkovou anamnézu pacienttl a mit konkrétnéjsi informace 0 jejich fertilite.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

A
AlAT
AAL
ACE

ADAM
AGP
AlL
ApoJ
APS
AR

As
AsT
ATP
AZF
AZGP1
BHP
CASA

CFTR gen
CLI

CLU
ConA
CRISP
DNA
ECM1
ELISA
ENOA

F

FK

FN
FN/FINC
FN1

Fnll

FSH
GAG

Gd
GnRH

GPI kotva

azoospermie

a-1-antitrypsin

Aleuria aurantia lektin

enzym konvertujici angiotenzin (z angl. angiotensin I converting
enzyme)

z angl. a disintegrin and metalloproteinase

z angl. a-1-acid glycoprotein

Artocarpus integrifolia lektin

apolipoprotein J

persiran amonny (z angl. ammonium persulfate)

akrozomalni reakce

astenozoospermie

astenoteratozoospermie

adenosintrifosfat (z angl. adenosine triphosphate)

z angl. azoospermia factor

z angl. human zinc-alpha-2 glycoprotein

benigni hyperpléazie prostaty

pocitaéem fizena analyza spermii (z angl. computer-assisted sperm
analysis)

z angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

z angl. complement cytolysis inhibitor

z angl. clusterin

concanavalin A

z angl. cysteine-rich secretory protein

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

z angl. extracellular matrix protein 1

z angl. enzyme-linked immunosorbent assay

enolaza

fertilni jedinec

fertilni kontrolni jedinec

fertilni normozoospermik

fibronektin

z angl. fibronectin 1 isoform b precursor

fibronektinova doména typu I1

folikulostimula¢ni hormon (z angl. follicle—stimulating hormone)
glykosaminoglykan

z angl. glycodelin

gonadotropin uvoliujici hormon, gonadoliberin (z angl. gonadotropin-
releasing hormone)

glykosylfosfatidylinositolova kotva
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GPX5
HBP

HDL
HE1/NPC2

HE12/ESPB1

HE2/SPAG11B

HE3/EDDM31

HE4

HE5/CD52

HSA
ICSI

IFN

IF

IOAT

IVF

KLK
KLK3/PSA
KR

LH

LTA

LTF

MA

MAA
MALDI-TOF

MESA

MHC

microTESE

mMiRNA

mol. hm.

MRNA

N
NC

glutathion peroxidaza 5 (z angl. glutathione peroxidase 5)

protein vézajici heparin (z angl. heparin binding protein)
lipoprotein s vysokou hustotou (z angl. high density lipoprotein)

z angl. human epididymis-specific protein 1, epididymal secretory
protein E1, Niemann-Pick disease type C2

z angl. human epididymis-specific protein 12, epididymal sperm-
binding protein 1

z angl. human epididymis-specific protein 2, sperm-associated
antigen 11B

z angl. human epididymis-specificic protein 3-a, epididymal secretory
protein E3-a

z angl. human epididymis-specific protein 4, epididymal secretory
protein E4

z angl. human epididymis-specific protein 5, epididymal secretory
protein E5

lidsky sérovy albumin (z angl. human serum albumin)
intracytoplazmaticka injekce spermii (z angl. intracytoplasmic sperm
injection)

infertilni normozoospermik

infertilni jedinec

idiopaticka oligoastenoteratozoospermie

in vitro fertilizace (z angl. in vitro fertilization)

z angl. kallikrein

z angl. kallikrein-3, prostate-specific antigen

kryptozoospermie

luteiniza¢ni hormon (z angl. luteinizing hormone)

Lotus tetragonolobus lektin

laktoferin, laktotransferin

maturacni blok (z angl. maturation arrest)

Maackia amurensis lektin

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti
matrice s pruletovym analyzatorem (z angl. matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry)
mikrochirurgicka aspirace spermii z nadvarlete (z angl. microsurgical
epididymal sperm aspiration)

hlavni histokompatibilni komplex (z angl. major histocompatibility
complex)

mikrochirurgicka testikularni extrakce spermii (z angl. microsurgical
testicular sperm extraction)

mikroRNA

molekulova hmotnost

mediatorova RNA (z angl. messenger RNA)

normozoospermie

nitroceluldza
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nCLU
NK bunky
NOA
non-HBP
NP

0]

OA

OAs
OAsST
oT

PAP
PBS
PBS-T
PESA

PGDS/PTGDS

PHHUPN
PIP

PNA

PR

PSA

PV

RNA
ROS
sCLU
SCO
SDS
SDS-PAGE

SG
SGP-2
SNA

SP
SP-40
SRNA
SRY gen
T
TEMED
TESE
TEX
TEX101
UEA

jadernd forma clusterinu (z angl. nuclear clusterin)

pfirozeni zabijeCi (z angl. natural killer cells)

neobstrukéni azoospermie

proteiny nevazajici heparin (z angl. non-heparin binding proteins)
neprogresivni pohyb/neprogresivni motilita

oligozoospermie

obstruk¢éni azoospermie

oligoastenozoospermie

oligoastenoteratozoospermie

oligoteratozoospermie

prostaticka kysela fosfataza (z angl. prostatic acid phosphatase)
fosfatem pufrovany solny roztok (z angl. phosphate-buffered saline)
fosfatem pufrovany solny roztok s 0,1% Tweenem 20

perkutanni epididymalni aspirace spermii (z angl. percutaneous
epididymal sperm aspiration)

prostaglandin D2-syntaza (z angl. prostaglandin D2 synthase),
prostaglandin-H2 D-izomeraza (z angl. prostaglandin-H2 D-isomerase)
purin-nukleosid fosforylaza (z angl. purine-nukleoside phosphorylase)
z angl. prolactin-inducible protein

z angl. peanut agglutinin lektin

progresivni pohyb/motilita

prostaticky specificky antigen

pacienti po provedené vasektomii

ribonukleova kyselina (z angl. ribunucleic acid)

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
sekre¢ni forma clusterinu (z angl. secreted clusterin)

z angl. Sertoli-cell only syndrome

dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)
polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostiedi dodecylsiranu
sodného (z angl. sodium dodecy! sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis)

z angl. semenogelin

sulfatovany glykoprotein 2

Sambucus nigra lektin

semenna plazma

z angl. complement-associated protein SP-40

malé RNA (z angl. small RNA)

z angl. sex-determining region Y

teratozoospermie

tetramethylethylendiamin

testikularni extrakce spermii (z angl. testicular sperm extraction)
z angl. testis-expressed protein

z angl. testis-expressed protein 101

Ulex europaeus agglutinin lektin
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WEFL Wisteria floribunda lektin

WHO Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World Health Organization)
ZnF protein protein s motivem zinkového prstu (z angl. zinc finger)
ZP zona pellucida
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10 Samostatné prilohy

V ramci této kapitoly je formou tabulek zpracovan piehled studovanych proteinovych
markerd ve vztahu ke konkrétnim patologickym spermiogramim. Nize jsou uvedeny
proteinové markery astenozoospermie v SP (Ptiloha 1), proteinové markery astenozoospermie
ve spermiich (Pfiloha 2), proteinové markery oligozoospermie (Ptiloha 3), teratozoospermie
(Ptiloha 4), oligoastenozoospermie (Pfiloha 5), oligoteratozoospermie (Pfiloha 6)
a oligoastenoteratozoospermie (Pfiloha 7) v SP. V Piiloze 8 je uveden seznam vybranych
protein vyskytujicich se u fertilnich pacientli, v Pfiloze 9 pak seznam vybranych proteind
vyskytujicich se u infertilnich pacientti v SP.

Piehled markerG v souvislosti s azoospermii a GspéSnou extrakci spermii z testes je
uveden v samostatnych tabulkach (Tab. 3 a Tab. 4, kap. 3.3.2.3 Markery neobstrukéni
a obstruk¢ni azoospermie).

Néazvy proteinlt v tabulkdch odpovidaji nadzvim proteini uvedenych V citovanych
publikacich.
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Piiloha 1. Piehled proteinovych markerti astenozoospermie v semenné plazme.

7 biologicky
Proteinovy marker Studovany b!c’> olcky Vysledek Zdroj
material
DJ-1 protein semenna plazma sniZzeny u As oproti FK Wang 2009
lactate dehydrogenase C semenna plazma snizeny u As oproti N Wu 2019

Vysvetlivky: As — astenozoospermie, FK — kontrolni (fertilni) jedinci, N — normozoospermie



Piiloha 2. Piehled proteinovych markerti astenozoospermie Ve spermiich.

Proteinovy marker Studovr:r;l'/et::;:ogick\'{ Vysledek Zdroj
clusterin precursor (CLUpre) spermie zvySeny u As oproti N
dihydrolipoamide dehydrogenase precursor spermie 2vyeny u As oproti N
(DLDpre)
fumarate hydratase precursor (FHpre) spermie zvySeny u As oproti N
heat shock protein-HSPA2 (HSPA2) spermie zvyseny u As oproti N
inositol-1 monophosphatase (IMPA1) spermie zvyseny u As oproti N
3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase/delta 3,5-delta . Y .
2,4-dienoyl-CoA isomerase spermie zvy$eny u As oproti N
precursor (MPST/ECH1pre)
proteasome-subunit-PSMB3 (PSMB3) spermie zvySeny u As oproti N Martinez-Heredia 2008
semenogelin 1 protein precursor (SEMG1pre) spermie zvyseny u As oproti N
testis-expressed sequence 12 protein (TEX12) spermie zvyseny u As oproti N
cytoskeletal actin-B (ACTB) spermie shizeny u As oproti N
annexin-A5 (ANXA5) spermie snizeny u As oproti N
cytochrome-C oxidase subunit-6B (COX6B) spermie shizeny u As oproti N
histone H2A (H2A) spermie snizeny u As oproti N
prolactin-inducible protein (PIP) spermie snizeny u As oproti N
prolactin-inducible protein precursor (PIPpre) spermie snizeny u As oproti N
calcium binding protein-S100A9 (S100A9) spermie sniZzeny u As oproti N

Vysvetlivky: As — astenozoospermie, N — normozoospermie




Piiloha 3. Piehled proteinovych markerti oligozoospermie v semenné plazme.

Proteinovy marker

Studovany biologicky

material

Vysledek

Zdroj

zinc alpha-2 glycoprotein 1 (AZGP1)

semenna plazma

zvySeny u O oproti N

tissue inhibitor of metalloproteinase 1 precursor

semenna plazma

zvySeny u O oproti N

DJ-1 protein

semenna plazma

zvySeny u O oproti N

ankyrin repeat domain 11

semenna plazma

zvySeny u O, chybiu N

beta 2 microglobulin precursor (B2M)

semenna plazma

zvySeny u O oproti N

serine proteinase inhibitor clade A, member 1

semenna plazma

zvySeny u O oproti N

protein tyrosin phosphatase receptor type, sigma
isoform 1 precursor

semenna plazma

zvySeny u O oproti N

galectin 3 binding protein (M2BP)

semenna plazma

snizeny u O oproti N

prostatic acid phosphatase precursor

semenna plazma

snizeny u O oproti N

cystatin S precursor

semenna plazma

snizeny u O oproti N

clusterin isoform 1

semenna plazma

snizeny u O oproti N

Sharma 2013

Vysvetlivky: N — normozoospermie, O — oligozoospermie




Piiloha 4. Piehled proteinovych markert teratozoospermie v semenné plazmé.

Proteinovy marker

Studovany biologicky

material

Vysledek

Zdroj

DJ-1 protein

semenna plazma

zvySeny u T oproti N

serine proteinase inhibitor clade A, member 1

semenna plazma

zvySeny u T oproti N

transferrin

semenna plazma

zvySeny u T oproti N

secretory leukocyte peptidase inhibitor
precursor-1 peptide

semenna plazma

zvySeny u T oproti N

protein tyrosin phosphatase receptor type, sigma
isoform 1 precursor

semenna plazma

zvySeny u T oproti N

prostatic acid phosphatase, receptor type, sigma
isoform 1 precursor

semenna plazma

snizeny u T oproti N

cystatin S precursor

semenna plazma

snizeny u T oproti N

ubiquititn and ribosomal protein S27a precursor

semenna plazma

snizeny u T oproti N

orosomucoid 1 precursor

semenna plazma

snizeny u T oproti N

mucin 6, gastric

semenna plazma

snizeny u T oproti N

acidic epididymal glycoprotein-like isoform 1
precursor

semenna plazma

snizeny u T oproti N

Sharma 2013

Vysvetlivky: N —normozoospermie, T — teratozoospermie




Piiloha 5. Piehled proteinovych markerti oligoastenozoospermie v semenné plazme.

Proteinovy marker

Studovany biologicky

material

Vysledek

Zdroj

lipocalin-1

semenna plazma

zvySeny u OAs oproti N

prolactin-inducible protein (PIP)

semenna plazma

zvySeny u OAs oproti N

epididymal secretory protein E1 (HE1, NPC2)

semenna plazma

vice nez 3x sniZzeny u OAs oproti N

galectin-3-binding protein (M2BP)

semenna plazma

vice nez 3x sniZzeny u OAs oproti N

Giacomini 2015

lactotransferrin (LTF)

semenna plazma

zvysend u OAs oproti N

prolactin-inducible protein (PIP)

semenna plazma

zvySena u OAs oproti N

prostate-specific antigen (KLK3)

semenna plazma

snizeny u OAs oproti N

extracelullar matrix protein 1 (ECM1)

semenna plazma

snizeny u OAs oproti N

epididymal secretory protein E1 (HE1, NPC2)

semenna plazma

snizeny u OAs oproti N

prostaglandin-H2 D-isomerase (PTGDS)

semenna plazma

snizeny u OAs oproti N

CD177

semenna plazma

snizeny u OAs oproti N

Liu 2018

Vysvétlivky: N —normozoospermie, OAs — oligoastenozoospermie




Priloha 6. Ptehled proteinovych markeri oligoteratozoospermie vV semenné plazmé.

Proteinovy marker

Studovany biologicky
material

Vysledek

Zdroj

DJ-1 protein

semenna plazma

absence u OT

ankyrin repeat domain 11

semenna plazma

zvySeny u OT oproti N

prostate specific antigen isoform 1 preprotein

semenna plazma

zvySeny u OT oproti N

semenogelin | isoform b preprotein

semenna plazma

zvySeny u OT oproti N

transferrin

semenna plazma

zvySeny u OT oproti N

secretory leukocyte peptidase inhibitor precursor

semenna plazma

zvySeny u OT oproti N

cystatin C precursor

semenna plazma

snizeny u OT oproti N

galectin 3 binding protein

semenna plazma

snizeny u OT oproti N

cystatin S precursor

semenna plazma

snizeny u OT oproti N

beta 2 microglobulin precursor

semenna plazma

snizeny u OT oproti N

serine proteinase inhibitor clade A, member 1

semenna plazma

snizeny u OT oproti N

ubiquitin and ribosomal protein S27a precursor

semenna plazma

snizeny u OT oproti N

Sharma 2013

Vysvetlivky: N —normozoospermie, OT — oligoteratozoospermie

Piiloha 7. Prehled proteinovych markerii oligoastenoteratozoospermie vV semenné plazmé.

Proteinovy marker

Studovany biologicky
material

Vysledek

Zdroj

a-1-antichymotrypsin (AACT)

semenna plazma

zvySeny u iOAT oproti FK

aldose reductase (ALDR)

semenna plazma

zvySeny u iOAT oproti FK

Herwig 2013

Vysvétlivky: iOAT — idiopaticka oligoastenoteratozoospermie, FK — kontrolni (fertilni) jedinci

Vi




Priloha 8. Ptehled proteinovych markerd v semenné plazmé vyskytujicich se u fertilnich jedinci.

 biologicky
Proteinovy marker Studovany b!c’> olcky Vysledek Zdroj Poznamka
material
semenogelin | (SEMG1) semenna plazma vyskyt u F
semenogelin Il (SEMG2) semenna plazma vyskyt u F analyza zahrnovala
olfactory receptor 5R1 (OR5R1) semenna plazma vyskyt u F pouze F jedince,
lactotransferrin (LTF) semenna plazma vyskyt u F Milardi 2012 vyskyt tedy nemusi
human cationic antimicrobial protein (hCAP18) semenna plazma vyskyt u F byt vyhradné jen u F
T
spindlin-1 (SPIN1) semenna plazma vyskyt u F jedinca!
clusterin (CLU) semennd plazma vyskyt u F
Vysvetlivky: F — fertilni jedinci
Priloha 9. Ptehled proteinovych markeri v semenné plazmé vyskytujicich se u infertilnich jedinct.
 biologicky
Proteinovy marker Studovany b!(,) ogicky Vysledek Zdroj
material

ubiquitin-activating enzymes (E2)

semenna plazma

zvySeny u IF oproti F

cysteine protease inhibitor cystatin A

semenna plazma

zvySeny u IF oproti F

ceruloplasmin

semenna plazma

zvySeny u IF oproti F

Cadavid 2014

Vysvetlivky: F — fertilni jedinci, |\F — infertilni jedinci

Vil




