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Podil spermadhesinii v proteinovém profilu ejakulatu
kanct

Souhrn

Kanci ejakulat je slozen ze spermii a semenné plazmy (SP). SP je tekutina pochazejici
z pridatnych pohlavnich zlaz samct a spermie se s ni dostavaji do kontaktu béhem ejakulace.
SP mé za tukol zajistovat ochranu, vyzivu a transport spermii pii jejich pobytu v samicim
reprodukénim traktu. Vyznamnou slozkou SP jsou proteiny, které se béhem ejakulace spermii
adheruji na jejich povrch a mohou hrat roli jako dekapacitacni faktory, jelikoz zabranuji
predcasné kapacitaci spermii.

Vyznamny podil proteini SP kanca tvoii spermadhesiny, které hraji klicovou roli
v naslednych d¢jich vedoucich k tspé$nému oplozeni. Tvoii predevSim ochranny obal na
povrchu spermii a zprostfedkovavaji vazbu spermii do oviduktalniho rezervoaru samice. Navic
se pravdépodobné ucastni také interakce spermie s oocytem. Cilem této diplomové prace bylo
zjistit, zda se mnozstvi spermadhesind, a to konkrétné AQN a AWN spermadhesing, v ejakulatu
jednotlivych kanct bude lisit, a proto byl sledovan proteinovy profil SP a spermii v¢etné cilené
izolace proteini z jejich povrchu u vybranych jedinct s naslednou detekci AQN a AWN
spermadhesini pomoci protilatek.

Vyskyt spermadhesini v SP kanct byl potvrzen v molekulové hmotnosti kolem 11-19
kDa ve vzorcich SP, lyzatech spermii i povrchovych proteinech spermii. Navic byla prokazana
1 pfitomnost jejich agregovanych forem. Mezi jednotlivymi kanci byly zji§tény individualni
rozdily, jelikoz u pomeéru sily signalu protilatky proti AQN k naméfené koncentraci proteinti
v SP byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). Stejné tak byl zjistén u relativni optické
denzity poméru signalu protilatky proti AQN 1 AWN spermdhesinu vztazené ke koncentraci
spermii. V piipadé neprokazani statisticky vyznamného rozdilu pomoci denzitometrické
analyzy byla v§ak mezi kanci vidét také urcita individualita v mnozstvi detekovanych proteint.

Pomoci imunofluorescen¢ni mikroskopie byly spermadhesiny lokalizovany na kancich
ejakulovanych spermiich fixovanych aceton/metanolem piedev§im v oblasti akrozomalni
Cepicky, krcku a stfedni Casti biCiku, zatimco spermadhesiny na ejakulovanych spermiich
ptipravenych v suspenzi byly pomoci protilatky lokalizovany na povrchu celé hlavicky 1 bic¢iku
spermie.

I kdyz u vzorkl jednotlivych kanci byla v mnozstvi navazanych AQN a AWN
spermadhesind patrna individualita mezi nimi, je nutné se do budoucna zaméfit na detailngjsi
popis funkCich parametri spermii, aby byla jasné prokazana souvislost mezi mnozstvim
spermadhesini v ejakulatu kanct a jejich fertilizacni schopnosti.

Klicova slova: semenna plazma, protilatka, povrchové proteiny, Western blot



Distribution of spermadhesins in the protein profile of
boar ejaculate

Summary

Boar ejaculate is composed of sperm and seminal plasma (SP). SP is a fluid that comes
from the male accessory glands, and spermatozoa come into contact with it during ejaculation.
SP has the task of ensuring the protection, nutrition and transport of spermatozoa during their
stay in the female reproductive tract. An important component of SP are proteins that adhere to
the surface of sperm during ejaculation and can play a role as decapacitation factors, as they
prevent premature capacitation of sperm.

A significant portion of boar SP proteins are spermadhesins, which play a key role in
subsequent events leading to successful fertilization. They primarily form a protective coating
on the sperm surface and mediate the binding of sperm to the oviductal reservoir of the female.
In addition, they participate in the sperm-oocyte interaction. The aim of this thesis was to find
out whether the amount of spermadhesins, specifically AQN and AWN spermadhesins, in the
ejaculate of individual boars will differ, and therefore the protein profile of SP and sperm was
monitored, including the targeted isolation of proteins from their surface in selected individuals
with subsequent detection of AQN and AWN of spermadhesins using antibodies.

The occurrence of spermadhesins in boar SP was confirmed at a molecular weight of
around 12-18 kDa in SP samples, sperm lysates and sperm surface proteins. In addition, the
presence of their aggregated forms was also proven. Individual differences were found between
individual boars, as a statistically significant difference (p<<0.05) was found in the ratio of the
antibody signal against AQN to the measured protein concentration in the SP. It was also found
in the relative optical density of the signal ratio of the antibody against AQN and AWN
spermdhesin related to sperm concentration. In the case of not showing a statistically significant
difference using densitometric analysis;, however, a certain individuality in the amount of
detected proteins was also seen between the boars.

Using immunofluorescence microscopy, spermadhesins were localized on boar
ejaculated spermatozoa fixed with acetone/methanol mainly in the region of the acrosomal cap,
the neck and the midpice of the flagellum, while spermadhesins on ejaculated spermatozoa
prepared in suspension were localized using an antibody on the surface of the entire sperm head
and flagellum.

Even though in the samples of individual boars the amount of bound AQN and AWN
spermadhesins showed individuality between them, in the future it is necessary to focus on a
more detailed description of the functional parameters of sperm in order to clearly demonstrate
the connection between the amount of spermadhesins in the ejaculate of boars and their
fertilization ability.

Keywords: seminal plasma, antibody, surface proteins, Western blot
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1 Uvod

Ejakulat vSech savcu, véetné kance je slozeny ze dvou slozek. Prvni sloZkou je semenna
plazma (SP) a druhou samotné spermie. Kanci ejakulat se dale rozdéluje na tii frakce, kterymi
jsou prespermiova, spermiova a postspermiova frakce. Az 80 % spermii se nachazi pravé ve
frakci spermiové, ktera obsahuje také sekret z epididymu, sekrety prostaty a méchyrkovitych
zlaz. Ejakulat je zkouman z divodu upfesnéni reprodukénich procest a procest vedoucich
k oplodnéni. Dulezita je identifikace jednotlivych slozek ejakulatu, a to z divodu pochopeni
jejich funkce, lokalizace a vylepSeni reprodukénich biotechnologii v budoucnosti.

SP je produktem pridatnych pohlavnich zlaz a obsahuje velice dalezité komponenty, jako
jsou proteiny, sacharidy, lipidy, vitaminy, mineraly a dalSi slozky. Biomolekuly SP hraji
klicovou roli ve funkci spermii, pfedevS§im v jejich motilité, a udrzeni jejich fertilizacni
schopnosti (Morgan et Watkins 2020; Topfer-Petersen et al. 2005).

Jednou z nejdulezitéjSich slozek SP jsou proteiny, které jsou nezbytné pro normalni
funkci spermii. Poskytuji ochranné prostedi pro spermie (Flowers et al. 2016) a pfispivaji
k pocatecnim a centralnim kroktiim fertilizace, jako napfiklad vytvoreni rezervoaru spermii ve
vejcovodu, modulaci kapacitace a interakci gamet (Topfer-Petersen et al. 2005). VétSina
proteini SP ma schopnost vazat se na plazmatickou membranu spermii, a tim ovliviiovat
nékteré jejich vlastnosti. Nejvice zastoupenymi proteiny SP kanct jsou pfedevsim proteiny z
AWN, AQN a PSP (z angl. porcine seminal plasma) rodiny fadici se mezi spermadhesiny
(Topfer-Petersen et al. 1998, Haase et al. 2005, Topfer-Petersen et al. 2005), které byly nalezeny
také na povrchu spermii (Jonakova et al. 2000, Topfer-Petersen et al. 2005, Manaskova et al.
2008).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cile prace vychazi zhypotézy, ze mnozstvi spermadhesini v semenné plazmé (SP)
jednotlivych kanch se bude lisit. Proto bude sledovan proteinovy profil SP a spermii
u vybranych jedinct s naslednou detekci téchto proteint pomoci protilatek.
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3 Literarni reSerse

3.1 Ejakulat kance

Ejakulat kance je mlé¢né nepruhledna, bila az Sedobila tekutina, nevyrazného nebo slabé
specifického pachu. Jedna se o tekutinu skladajici se ze dvou slozek, semenné plazmy a
bunécnych elementd. Mezi bunécné elementy se fadi predevSim zralé spermie, kterych
v piipadé kance je kolem 25 000-30 000 v jednom mililitru (Gamcik a Kozumplik 1984).
Spermie se dostanou do kontaktu se semennou plazmou béhem ejakulace. Semenna plazma
spermiim poskytuje ochranu, pfi¢emz témto ochrannym faktorim se souhrnné fika
dekapacitacni faktory, jelikoz zabraiuji pred¢asné kapacitaci spermii (Zigo et al. 2020).

Objem kanciho ejakulatu se pohybuje v rozmezi 200-250 ml (Rodriguez-Martinez et al.
2005), avSak Hoffner et al. (2020a) uvade¢ji, ze objemy kancich ejakulati mohou presahnout i
500 ml. Podle této studie totiz vysokoobjemové ejakulaty byvaji spojovany s nizkou
koncentraci spermii a velkym mnozstvim semenné plazmy (SP). Kvalita ejakulatu se méni také
v priubéhu ro¢nich obdobi, kdy byva nejnizsi v 1ét€ (Smital, 2009).

Ejakulat kanct se sklada ze tfech frakci, jelikoz kanci ejakuluji ve tfech fazich. Slozeni
se lisi diky raznému obsahu tekutin z pridatnych pohlavnich zlaz a koncentraci spermii (Akcay
et al. 2006). Prvni frakci je takzvana prespemiova frakce obsahujici sekret z prostaty s velice
malo spermiemi, pficemz tato frakce tvoii 5 az 20 % celkového objemu ejakulatu. Druhou
frakci je frakce spermiova, ve které se nachazi nejvice spermii (az 80 % z celku), dale sekret
z epididymu a také v niz§im mnozstvi sekrety prostaty a méchytkovitych zlaz. Druha frakce
tvori az 50 % z celkového objemu ejakulatu a pro reprodukci samcu je také nejdilezitejsi.
Posledni treti frakci je frakce postspermiova, v niz se nachazi zbytek spermii a ve vétsi mire
sekret meéchyrkovitych zlaz a sekret ze zlaz bulbouretralnich neboli Cowperovych (Smital
2000). Koncentrace spermii ve spermiové frakci se blizi 6-10 x 10® spermii na mililitr, pfi¢emz
v kone¢né koncentraci je niz§i vzhledem k objemu frakce predspermiové a postspermiové
(Hafez et Hafez 2000).

3.1.1 Spermie

Spermie jsou zralé samci pohlavni bunky, které maji v porovnani s ostatnimi burikami
ojedinélou stavbu, jenz je podminéna jejim specifickym poslanim, coz je schopnost
samostatného, aktivniho pohybu a schopnost oplozovaci (Marvan 2011). Plné zformované
spermie jsou prodlouzené buriky, které mizeme dle struktury rozde¢lit na dve hlavni Casti, a to
hlavicku a bicik (Obrazek ¢. 1). Hlavicku tvoii pifevazné akrozom s koncentrovanym jadrem
(Hafez et Hafez 2000).

Sav¢i spermie se uvolfiuji z varlat do vyvodu epididymu uz jako haploidni a vysoce
diferenciované bunky, které vSak postradaji schopnost interakce s oocytem. Schopnost oplodnit
oocyt ziskaji az béhem slozitého procesu, ktery se nazyva posttestikularni maturace spermii.
Podstatnym rysem posttestikularni maturace je remodelace povrchu spermii diky proteiniim a
glykoproteinim, které jsou pfitomny v reprodukcnich tekutinach. Zrani spermii je zahajeno
v momenté, kdy spermie prochéazeji epididymem a nasleduji ho zmény, ke kterym dochazi
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béhem ejakulace. V sami¢im reprodukénim traktu musi spermie projit dalSim procesem, a tim
je zrani ozna¢ované jako kapacitace, a praveé ta umoziuje spermiim dostat se do mista oplozeni
ve spravnou chvili a interagovat s ovulovanym oocytem (Topfer-Petersen et al. 2005).

Vétsina spermii, které jsou v ejakulatu vsak nikdy nedosahnou vejcovodu a ve skutecnosti
pouze nekolik malo desitek se oocytu piiblizi a pouze jedna se nakonec samotného oplozeni
zacastni (Reece 2011).

Spermie kance se podoba spermiim sudokopytniki a od byci spermie se napiiklad lisi
predevsim tim, ze je krat$i a akrozom zaujima vétSi plochu hlavi¢ky. Spermie kanci ma
celkovou délku v priméru 50 um, pficemz hlavicka je 8,5 um dlouha a 4,25 um Siroka. Stfedni
cast biciku je u kancti 10 um dlouha a hlavni oddil bi¢iku je dlouhy 30 um (Kliment a kol.
1983). Velikost hlavicky spermie se méni v zavislosti na pohlavnim vyvoji kance. Spermie u
kanct nad 18 mésict maji hlavicku delsi, avsak Sifku, plochu a obvod maji mensi nez mladsi
kanci (Quintero-Moreno et al 2009).

3.1.1.1 Hlavic¢ka

Hlavicka kan¢i spermie se skladd z plazmatické membrany, akrozomu, jadra,
cytoskeletarnich struktur a cytoplazmy (Tichy 2004). Spermie ma v hlavi¢ce mimo plazmatické
membrany dal§i dvé membrany, témi jsou vnéjsi a vnitini akrosomalni membrana a vnitini
jaderna membrana (Obrazek ¢. 1) (Morel 2008). Hlavicka je téméf pravidelné ovalna, ze stran
ma zplostély utvar s §ir§im apikalnim koncem a v misté spojeni s bi¢ikem se zuzuje. Zplostély
tvar hlavicky pfinasi urcitou vyhodu pro pohyb. Hlavicka spermie se sklada z nukleoplazmy,
struktur nuklearniho pavodu, akrozomalniho systému a postakrozomalni Cepicky. Diky
lokalizaci dédicného materialu v nukleoplazmé v hlaviéce spermie ma pravé diky tomu
hlavicka nezastupitelné misto v procesu oplodnéni (Kliment a kol. 1983, Hafez et Hafez 2000).

Jadro hraje hlavni kli¢ovou roli celé spermie a pfedev§im hlavicky, jelikoz se v ném
nachazi kondenzovany chromatin, coz je nositel genetické informace (Chtopik et Wysokinska
2019). Chromatin je tvofen z jedné poloviny deoxyribonukleovou kyselinou (DNA) a z druhé
proteiny (Hafez et Hafez 2000).

Akrozom je strukturou pod plazmatickou membranou a je umistén v pfedni Casti
hlavicky spermie (Hafez et Hatfez 2000). Je obklopen vnéjsi a vnitini akrozomalni membranou,
pfiemz se tyto membrany spojuji v ekvatorialnim segmentu hlavicky (Varner et Johanson
2007). Je to struktura vytvofena z Golgiho aparatu pfi preméné ze spermatidy (Chtopik et
Wysokinska 2019). Zadni ¢ast akrozomu je identicka spolecné s ekvatorialnim segmentem a se
stfedni casti hlavicky spermie (Kliment a kol. 1983). Akrozom je jakysi vacek obsahujici
enzymy, jako naptiklad akrosin, glykosidazy a kyselinu fosfore¢nou (Chtopik et Wysokinska
2019).

Akrozomova reakce je velice dilezitym procesem pro vazbu spermie na zona pellucida
(ZP) oocytu (Chtopik et Wysokinska 2019). Akrozom totiz umoziiuje proniknuti spermie do
oocytu diky svym enzymum. Zraly oocyt ma zevni obal zvany corona radiata tvofeny z bunék,
které jsou ksob& pevné pfipojeny kyselinou hyaluronovou. Diky akrozomové reakci
depolarizuje akrozomalni hyaluronidaza kyselinu hyaluronovou, oddéli tim burky corona
radiata a spermie poté muze proniknout k ZP. Nasledné se spermie dostane ptes ZP pomoci
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akrozinu a pokud dojde k poskozeni akrozomu, tak ztraci spermie svou fertiliza¢ni schopnost i
pfes to, Ze spermie si uchova svij aktivni pohyb (Kliment 1983).

3.1.1.2 Bicik

Krcek je Cast spermie spojujici hlavicku a bicik, jenz je rozdélen na stfedni, hlavni a
koncovou cast (Hafez et Hafez 2000). Krcek naseda kapitulem na implantaéni jamku tvofenou
jadernou membranou. V kré¢ku se nachazi dvé centrioly, a to proximalni a distalni (Gage 1998).

Bicik je velice dulezita Cast spermie zajist'ujici pohyb. Uvniti celého biciku se nachazi
axonema slozena ztubulinovych vldken. Ve stfedni ¢asti biciku se nachdzi mitochondrie
zodpoveédné za oxidativni fosforylaci, produkci energie a homeostazu vapniku. Mitochondrie
jsou typické pro existenci jejich vlastni DNA, a pokud se pocet kopii této mtDNA zvysi, tak
tim dochazi ke snizeni kvality ejakulatu (Chtopik et Wysokinska 2019).

HLAVICKA

o, %

STREDNI CAST
BICIKU

HLAVN{ A KONCOVA
CAST BICIKU

\
Obrazek ¢. 1: Schématické znazornéni kanci spermie (Gadella et al 2008).

(A) Rez spermii: 1 - plazmatickd membrdana, 2 - vnéjsi akrozomdlni membrdna, 3 -
akrozomadlni matrix, 4 - vnitini akrozomdlni membrdna, 5 - obal jddra, 6 - jadro, 7 -
krcek spermie, 8 - mitochondrie, 9 - stredni cast biciku, 10 - prstenec, 11 - vidknité
pouzdro, 12 - axonema

(B) Povrch hlavicky spermie a stredni cast biciku: 13 - apikalni cast akrozomu, 14 - hlavni

cast akrozomu, 15 - ekvatoridlni segment, 16 - postakrozomdlni oblast
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3.2 Semenna plazma

Semenna plazma (SP) je tekuta smés sekrett pridatnych pohlavnich zlaz, primarné
ampully, prostaty, méchyikovitych a bulbouretalnich zlaz a predstavuje vice nez 90 % objemu
semene (Maxwell et al. 2007, Reece 2011). Obsahuje také biochemické slozky, mezi které
fadime napftiklad proteiny, lipidy, enzymy a dalsi (Ari et Daskin 2010). Biomolekuly SP hraji
klicovou roli ve funkci spermii jako je napiiklad motilita. Dale pii fertilizaci, a dokonce pfi
vyvoji embrya (Morgan et Watkins 2020), kdy bylo zjiSténo, Ze se slozky SP také ptimo podileji
na regulaci imunitniho prostfedi délohy, které usnadiiuji vyvoj embryi prasnic. Za jistych
podminek muze u prasnic ovliviiovat ovulaci (Waberski et al. 2018). Napftiklad podle studie
Topfer-Petersen (1999) kombinace ucinka jednotlivych komponent SP podporuje spermie
v preziti v sami¢im reprodukcnim traktu a tim zarucuje, ze se funkén€ kompetentni spermie
mohou dostat k ovulovanému vajicku do mista fertilizace vCas. Pravé z tohoto divodu se
v soucasné dobé zkoumaji jednotlivé komponenty SP jako potencionalni biomarkery samci
neplodnosti (Loveland et al. 2017, Samanta et al. 2018).

SP obsahuje jak proteinové, tak neproteinové slozky, mezi které patii naptiklad ionty ¢i
organické slou€eniny s nizkou molekulovou hmotnosti. Mezi tyto organické slouceniny fadime
tteba volné aminokyseliny, monosacharidy, lipidy, polyaminy, prostaglandiny ¢i steroidni
hormony. Prostaglandiny plsobi i na sami¢i organismus a tim zlepSuji proces fertilizace
(Topfer-Petersen et al. 2005). V SP se vyskytuji také biologicky aktivni latky jako jsou
estrogeny a androgeny nebo i fada antigent, z nichz se nékteré vazi na povrch spermie pfi styku
SP se spermiemi a antigenni vlastnosti byly zjiStény i u spermii samotnych (Gamcik a
Kozumplik 1984). VSechny soucasti SP hraji velice dulezitou roli béhem vSech fyziologickych
procest a funkci, kterymi spermie prochazeji (Topfer-Petersen et al. 2005).

Cast SP, jenz pochazi z epididymu (nadvarlat) podporuje spermie v jejich oplozovaci
schopnosti, ktera je tlumena dekapacitacnimi faktory. V epididymu dochézi predevsim ke
strukturalnim zménam plazmatické membrany spermie pomoci pusobeni organickych a
anorganickych slozek epididymalni plazmy. Proteiny z epididymu dodavaji spermiim
schopnost pohybu, fertiliza¢ni schopnost i ochranu proti bakteriim (Maxwell et al. 2007).

Slozky pochazejici ze SP vazajici se béhem ejakulace na spermie ovliviiuji dobu
kapacitace a hraji velice dilezitou roli pfi fertilizaci. Jedna se hlavné o membranové vacky
neboli vezikuly, které pochézeji zptfidatnych pohlavnich zlaz. Vezikuly obsahuji tzv.
dekapacitacni faktory oddalujici kapacitacni proces do té spravné chvile, pficemz tuto funkci
vykonavaji pomoci potlaceni signalu ke kapacitaci, pripadné maskuji vazebna mista pro ZP
oocytu. Po procesu kapacitace je nutné jejich Castecné odstranéni a proti t€émto dekapacitaénim
faktorim existuji v sami¢im pohlavnim traktu naopak faktory podporujici kapacitaci, jenz
obsahuji lipoproteiny s vysokou hustotou a také naptiklad glukosaminoglykany (Maxwell et al.
2007).

Tvorba SP v pfidatnych pohlavnich zlazach neni plynuld, protoze se tvoii a uvoliiuje
reflektoricky. Za fyziologickych podminek je SP vhodnym prostfedim pro zivot, energetickym
zdrojem aktivniho pohybu spermii a ma pufrovaci schopnosti. Mezi dal$i funkce SP je ochrana
spermii, udrzeni jejich vnitiniho napéti (Kliment 1983).
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Slozeni SP je druhoveé specificka véc a rozdily ve slozeni SP jsou i mezi jedinci, jelikoz
jsou ovlivnény napiiklad sezonou, vyZzivou a velice dulezity aspekt je také stres zvirete (Hoffner
et al. 2020a).

3.2.1 Pridatné pohlavni zlazy

Pridatné pohlavni zlazy jsou zlazy produkujici sekrety, které jsou vyprazdiiovany do
panevni Casti mocové trubice pobliz téchto zlaz. Pridatné pohlavni zlazy jsou odlisné jak
tvarem, tak druhove a nekteré z nich u nekterych zivocisnych druht dokonce i chybi (Obrazek
€. 2). Tyto mezidruhové rozdily maji vliv na objem i na slozeni semenné plazmy. Pfi ejakulaci
se sekrety pfidavnych pohlavnich zlaz, které se oznacuji jako semenna plazma se smisi se
spermiemi a tekutinou nadvarlete a vytvaii tak ejakulat (Reece 2011).

Mezi ptidatné pohlavni zlazy fadime ampuly chdmovodu, méchyikovité zlazy, prostatu
a bulbouretralni zlazy. U kance najdeme tfi ptfidatné pohlavni zlazy, a to méchytkovité zlazy,
prostatu a bulbouretralni zlazy (Reece 2011). Napiiklad praveé kanec ma veliké bulbouretralni
zlazy, méchytkovité zlazy i prostatu, zatimco u berana a byka jsou méchytkovité zlazy takeé
velké, avSak bulbouretralni zlazy a prostata jsou pomérné malé nebo roztrousené. Rozdily ve
velikostech existuji proto, ze objem a koncentrace spermii v ejakulatu zavisi na misté ukladani
ejakulatu v samic¢im traktu a na délce pareni. Kanec béhem své dlouhé ejakulace vlozi velky
objem ejakulatu s nizkou koncentraci spermii do objemné délohy prasnice, zatimco byk a beran
okamzité ejakuluji maly objem vysoce koncentrovanych spermii do samici pochvy (Maxwell
2007).

3.2.1.1 Meéchyrkovité zlazy

Meéchytkovité zlazy jsou parové zlazy ustici do panevni ¢asti mocové trubice spolecné
s chamovody a jimz se také fika semenné vacky, avSak se nevyskytuji u vSech zivocis§nych
druht a chybi napiiklad u psa (Reece 2011). Tyto zlazy jsou velké zhruba 7,5 cm a jsou tvoreny
sto¢enymi kanalky. Nachazi se mezi rektem a zadni Casti moCového méchyfe a usti do
ejakulacniho vyvodu, coz je spolecny vyvod pro meéchytkovité zlazy a chamovod. Sekret téchto
zlaz je nazloutla zasadita tekutina, jelikoz vyznam zasaditého charakteru spociva v neutralizaci
kyselého pH pochvy (Aumiiller et Riva 1992).

Mezi hlavni slozky sekretdt méchytkovitych Zzlaz se fadi fruktoza, proteiny,
prostaglandiny, fibrinogen, kyselina askorbova, flaviny a dalsi (Aumiiller et Riva 1992). Ze
sacharidii se v sekretu nachazi predevsim fruktéza jejiz hladina v méchytkovitych zlazach
zavisi na hormonalni aktivit¢ varlat. Této aktivity se vyuziva k nepfimému hodnoceni
androgenni aktivity jedinct, avSak nejCastéji se vyuziva ve spojeni sjinymi testy jako je
napiiklad test hladiny kyseliny citronové nebo test hladiny kyselé fosfatdzy (Gamcik a
Kozumplik 1984).

Nejdulezit€jsi funkei méchytkovitych zlaz je predevs§im poskytnuti energie pro spermie
prave prostiednictvim produkce fruktozy. Fruktdza slouzi jako substrat pro tvorbu ATP béhem
glykolyzy, pficemz produkce ATP je nezbytna pro motilitu spermii. Prostaglandin téchto zlaz
ovliviiuje stahy hladké svaloviny a v SP ovliviiuje nejen tyto stahy v sam¢im pohlavnim traktu
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béhem ejakulace, ale ma také vliv na svalovy tonus délohy a pochvy, a tim podporuje pronikéni
spermii hloubé&ji do samiciho reproduk¢niho traktu (Aumiiller et Riva 1992).

Tyto zlazy produkuji proteiny, jakymi jsou napiiklad spermadhesiny, které jsou velice
dilezité predevsim u prasat, ale také u koni (Maxwell et al. 2007).

3.2.1.2 Bulbouretralni zlazy

Bulbouretralni zlazy jsou ulozeny nejkaudalnéji ze vSech pridatnych pohlavnich zlaz.
Témto zlazam se nékdy také fika Cowperovy Zlazy a nevyskytuji se u vSech druht, napftiklad u
psa zcela chybi (Reece 2011). U riznych druht savci se zna¢né lisi vyvoj, sekrece i slozeni
bulbouretralnich zlaz (Dyce et al. 1999).

Sekret bulbouretralnich zl4z je husty a mlééné zakaleny, ma bilkovinny charakter a ve
styku se sekretem zbytku ptidatnych pohlavnich zlaz vytvari zelatinové hrudky ucpavajici
délozni krcek prasnice a tim zamezi zpétnému vytoku ejakulatu (Kliment 1983).

Tyto zlazy produkuji velmi malou cast sekretu semenné plazmy (Amann 2011), ale
napftiklad u kanct jsou bulbouretralni zlazy velmi vyvinuté a jejich sekret se podili az z 10-25
% na celkovém mnozstvi objemu ejakulatu (Dyce et al. 1999). U kancu tvori sekret
bulbouretralnich zlaz jakousi zelatinovou zatku v déloznim Cipku samice, aby se zabranilo
zpétnému toku ejakulatu a odchazi tudiz pii ejakulaci jako posledni (Dyce et al. 1999).

Bulbouretralni zlazy sekretuji glykoproteiny ucastnici se ochrany a lubrikace mocové
roury. Mohou se podilet pti regulaci metabolické aktivity spermii a pfi zachovani strukturalni
integrity akrozomové a cytoplazmatické membrany (Badia et al. 2005).

3.2.1.3 Prostata

Prostata neboli predstojna zlaza je jedna z ptidatnych pohlavnich zlaz, kterou maji
vSechny druhy Zivocicha a je velice napadna napfiklad u psa (Reece 2011). Je to uzlikovita,
neparova zlaza tvorena dvéma laloky, které jsou spojeny tenkym krékem obklopujici mocovou
trubici a jeji pravdépodobnou funkci je vycCisténi mocové trubice béhem ejakulace (Amann
2011). Naseda na kréek mocCového meéchyie a obklopuje ¢ast mocové trubice, a kromé
tuboalveolarnich 714z je prostata tvorena také vazivem a hladkou svalovinou.

Sekret je alkalicky a obsahuje hodné proteint, kyseliny citronové a zinku. Sekrece
prostaty probiha predevsim v prubéhu prvni a posledni kontrakce mocové trubice (Morel at al.
2008). Dle Klimenta (1983) sekret prostaty obsahuje kyselou fosfatazu, volné aminokyseliny,
mucinazu, transaminazu, fibrinogen a dalsi. Je dale zdrojem pfitomnosti adrenalinu a
prostaglandinu v ejakulatu, ¢imz ovliviiuje délozni kontrakce (Kliment 1983).

Hodnota celkového pH sekretu prostaty se u kance pohybuje v rozmezi 7-8 a na
celkovém objemu ejakulatu se podili asi z 30 % (Gamcik a Kozumplik 1984).
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Obrazek ¢. 2: Schéma pridatnych pohlavnich Zlaz ruznych druhi hospoddiskych
zvirat (Marvan 2011).

(A) pridamé pohlavni Zlazy byka, (B) vyisténi mocovodii a ejakulacnich vyvodit byka
z ventrdlni strany, (C) pridamé pohlavni zZlazy kance, (D) pridamé pohlavni Zlazy
hriebce

1 - mocovy méchyr, 2 - mocovod, 3 - vyusténi mocovodu do mocového méchyre, 4 -
mocova trubice, 5 - chamovod, 6 - ampula chamovodu, 7 - méchyrkovité zldzy, 8 -
vyusténi ejakulacniho vyvodu do mocové trubice na semenném hrbolku, 9 - prostata, 10
- bulbouretrdlni zldza

3.2.2 Semenna plazma kancu

SP u kanci se podili na celkovém objemu ejakulatu az z98 % (Kliment 1983).
Nejpocetnéjsi zastoupeni v SP kanct maji proteiny, u kterych se uvadi mnozstvi piiblizné 40
mg/ml (Hoffner et al. 2020a).

Molekuly na povrchu spermii a v SP ptusobi spolecné, aby stimulovaly ¢i inhibovaly
nastup a progresi kapacitace (Suzuki et al. 2002, Poliakov et al. 2009). Predpoklada se, ze
dekapacitacni faktory na membranach spermii a v SP stabilizuji membranu a udrzuji spermie
v nekapacitovaném stavu, do té doby, dokud nejsou béhem kapacitace odstranény. Bylo
zjisténo, ze pridanim SP kance ¢i berana ke spermiim zlepsilo zivotaschopnost a pohyblivost a
snizilo zmény podobné kapacitace béhem skladovani spermii. Z tohoto divodu je nutné
identifikovat slozky kan¢i SP, které pomahaji udrzovat funkci spermii béhem skladovani
spermii in vitro (Huo et al. 2002, Mendoza et al. 2013, Du et al. 2016).

V kanci SP se také nachazi membranové vezikuly nazyvajici se exosomy, tyto 30-120 nm
velké vezikuly jsou produkovany samcich reprodukénim traktem, v€etné epididymu a prostaty.
Exosomy kanc¢i SP reguluji fyziologické procesy ejakulatu, vCetné kapacitace, akrozomové
reakce a antioxidace (Piehl et al. 2013).
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3.2.2.1 Proteiny kanci semenné plazmy

Semenna plazma (SP) je sloZena pfevazné z proteind, které maji vliv tieba na kvalitu
spermii, kapacitaci spermii a fizi spermie-oocyt (Maxwell et al. 2007, Muino-Bianco et al.
2010, Rodriguez-Martinez et al. 2011, Maldera et al. 2014). Proteiny SP jsou nezbytné pro
normalni funkci spermii a pro plodnost kance, protoze poskytuji nutri¢ni podporu a ochranné
prostfedi pro spermie (Flowers et al. 2016). Bylo také prokazéano, ze proteiny SP pfispivaji
k pocatecnim a centralnim kroktiim fertilizace, jako napfiklad vytvoreni rezervoaru spermii ve
vejcovodu, modulaci kapacitace a interakci gamet. Proteiny v SP mohou ovliviiovat také preziti
spermii pfi kryokonzervaci a nasledném rozmrazeni, anebo branit kapacitaCnim zménam, ke
kterym muze dojit béhem téchto procesu (Topfer-Petersen et al. 2005).

Proteiny SP jsou sekrecni proteiny prochéazejici pfedev§im z nadvarlete a pridavnych
pohlavnich zlaz. Podileji se na zménach povrchu spermii pii prichodu sam¢im reprodukénim
traktem a poté béhem ejakulace. Béhem tohoto procesu nesouciho souhrnny nazev post-
testikularni maturace ziskavaji spermie schopnost oplodnéni (Topfer-Petersen et al. 2005).
Proteiny SP jako koloidy pfispivaji k udrzeni osmotického tlaku v chamovodu a dodavaji
ochranu spermiim proti nepfiznivé Cinnosti elektrolyti SP, anebo se zGc¢astiuji stabilizace pH
ejakulatu jako pufry (Kliment 1983). Skupina proteint identifikovanych v SP je velmi
raznoroda a saha od riznych hormont, enzymu, inhibitora proteaz, rustovych faktort az po
proteiny a glykoproteiny, u kterych stale neni jasna jejich povaha a funkce (Topfer-Petersen et
al. 2005).

Z hlediska molekularni funkce jsou v SP hojné zastoupeny enzymy, z nichz se nejcastéji
jedna o proteazy ¢i peptidazy, tj. enzymy §tépici proteiny nebo peptidy. Dulezitou soucasti SP
jsou enzymy chranici spermie pied poSkozenim reaktivnimi formami kysliku, mezi které se radi
superoxid dismutaza, glutation reduktaza, glutation peroxidaza, katalaza a dalsi. Rada proteint
SP se ucastni metabolismu sacharid, tj. pentdzofosfatové drahy, glykolyzy, glukoneogeneze a
metabolismu fruktozy (Gilany et al. 2015).

Klasifikace proteint SP je vcelku problematicka, jelikoz zptsob klasifikace se lisi druh
od druhu. Proteiny v ramci tfid se navic mohou navzajem prolinat. Napiiklad pravé u kance se
muzeme setkat srozdélenim proteini na tzv. heparin vazajici proteiny (heparin binding
proteins, HBP) a heparin nevazajici proteiny (non-haprin binding proteins, non-HBP)
(Jonakova et al. 1998, Manaskova et al. 1999). Hlavni kan¢i proteinovou slozku tvoii pfedev§im
proteiny, které se fadi mezi spermadhesiny (Hoffner et al. 2020b) a je jim vénovana zvlastni
kapitola.

U kanct byl v SP nalezen protein odlisny od spermadhesing, a to povrchovy protein
DQH, jenz byl popsan jako protein vazajici heparin (Jonakova et al. 1998). DQH protein je
homologni s bovinnimi proteiny SP (BSP) a s hifeb¢im HSP-1 a 2 (Calvete et al. 1995).
Zajimavosti je, ze protein DQH se zcela odliSnou strukturou vykazuje podobné vazebné
vlastnosti jako spermadhesiny. Jeho vazebna aktivita na fosforylcholin je nejspise zodpoveédna
za vazbu proteinu pres cholinfosfolipidy na plazmatickou membranu spermii pii ejakulaci,
podobné¢ jako proteiny ze SP jinych druht zvifat (Manjunath et Thérien 2002). DQH se muze
ucastnit vazby spermii do oviduktalniho rezervoaru a je také schopen interagovat s ligandy

.....
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byla zjisténa mozna role ve vazbé spermie na oocyt (Ticha et al. 1998, Jonakova et al. 2000,
Mariaskova et al. 2007).

U nékolika druhi saveu vcetné kance byl popsan prostaticky sekre¢ni protein -
mikroseminoprotein (MSP). MSP kanc¢i SP vykazuje pouze 50-52% homologii s lidskym ¢i
opicim MSP (Jeng et al. 2001). MSP je relativné maly neglykosylovany a hlavni protein sekretu
kanci prostaty (Manaskova et al. 2002a, 2002b). Ve studii Manaskova-Postlerova et al. (2011)
byl MSP nalezen nejen v prostaté, ale také v ostatnich reprodukcnich tkanich (Maraskova-
Postlerova et al. 2011).

Identifikace proteint SP prasat souvisejicich s plodnosti by mohla byt velmi uZzite¢na
pro selekci kanca pro ucely umélé inseminace, jako je tomu u skotu (Karunakaran et al. 2015).
Pérez-Patio et al. (2018) poukazali na to, ze vyssi koncentrace proteinti v SP konkrétné u kanca
plemene Landrace je spojena s vyss§i mirou zabiezavani, porodnosti a celkovym poctem vrha.
Neékteré proteiny SP tedy ptimo ovliviiuji miru zabfezavani a velikost vrha, coz mize ukazovat
na potencial proteina SP slouzit jako biomarkery souvisejici s reprodukci. Identifikace proteina
je proto védecky i ekonomicky velice dulezita pro vyvoj novych metod pro detekci spermii
schopnych fertilizace (Pérez Patio et al. 2018). S podobnou studii, av§ak u plemene Duroc pfisli
Mills et al. (2020), ktefi zjistili, ze Sest proteinu rozliSovalo kance podle plodnosti. Kanci
s vysokou mirou plodnostt méli vy§si mnozstvi superoxiddismutazy (SODI1), kanciho
semenného proteinu I (PSP-1) a inositol-1-monofosfatazy (IMPA1). Naopak kanci s nizkou
mirou plodnosti méli vyssi zastoupeni hemoglobinové podjednotky beta (HBB) a Golgiho
membranového proteinu 1 (GOLM1) (Mills et al. 2020).

Dalsi proteiny v kanc¢i SP identifikovali Novak et al. (2010) pomoci techniky Western
blot, a to osteopontiny (OPN-70, OPN-12 a OPN-9). Pfidani osteopontinu béhem in vitro
fertilizace u prasat snizovalo miru polyspermie a zlepSovalo vyvoj embrya po oplozeni (Hao et
al. 2006).

3.2.2.2 Dalsi slozky kanc¢i semenné plazmy

Latky, jakymi jsou napfiklad prostaglandiny (PGF20 a PGE), estrogeny a oxytocin
usnadniuji v SP transport spermii zvySenim kontraktility d€lohy u lidi a prasat (Willenburg et
al. 2004, Okazaki et al. 2014). Prostaglandiny byly piivodné spojovany pouze s prostatou, avSak
produkuji je 1 naptiklad méchytkovité zlazy (Euler 1983). V SP pomahaji pii oplozeni tak, ze
reaguji s hlenem sliznice délozniho krcku a tim usnadfiuji prichod spermiim (Reece 2011). Dle
Maxvell et al. (2007) umélé zvySeni jejich hladiny nezlepSuje oplozovaci schopnost spermii i
pravdépodobnost oplozeni.

Jednou ze slozek SP jsou extracelularni vezikuly (EV) (Alghamdi et al. 2009, Druart et
de Graaf 2018). EV jsou buikami sekretované strukury, které se zapojuji do mezibunécné
komunikace. EV mohou obsahovat proteiny, lipidy, nukleové kyseliny, miRNA a membranové
receptory. Po uvolnéni do extracelularniho prostoru, jsou EV transportovany do SP, kde
interaguji s cilovymi buiikami, v tomto pfipadé spermiemi (Zaborowski et al. 2015, Alves et al.
2020).

Iontové a prvkové slozeni a jejich koncentrace maji v SP své nezastupitelné misto (Pesh
et al. 2006). Ruzné studie dokazaly, ze koncentrace prvkt v SP, jako je vapnik (Ca), méd’ (Cu),
zelezo (Fe), hoi¢ik (Mg), mangan (Mn), selen (Se) a zinek (Zn) ovliviiuji kvalitu ejakulatu
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vSech savcu veetné ¢lovéka. Napiiklad Cu je nezbytna pro spermatogenezi, jelikoz je dilezitym
prvke, pro fadu enzymu podilejicich se na energetickém nebo antioxidacnim metabolismu
(Wong et al. 2001, Pesch et al. 20006, Villaverde et al. 2014). Ve studii Wong et al. (2001) zjistili
pozitivni korelaci mezi koncentraci Cu v krevni plazmé a motilitou spermii (Wong et al. 2001).
Cu v cytosolu se vaze predevsim na proteiny, avSak nabytecné mnozstvi Cu ve své iontové
formé& (Cu®*) zptisobuje toxicitu pro rizné buiiky, a to véetné spermii. Vyzkum Wu et al. (2019)
zkoumajici ejakulat kancli plemene Duroc ukazal, ze nadmérné mnozstvi Cu ¢i neptitomnost
Fe a Mn muze snizovat kvalitu ejakulatu a toxicky neesencialni prvek kadmium (Cd) v SP
zpusobuje kvalitu také (Wu et al. 2019).

U Zn byl zjistén pozitivni vliv na kvalitu spermii, protoze souvisi s jejich
mitochondrialni aktivitou (Pipan et al. 2017). Nadbytek Zn v ejakulatu kancu vSak zptsobuje
poskozovani DNA spermii (Garcia-Contreras et al. 2011).

Dle vyzkumu Usuga et al. (2017) vysoké koncentrace vitaminu E, Cu, Fe a Zn zlepSuji
integritu plazmatické membrany spermii a vitalitu spermii v Cerstvém ejakulatu.

Je znamo, Ze Fe je velice nezbytny prvek pro syntézu nukleovych kyselin a proteind,
bunécnou respiraci, proliferaci a diferenciaci (Lieu et al. 2001), coz souvisi se spermatogenezi
a metabolismem spermii (Wise et al. 2003). Fe v reproduk¢énim traktu samci se vétSinou
vyskytuje bud vaze na transferin, ktery je produkovan Sertoliho burikami, ¢i se vaze na
haptoglobin, jenz je produkovan Sertoliho, Leydigovymi a zarodeCnymi buiikami. Tyto
proteiny obsahujici katalyticky inaktivni zelezo kvuli zamezeni extenzivni oxidace (Pesh et al.
2006). Nizka koncentrace zeleza v ejakulatu byla v pozitivni korelaci s vitalitou a integritou
membrany spermii, zatimco vysoka koncentrace pozitivné korelovala s vysledky celkové a
progresivni motility (Usuga et al. 2017). Dle studie Wu et al. (2019) vyssi koncentrace Fe mtze
zvySovat celkovou fyziologii spermii (Wu et al. 2019).

Mezi dalsi prvky ovliviyjici kvalitu ejakulatu se radi také mangan (Mn) jehoz vysoka
koncentrace snizuje procento abnormalnich spermii (Wu et al. 2019) nebo selen (Se), ktery
ovliviluje metabolismus spermii a dal§i (Maringuzman et al. 2000).

3.2.3 Mezidruhové rozdily semenné plazmy

Proteiny kopytnatct se daji délit na tii rodiny obsahujici proteinové moduly. Rodiny se
nazyvaji Fn-2, CRISP a spermadhesiny. U vétSiny druhti, mimo hfebct se nachazi predevsim
Fn-2 a spermadhesiny, zatimco u hiebci se vyskytuje pouze jeden protein zrodiny
spermadhesind (HSP-7) a vétSina ostatnich je z rodin Fn-2 a CRISP (Topfer-Petersen et al.
2005, Calvete et Sanz 2007). Fn-2 proteiny jsou charakteristické dvéma ¢i Ctyfmi tandemove
usporadanymi jednotkami fibronektinu typu 2 (Fn-2). CRISP neboli cystein rich secretory
proteins jsou, jak jiz vyplyva z jejich nazvu, proteiny bohaté na cystein a Gi¢astni se procesu
fze spermie a oocytu a blokady prichodu iont pfes membranu (Topfer-Petersen et al. 2005).

Obsah proteint v SP hiebci je relativné nizky, a to kolem 10 mg/ml, na rozdil od jinych
savcu, u kterych se obsah proteini SP pohybuje v rozmezi 20-60 mg/ml (Topfer-Petersen et al.
2005). U hiebca v SP se nachazi proteiny, které jsou oznacovany jako HSP 1-8 (horse seminal
plasma proteins). Calvete et al. (1994) prave tyto proteiny izolovali a popsali, ze maji nizkou
molekulovou hmotnost v rozmezi 14-30 kDa a tvori vétSinu proteinti v SP hiebcti. VSechny tyto
proteiny mimo HSP-4 byly objeveny na povrchu spermii, coz naznacuje jejich ptipadnou roli
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pii fertilizaci. VSechny proteiny mimo tedy HSP-4, ktery je podobny kalcitoninu, maji
schopnost vazat se na spermie a mohou byt izolovany z ejakulovanych spermii (Topfer-
Petersen et al. 2005). HSP-7 vaze sacharidy a dale také se vaze na ZP, coz dokazuje jeho roli
v interakci spermie a vajicka (Reinert et al. 1996). HSP-7 se vyskytuje jiz na spermatogoniich
a spermiich odebranych zvarlat (Topfer-Petersen et al. 2005). HSP-7 je velice pfibuzny
s kancim AWN spermadhesinem, ktery je podrobnéji popsan v samostatné kapitole. Protilatka
rozpoznavajici kanci AWN dokaze reagovat s hieb¢im HSP-7, coz vyplyva i z 98 % shody
sekvence jejich aminokyselin (Reinert et al. 1997, Calvete et al. 2004). U hiebce se tento
spermadhesin nachazi vyhradné v ekvatoridlnim segmentu spermie (Reinert et al. 1997).

V semenné plazmeé skotu se nejcastéji vyskytuji BSP (bovine seminal plasma proteins)
proteiny, coz je skupina proteinii vazajicich fosfolipidy. BSP proteiny podle novéjsi
nomenklatury zangl. Binder Sperm Protein (Plante et Manjunath 2015) obsahuji dvé
homologni domény typu Fn-2. Tyto proteiny jsou produktem méchytkovitych zlaz, které se pti
ejakulaci vazi na membranu spermii (Manjunath et Sairam 1987, Manjunath et al. 1987, 1988,).
U skotu nalezneme v SP také naptiklad jiz zminéné spermadhesiny, pfedevsim SFP (SPADHI)
a Z13 (SPADH2) (Haase et al. 2005).

V SP berant tvoii 30 % BSP proteiny, které se nékdy oznacuji jako RSP nebo RSVP
protein (Manjunath et al. 2007). Vysoce zastoupenymi proteiny jsou v SP berani BSP1 a BSP5
a dale také proteiny rodiny spermadhesini, predev§$im bodhesin2, pficemz vSechny tyto
proteiny pochazeji z méchyrkovitych zlaz (Soleithavoup et al. 2014).

3.3 Spermadhesiny

Proteiny fadici se mezi spermadhesiny tvofi hlavni proteinovou slozku SP kancu a je to
rodina velice multifunkénich 12-16 kDa glykoproteint, a pravé v kanci SP tvoii az 75-90 %
celkového objemu (Topfer-Petersen et al. 1998, Hoffner et al. 2020a). Spermadhesiny jsou
nejvice prozkoumané proteiny v SP u kanci svelmi dobfe popsanymi sekvencemi
aminokyselin (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). N-terminalni aminokyselinova sekvence vSech
Cleni AQN a AWN rodiny zacina bud’ Ala-GIn-Asn (AQN) nebo Ala-Trp-Asn (AWN). Prase
obsahuje pét blizce piibuznych gent, které koduji spermadhesiny AWN, AQN-1, AQN-2,
AQN-3, PSP-I a PSP-II (Topfer-Petersen et al. 1998, Haase et al. 2005, Topfer-Petersen et al.
2005).

3.3.1 Struktura spermadhesini

Spermadhesiny se vyskytuji u kanca hlavné jako heterodimery piedevsim PSP-I a PSP-
I1, ale mohou se také vyskytovat u jinych druha zvifat jako homodimery coz je ptiklad jiz
zminéného SFP neboli bovinniho spermadhesinu. Tvorba dimert je tedy nejspiSe specificka
pro jednotlivé spermadhesiny (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Po objasnéni krystalové
struktury obou nekovalentnich dimernich komplexti byla odhalena struktura CUB domény
(Romero et al. 1996, 1997, Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Spermadhesiny totiz zahrnuji 110-
133 aminokyselin, pfi¢emz sekvence aminokyselin je u vSech spermadhesini z 40—-60 %
shodna (Topfer-Petersen et al. 2005, Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Tyto aminokyseliny
obsahuji jedinou doménu, kterou je pravé doména CUB. CUB je zkratka pro prvni pismena tii
prvnich popsanych proteint obsahujicich tuto doménu, mezi které patii slozky komplementu
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C1r/Cls, Uegf (embryonalni proteiny jezovky) a Mbp1 (kostni morfogenni protein 1). Domény
CUB byly nalezeny od prokaryot az po ¢lovéka ve funkéné odliSnych proteinech a je znamo,
ze funguji primarné pii interakci protein-protein (Bork et Beckmann 1993).

CUB doména se stabilizuje pomoci dvou disulfidickych muistki se sousednimi
cysteinovymi zbytky. Pomoci krystalové struktury tfi ¢lentd (komplex PSP-I/PSP-II a sSFP)
byla odhalena struktura CUB domény skladajici se z B-sendvice tvoreného dvéma [-listy
(Romero et al 1997). Kazdy list CUB domény s [-listy obsahuje dva paralelni a Ctyfi
antiparalelni B-fetézce. Disulfidické mustky mezi cysteinovymi zbytky jsou konzervované ve
vsech znamych molekulach spermadhesinii (viz obrazek ¢. 3) (Calvete et al. 1995a).

Obrazek ¢. 3: Zndazornéni struktury PSP-1 zobrazujici
CUB doménu (Varela et al 1997).

Disulfidové  miistky mezi  nejbliz§imi  sousednimi
cysteinovymi zbytky jsou zndzornény jako cervené kulicky
a jako zelené tycinky. Poloha glykosylovanych zbytkii
PSP-I a PSP-II jsou znaceny modrou kulickou.

3.3.2 Funkce a vlastnosti spermadhesinu

Spermadhesiny jsou multifunk¢ni proteiny vykazujici schopnost vazat rizné ligandy. Jak
jiz bylo vyse popsano, tak nékteré spermadhesiny, napt. AQN (1-3) a AWN, jsou schopny vazat
heparin (Assreuy et al. 2002). Kromé heparinu vykazuji také vazbu k jinym sacharidiim,
inhibitorim proteinaz a fosfolipidim (Topfer-Petersen et al. 1998). Mezi nejdominantnéjsi
proteiny vazajici sacharidy se fadi AQN-1, AQN-3 a AWN, a pravé diky své vazebné afinité
k sacharidim se podileji na krocich vedoucich k oplodnéni (Wagner et al. 2002, Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005, Sabeur et Ball 2007). Pfi fertilizaci mohou spermadhesiny mit rizné
role, jelikoz se ucastni procesu jako je kapacitace a tvorba oviduktalniho rezervoaru (Jonakova
et al. 2000, Topfer-Petersen et al. 2005).

Spermadhesiny v kanci SP prevazuji v agregovanych formach nad jejich monomernimi
formami. Agregované formy se umi vazat na fosforylcholin a tato vazba poukazuje na interakci
spermadhesini s fosfolipidy na plazmatické membrané spermii (Jonakova et al. 2000).
Tendence tvorby spermadhesinovych komplexi svy$§i molekulovou hmotnosti byla
pozorovana u AQN a AWN, ale presto existuje vyjimka a tou je spermadhesin AQN-1, jelikoz
AQN-1 se totiz mnohem méné podili na vzajemnych interakcich (Marniaskova et al. 2003).
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Komplexy AQN a AWN interaguji s cholesterolem, coz miize mit vyznam pii procesu
kapacitace (Thérien et al. 1998). Epididymalni spermie vazi spermadhesinové komplexy
mnohem silngji nez spermie ejakulované (Jonakova et al. 2000).

Spermadhesiny se fadi také mezi tzv. dekapacitacni faktory, coz jsou stabilizacni proteiny
(Maxvell et al. 2007) vazici se na plazmatickou membranu spermie pies dvé vrstvy. Tou prvni
je vrstva monomerni formy spermadhesini AWN-1 a AQN-3 navazanych pres fosfolipidy. Na
tuto vrstvu se vazi agregované formy téch samych spermadhesini a tato druha vrstva plni
stabilizacni funkci (Dostalova et al. 1995, Caballero et al. 2008).

AWN je velice hojny ve frakci bohaté na spermie, jenz tvoti hlavni frakci ejakulatu
(Rodriguez-Martinez et al. 2009) a ve spermiich kanci lokalizovan po celé akrozomalni
CepiCce, a tudiz se spermadhesin AWN vaze na povrch spermie (Reinert et al. 1997). Na
hlavicce spermie se nachazi i spermadhesin AQN-1, ktery zprostfedkovava vazbu na sténu
vejcovodu a ucastni se vazby na oviduktalni rezervoar, a tim ovliviiuje dobu kapacitace. Po
zacatku kapacitace se koncentrace AQN-1 snizuje, ¢imz se snizuje i schopnost spermii vazat se
na sténu oviduktu a diky tomu jsou spermie z oviduktalniho rezervoaru uvolnény (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005).

Napriklad proteiny AQN diky spojeni s povrchem spermie pii ejakulaci prispivaji
k tvorbé oviduktalniho rezervoaru pomoci interakce s glykokonjugaty epitelu ¢imz ma velikou
Skalu navazujicich sacharidi, zatimco spermadhesin AWN vaze pouze galaktozu (Wagner et
al. 2002, Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005, Sabeur et Ball 2007).

Spermadhesiny AWN a AQN3 se vazi na povrch spermii pomoci interakce s fosfolipidy
v plazmatické membrané spermie a tim zabranuji pfed¢asné akrozomové rakci (Dostalova et
al. 1995). Béhem kapacitace se Cast spermadhesini z povrchu spermii uvoliuje a Cast na
povrchu zidstava a je zapojena do vazby spermii na ZP oocytu (Dostalova et al. 1994, Ensslin
et al. 1995, Topfer-Petersen et al. 1998).

PSP proteiny fadici se mezi heparin nevazajici proteiny jsou spermadhesiny, které obaluji
spermie, podileji se na kapacitaci spemii a jsou soucasti procesu rozpoznavani a vazby gamet
(Kwok et al. 1993b, Calvete et al. 1995a). PSP jsou svou strukturou podobné lidskému
glykodelinu, jenz mé& imunosupresivni ucinky. To je zajiStovano terminalnimi sialovanymi
strukturami. Oligosacharidy nesouci sialované struktury LacNAc ¢i LacdiNAc vykazuji
imunosupresivni ucinek tim, Ze blokuji adhezivni a aktivacni déje zprostfedkované CD22
neboli lidskym receptorem spojenym s B-buiikami. Kanéi semenné proteiny tyto
imunosupresivni u¢inky vykazuji také, pricemz tato aktivita je spojena s proteiny o velikosti 14
kDa (Veselsky et al. 1996, Nimtz et al. 1999, Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002).

3.4 Proteomika spermii

Proces oplodnéni vyzaduje ty spermie, které jsou schopné provést fadu po sobé jdoucich
a nezbytnych procest vedoucich k zivotaschopnému embryu. Vsechny tyto procesy tzce
souviseji se zménami v expresi nebo konfiguraci proteinti na membrané spermie, které mohou
interagovat s proteiny v reprodukcnich tekutinach béhem zrani spermie (Dacheux et al. 2012,
Druart et de Graaf 2018).

Proteomika zahrnuje rozsahlé studie proteind, vCetné kvantitativni exprese,
posttransla¢nich modifikaci (PTM) a proteinovych interakci (Wright et al. 2012). PTM jsou
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modifikace ve strukturach a funk¢énostech proteint, ke kterym dochazi po jeho syntéze a jsou
povazovany za klicové udalosti pro funkci spermii a potencialni fertilitu (Brohi et Huo 2017).

Spermie jsou jiz pii pruchodu nadvarletem vystaveny tekutin€, jenz obsahuje velké
mnozstvi riznych proteinovych slozek, jakymi jsou napfiklad adhezivni molekuly, enzymy a
jejich inhibitory a dal8i. Veskeré tyto slozky poté ovliviiuji posttestikularni zrani spermii
(Dacheux et al. 2009). Nekteré proteiny z epididymalni tekutiny se mohou véazat na povrch
spermii a hrat roli v dalSich krocich reprodukéniho procesu ¢i ovlivnit zrani spermii. Proteinoveé
slozky vazajici se na povrch spermii jsou béhem zrani zpracovany pomoci enzymi, a to
predev§im proteinazami, glykosyltransferazami a glykosidazami (Dacheux et al. 2003).

V extraktu sav€ich spermii tvoii vynamny proteinovy podil proteinaza akrosin, ktera je
exprimovana jiz ve varlatech (Nayernia et al. 1996). Akrosin se jiz podle svého nazvu nachazi
v akrozomu spermii (Moreno et Barros 2000). Ve spermatidach byl nalezen jako zymogen
neboli neaktivni forma, které se fika proakrosin, jenz pomoci zvySeni intraakrozomalniho pH
béhem procesu kapacitace zméni na svoji aktivni formu, kterou je akrosin (Baba et al. 1989).
Akrosin se ucastni akrozomové reakce, vazby spermie na ZP oocytu a pomaha k penetraci
spermie skrze ni (Mao et Yang 2013).

Prestoze jsou spermadhesiny popisovany jako hlavni proteiny kanci SP, tak jejich
ptitomnost je popsana i na membrané spermii. Jejich mozné u¢inky na spermie jsou od motility
az po interakci s oocytem (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005, Manaskova et Jonadkova 2008).
Spermadhesiny jsou lokalizovany v akrozomalni asti hlavicky spermie, kam se stejné jako
protein DQH vazi béhem ejakulace (Topfer-Petersen et al. 1998, Manaskova et al. 2007,
Mariaskova et Jonakova 2008). Spermadhesiny svou vazbou na povrch spermii vytvari
proteinové obalové vrstvy a také se ucCastni raznych typu interakci v dalSich krocich
reprodukéniho procesu (Manaskova et Jonakova 2008), jak jiz bylo pospano v predchozi
kapitole vénované této proteinové roding.

Jiz zminény MSP protein se nachazi i na spermiich, pfitomnost MSP proteinu u kanca
byla prokazana pomoci imunofluorescence nejen na povrchu spermii, ale také v akrozomu.
Funkce MSP neni zcela objasnéna, je v§ak mozné, ze MSP ovliviluje vyvoj a zrani spermii, ¢i
se ucastni interakce spermie se ZP jako sekundarni vazebny receptor (Manaskova-Postlerova
etal. 2011).

Na plazmatické membrané spermie v apikalni oblasti hlavicky byl lokalizovan periferni
protein lactadherin (p47). Protein p47 se vaze na spermie jiz pii jejich vyvoji ve varlatech
(Ensslin et al. 1998). Béhem kapacitace se p47 dostava z apikalni oblasti hlavicky do celé
akrozomalni oblasti spermie (Petrunkina et al. 2003). Pfedpokladem je, Ze se redistribuce a
degradace kanciho proteinu p47 ucastni béhem kapacitace také ubiquitin-proteasomovy systém
(UPS). Pomoci UPS béhem degradace proteinu dochazi k ubiquitinaci p47 a k jeho nasledné
degradaci 26S proteasomem na kanc¢ich spermiich (Zigo et al. 2019, Tumova et al. 2020).

Mezi hlavnimi proteinové slozky ve spermiich patfi také a- a B-tubuliny jako soucast
mikrotubuld. (Oakley 2000, Kierszenbaum 2002). Ze studie Audebert et al. (1999) vyplyva, ze
inhibice B-tubulinu snizuje frekvenci kmitani bi¢iku prerusenim interakce tubulin s dyneinem.
Toto zjisténi naznacuje, ze P-tubulin je zodpovédny za udrzovani hyperaktivace spermii
pottebné pro kapacitaci (Audebert et al. 1999).
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3.5 Uchovavani ejakulatu a vliv slozek SP

Konzervace ejakulatu ma za ukol co nejvice prodlouzit vitalitu spermii a zaroven také
zachovat jejich fertilizacni schopnost. Uchovani vitality spermii a jejich fertiliza¢ni schopnosti
je mozné pouze ve stavu takzvané anabidzy. Pii stavu anabiozy se velmi silné utlumi vSechny
zivotni pochody, pfedev§im metabolismus a pohyblivost. Pokud se odstrani podminky, které
vyvolaji stav anabiozy, tak se obnovi zivotni pochody v plném rozsahu (Gamcik a Kozumplik
1984).

S postupnym zlepSovanim biotechnologii asistované reprodukce roste poptavka po
genetickém materialu téch nejlepSich plemenikd. Pokryti neustale vice rostouci poptavky
vyzaduje vyuzivani inseminacnich davek (ID) umoziujici produkce vice mlad’at na plemenika
za rok (Panarace et al. 2014). Uchovavani ID je mozné kratkodobé ¢i dlouhodobé (Kayser et
al. 1992, Hernandéz et al. 2018).

Inseminacni davky musi byt z nativniho ¢i z velice dobie konzervovaného ejakulatu,
takze ejakulat musi byt uchovavan v dokonalém médiu k zachovani jeho kvality. V souladu
s tim je nutné vyvinout kvalitni fedidla ejakulatu, které se vyuzivaji k uchovani ejakulatu, at’' uz
b&hem chlazeni ¢ b&hem kryokonzervace (Raheja et al. 2018, Santos et al. 2018). Redidla
chrani spermie, zachovavaji jejich motilitu a fertilizaéni schopnost. Déle také poskytuji
spermiim energetické substraty a zabranuji Skodlivym G¢inkim zmeén pH a osmolarity (Foote
et Leonard 1964).

Existyji individualni rozdily mezi jednotlivymi kanci, pokud jde o zachovani kvality
ejakulatu béhem skladovani in vitro (Kommisrud et al. 2002). Tuto skuteCnost 1ze z Casti pripsat
citlivosti spermii specifické pro kance s vyssi koncentraci SP béhem skladovani po dobu 144
hodin (Hofner et al. 2020b).

3.5.1 Kratkodobé uchovavani ejakulatu

V poslednich desetileti bylo vramci rozvijejicich se reprodukcnich biotechnologii
provedeno mnoho studii, které se zabyvaly ulohou SP. Proteiny SP jsou schopny chranit
spermie pred chladovym Sokem (Watson 2000) nebo destabilizaci plazmatické membrany
(Maxwell et Johnson 1999). U kanct bylo prokazano, ze ptitomnost SP zlepSuje kvalitu a
fertilizacni schopnost skladovanych spermii tim, ze chrani spermii pted chladem a poSkozenim
(Okazaki et al. 2009). Existuje skutecnost, Ze se slozeni SP lisi nejen mezi riznymi druhy, samci
v ramci druhu, a dokonce i1 ejakulaty stejného jedince, ale také podle ejakulované frakce (Pena
et al. 2006, Dziekonska et al. 2017). Spermie ziskané z frakce bohaté na spermie (SRF) totiz
odoléavaji skladovani a kryokonzervaci 1épe nez ty, které byly vystaveny SP pfipravenému
z celého ejakulatu, protoze jsou vystaveny predevsim epididymalnim tekutinam a sekretim
prostaty, avSak ne sekretim meéchytkovitych a bulbouretalnich zlaz bohatych na proteiny
(Rodriguez-Martinez et al. 2009, Alkmin et al. 2014, Li et al. 2018).

Podle studie Dziekonska et al. (2017) byly vyuzity dvé frakce, tou prvni byla cela frakce
SRF (F1) a druha obsahovala jen ¢ast SRF a z vétsi ¢asti frakci postspermiovou (F2). Spermie
z F1 zistavaji mnohem vice vystaveny tekutiné z cauda epididymis a jejim specifickym
proteintim, jako jsou lipokaliny véetné prostaglandin D syntazy lipokalinového typu souvisejici
s plodnosti. Navic spermie zF1 jsou vystaveny menSimu mnozstvi bikarbonatu, zinku ¢i
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fruktozy, a hlavné spermadhesinu PSP-I (Dziekonska et al. 2017). Podobné Zasiadczyk et al.
(2015) odhalili, ze Ze hlavnim zdrojem proteini v F2 jsou méchytkovité Zlazy. Tyto sekrety
obsahuji proteiny, pievazné spermadhesiny predstavujicich vice nez 90 % kancich SP proteind,
které interaguji se spermiemi a maji rizné ucinky a funkce (Rodriguez-Martinez et al. 2011,
Zasiadczyk et al. 2015), jak bylo jiz popsano v piedchozich kapitolach. Zivotaschopnost a
motilita spermii jsou urCeny praveé pritomnosti spermadhesint. Piedpoklada se tedy, ze rozdily
mezi F1 a F2 vyplyvaji z pfitomnosti téchto proteint a z jejich koncentrace (Centurion et al.
2003). Vysledky ukazaly, ze frakce ejakulatu, vyuzité fedidlo, kanec, den skladovéni a
interakce mezi témito faktory vyznamné ovliviiyji kvalitu spermii pii kratkodobém skladovani
v tekutém stavu. To by mohlo byt zpisobeno pravé piitomnosti proteind SP. Redidla pro
dlouhodobé skladovani obsahujici proteiny SP byly uc€ing§i v ochrané¢ spermii pred
poskozenim nez fedidla pro kratkodobé skladovani, bez ohledu na frakci ejakulatu (Dziekonska
et al. 2017).

I ptes pokrocilé technologie, jako je kryokonzervace, nebo tfidéni spermii podle pohlavi,
zustava skladovani spermatu v kapalin€ velmi Siroce vyuzivano v umélém chovu domacich
hospodarskych zvirat, a to zejména u prasat. Podle Waberski et al. (2019) v 99 % inseminacnich
davek vyuzivanych pro umély odchov se kanci ejakulat skladuje pii 17 °C (Waberski et al.
2019). Zpracovani ejakulatu pro konzervaci v tekutém stavu je pro ejakulat méné skodlivé ve
srovnani se zmrazenim ejakulatu, a to kvuli absenci mechanickych sil, Soku z chladu a extrémné
vysokému fedéni. Existuje vSak obava, ze tento takzvany , efekt fedéni“ ovliviiuje oplodnéni
snizenim motility spermii (Maxwell et al. 1997).

Obvykle se skladuji a zpracovavaji celé ejakulaty, aby se optimalizovala dostupnost
spermatu pro inseminacni davky (Luther et Waberski 2019). U kance, ale i jinych druht zvirat,
se mohou vyuzit fedidla ejakulatu, pficemz vétS§ina komeréné dostupnych fedidel postrada
mléko nebo jiné zivoci§né bilkoviny (Hoffer et al. 2020a). Ejakulaty odebrané pro umeélou
inseminaci jsou fedény, aby byl ziskan vétsi pocet inseminacnich davek, ptficemz pozadovany
pocet spermii pro umélou inseminaci druhové kolisa. Napfiklad u skotu se blizi 10 miliontim,
u ovci 125 milionlim a u prasat a koni dokonce az ke 2 miliardam (Reece 2011).

3.5.2 Kryokonzervace

Kryokonzervace ejakulatu dobrych plemeniki je velmi ddlezitou a velmi zadanou
reprodukéni biotechnologii, jenz umozinuje skladovani cennych genetickych materiald po
nekonecné dlouhou dobu pro jejich dalsi vyuziti v chovu ¢i narodnich programech genetické
ochrany zvitat (Pursel et Johnson 1975, Fahy 1986, Hammerstedt et Graham 1992, Yeste 2016).

Kvalita ejakulatu kancti a jeho mrazitelnost se velice 1i§i mezi jednotlivymi plemeny,
zvifaty a také je ovlivnéna ro&nim obdobim (Jovidic et al. 2020). Kryokonzervovany ejakulat
muiize pomoci kontrolovat zavleceni patogent do chovu (Knox 2015, Yeste 2017). Mimo to je
diky tomu mozné snizit pocet kanci na farmach, coz usnadiiuje vytvoreni genofondu,
genetickou vymeénu a pokroky v genetické selekci v chovech (Knox 2015, Waberski et al.
2019).

Prestoze vyuziti kryokonzervovaného kanciho ejakulatu piinasi mnoho vyhod, tak této
biotechnologické metody vyuziva méné nez 1 % umélych inseminaci (Waberski et al. 2019),
jelikoz kryokonzervace mize kanci spermie poskodit. Poskozeni spermii ma za nasledek nizsi
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miru prezitelnosti. Mira prezitelnosti spermii je mnohem vyznamnéjsi u kancl nez u jinych
druht hospodarskych zvifat, u nichz je kryokonzervace bézné vyuzivanou metodou (Mazur et
al. 2008, Techakumphu et al. 2013). Proces kryokonzervace hraje dilezitou roli v kvalité
mrazen¢ho a rozmrazeného ejakulatu kance tim, ze zivotaschopnost spermii je po zmrazeni
snizena na vice nez 50 %, coz ma za nasledek nizkou miru zabfeznuti a malou velikost vrhu po
umélé inseminaci (Almlid et Hofmo 1996, Eriksson et al. 2002).

Dutivodem nizsi fertility nékterych plemenikd mize byt napiiklad osmoticky stres, kterym
spermie prochazi po pfidavani riznych kryoprotektanti pfed samotnym zmrazenim, jelikoz
pouzivany glycerol je toxicky pro spermie zvirat (Fahy 1986, Hammerstedt et Graham 1992).
Koncentrace kryoprotektanti patii mezi hlavni faktory, které mohou ovlivnit kvalitu ejakulatu
pfi procesu zmrazovani, dale se mezi tyto hlavni faktory radi pouziti vhodného redidla, systém
plnéni pejet a rychlost zmrazovani. Kryoprotektanty maji snizovat rozsah chemického
poskozeni spermii, k némuz muze dojit béhem zmrazovani. Pokud by se kryoprotektiva
nepouzivala, tak by dochazelo ke zvySovani intracelularni koncentraci iontd, a to by dale vedlo
k chemickému poskozovani spermii (Rubinsky et al. 2005).

Ptidané slozky v fedidlech pouzivanych pii kryokonzervaci pomahaji spermiim piekonat
chladovy Sok. Tato dlouhodoba fedidla obsahuji komplexni pufrovaci ¢inidla (tj. HEPES, Tris
a dalsi) a také antioxidanty (beta-karoten, cystein, taurin, vitamin E ¢i kyselinu askorbovou)
(Alvarez et Storey 1995, Gadea 2003).

Plazmaticka membrana spermii je vysoce dynamickou strukturou regulujici nejen
extracelularni vymeény, ale také proces fertilizace (Flesch et Gadella 2000). Rozdily
v lipidovém slozeni plazmatické membrany spermii byly navrzeny jako kli¢ovy faktor v rizné
zmrazitelnosti spermii (Parks et Lynch 1992). Specifické lipidové slozeni udéluje plazmatické
membrané spermii vétsi tekutost na zakladé mnoha dvojnych vazeb (Erickson 1998). Na
zakladé vyskytu mnoha dvojnych vazeb muze tato specificka fyzikalni zména dat membranam
lepsi odolnost proti poskozeni vznikajicimu tvorbou ledovych krystalkti (Penny et al. 2000,
Rooke et al. 2001). Tyto krystalky zvysuji koncentraci rozpusténych latek v fedidle a vytvareji
osmoticky gradient na membrané spermii, coz ma za nasledek bunécnou dehydrataci
(Hammerstedt et al. 1990, Watson 2000).

Bubenickova et al. (2020) zkoumali ucinky vybranych skupin proteind SP u hiebce, které
by mohly hrat dulezitou roli pfi snizovani $kodlivych U€inki na hieb¢i spermie béhem
kryokonzervace. Vysledky ukézaly, ze pfidani té€chto frakci vyrazné neovliviiuje integritu
plazmatické membrany a kapacitacni stav spermii hiebct a ucinek SP proteind na funkci
spermii je zavisly na koncentraci (Bubenickova et al. 2020).
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4 Material a metody

Pro tuto diplomovou praci byly pouzity nativni ejakulaty (spermiova frakce) od kanct
plemene Duroc zinseminacni stanice LIPRA PORK, a.s. SkrSin, které byly pfevezeny do
laboratore v polystyrenovém boxu. Nativni ejakulaty byly zpracovany v laboratofi v den jejich
odbéru na Katedfe veterinarnich disciplin na Ceské zem&dglské univerzité v Praze.

4.1 Pouzité vzorky

Tabulka ¢. 1: Vyuzité vzorky semenné plazmy se jmény jednotlivych kancii, datem jejich

odbéru, zpracovani spolu s jejich objemy a koncentracemi.

Datum odbéru a zpracovani vzorku
Jméno 6.6.2022 13.6.2022 20.6.2022 27.6.2022 6.9.2022 20.9.2022
kance Ob;. ‘ Konc. | Obj. ‘ Konc. | Obj. | Konc. | Obj. | Konc. | Obj. | Konc. | Obj. | Konc.
ml | 10%ml | ml | 10%ml | ml | 10%ml | ml | 10%ml | ml | 10ml | ml | 10%ml

Jeep | 162 485 146 647

Chlor | 124 853 160 | 1110

Larva 104 619

Igor 198 947

Gral 149 | 494

Jura 132 | 1010 216 531 170 | 403
Krysa 174 | 356

Obj.= Objemy, které jsou v tabulce udavany v ml v levych sloupcich.
Konc.= Koncentrace, které jsou $ed& vyznaceny v pravych sloupcich a jsou uvedeny v 10%/ml.

Tabulka ¢. 2: Vyuzité vzorky spermii se jmény jednotlivych kancii, datem jejich odbéru,

zpracovani spolu s jejich objemy a koncentracemi.

Datum odbéru a zpracovani vzorku
Lmeno 6.6.2022 20.6.2022 27.6.2022 6.9.2022 20.9.2022
ance Oby. ‘ Konc. Ob;. | Konc. Ob;. Konc. Ob;. Konc. Ob;. Konc.
ml 10%/ml ml 10%/ml ml 10%/ml ml 10%/ml ml 10%/ml
Jeep 162 485 146 647
Chlor | 124 853 160 1110
Jura 132 [ 1010 216 | 531 170 | 403
Krysa 174 356

Obj.= Objemy, které jsou v tabulce udavany v ml v levych sloupcich.
Konc.= Koncentrace, které jsou $ed& vyznaceny v pravych sloupcich a jsou uvedeny v 10%/ml.
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Tabulka ¢. 3: Vyuzité vzorky pro izolaci proteinii z povrchu spermii se jmény jednotlivych
kancii, datem jejich odbéru, zpracovdni spolu s jejich objemy a koncentracemi.

Jméno Datum odbéru a zpracovani vzorku
kance 26.7.2022 3.10.2022 14.11.2022
Ob;. Konc. Ob;. Konc. Ob;. Konc.
ml 10%/ml ml 10%/ml ml 10/ml
Jura 164 374 214 507
Kuna 194 684 196 445
Chlor 136 | 952 168 950

Obj.= Objemy, které jsou v tabulce udavany v ml v levych sloupcich.
Konc.= Koncentrace, které jsou $edé vyznaceny v pravych sloupcich a jsou uvedeny v 10%/ml.

4.2 Zpracovani ejakulatu

Ejakulaty kanct byly vloZeny do vodni lazné vyhtaté na 37 °C. Do mikrozkumavky bylo
vzdy odméfeno po 1 ml ejakulatu a sto¢eno na centrifuze (LC-8 5000, Benchmark Scientific,
USA) na 300 x g 10 min pfi laboratorni teploté¢. Po skonceni centrifugace byl odebran
supernatant do novych mikrozkumavek a nasledovalo opétovné stoCeni na centrifuze pti 1000
x g a 10 min. Takto stoceny supernatant v mikrozkumavkach byl dan do chlazené centrifugy
(Hettich Mikro 22R, Némecko) na 4 °C a odstfedén pti 10 000 x g béhem 5 minut. Po stoceni
byl odebran supernatant obsahujici semennou plazmu do novych mikrozkumavek a ulozen pfi
-20 °C.

Stanoveni mnozstvi proteini v semené plazmé ziskané zjednotlivych ejakulatd bylo
provedeno pomoci pfistroje Qubit dle navodu vyrobce
(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/Qubit dSDNA_ HS Assay UG.pdf).

4.2.1 Precipitace proteinu ze semenné plazmy pro SDS elektroforézu

Pro precipitaci proteini ze semenné plazmy pro vyuziti pro SDS elektroforézu bylo
odebrano 100 ul zpracované semnné plazmy a ptidano 600 pl vymrazeného acetonu. Proteiny
byly alespon na 1 hodinu precipitovany pii -20 °C.

Mikrozkumavky po precipitaci byly centrifugovany pii 5000 x g pii 4 °C po dobu 5
minut. Nasledné byl supernatant odstranén a k proteinim bylo ptidano 150 ul neredukujiciho
vzorkového pufru (0,5 M Tris-HCI (Bio-Rad, USA), pH 6,8; glycerol 2% SDS; 0,05%
bromfenolova modf) a zvortexovano. Nasledovalo povafeni vzorki v termobloku (TS-100,
BioSan, Litva) pfi teploté 100 °C po dobu 5 minut. Pripravené vzorky proteinti semenné plazmy
byly dale separovany pomoci SDS elektroforézy.

4.2.2 Zpracovani spermii pro celkové lyzaty

Ejakulaty kanct byly vlozeny do vodni lazné vyhtaté na 37 °C. Do mikrozkumavky bylo
vzdy odméfeno po 1 ml ejakulatu a sto¢eno na centrifuze (LC-8 5000, Benchmark Scientific,
USA) na 300 x g 10 min pfi laboratorni teploté stejné jako zpracovani SP. Po skonceni
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centrifugace byl odstranén supernatant a vzorek dofedén 1 ml promyvaciho roztoku PBS (0,01
M Phosphate-buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCl, pH 7; Sigma-Aldrich, USA) a
opatrné rozsuspendovan. Nasledovalo opétovné stoCeni na centrifuze pfi 300 x g a 5 min, které
spolu s promytim PBS bylo zopakovano celkem tiikrat. Takto pfipraveny vzorek byl
rozpipetovan po 200 pl do mikrozkumavek a opét stoCen pfi 300 x g a 5 min. Po stoceni byl
odebran supernatant obsahujici spermie do novych mikrozkumavek a ulozen pfi -20 °C, nebo
thned vyuzit k dal§imu zpracovani.

K 200 pl pfipraveného vzorku z nativniho ejakulatu bylo pfidano 200 pl vzorkového
neredukujiciho pufru a rozsuspendovano. Poté probéhla lyzace vzorkt na ledu po dobu 20-30
minut a zvortexovano. Nasledovalo povareni vzorka v termobloku (TS-100, BioSan, Litva) pfi
teploté¢ 100 °C po dobu 5 minut a takto sto¢ené vzorky v mikrozkumavkach byly dany do
chlazené centrifugy (Hettich Mikro 22R, Némecko) na 4 °C a odstfedén pii 10 000 x g béhem
2 minut. Poslednim krokem bylo odebrani supernatantu po centrifugaci do novych
mikrozkumavek. Piipravené vzorky spermii byly déale separovany pomoci SDS elektroforézy.

4.2.3 Izolace proteinu z povrchu spermii

K izolaci proteini z povrchu spermii byly pouzity ejakulované vzorky spermii
z nativniho ejakulatu s pomoci soupravy Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo
Fisher Scientific, USA).

Od kazdého kance bylo odebrano do vétsi falkony po 1 ml nativniho ejakulatu, nafedéno
5 ml PBS a odstfedéno pii 300 x g 10 minut. Spermie byly promyty 3x 5 ml PBS centrifugaci
pii 300 x g 10 minut. K peleté spermii bylo ptidano celkem 10 ml biotinylacniho ¢inidla (Sulfo-
NHS-SS-Biotin) dle navodu vyrobce soupravy. Probéhla inkubace 30 minut pii 4 °C, pficemz
kazdych 10 minut byly vzorky jemné promichany. Nasledovala centrifugace pii 500 x g po
dobu 3 minut a poté byl supernatant odstranén. Vzorky spermii byly 2x promyty v 10 ml TBS
pufru (Tris buffered saline, 25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,8). Mezi promytimi byly vzorky
centrifugovany pti 500 x g po dobu 3 minut. Supernatant byl opét odstranén a vzorky dotfedény
do 1 ml TBS pufrem. Obsah byl rozsuspendovan a prepipetovan do novych mikrozkumavek a
nasledné sto¢en na centrifuze na 500 x g po dobu 3 minut. Supernatant byl opét odstranén a
k peleté spermii bylo ptidano 500 pl lyza¢niho pufru z kitu s inhibitory proteaz, spermie byly
rozsuspendovany, zvortexovany a dany na 30 minut do ledu, pfi¢emz po kazdych 5 minutach
byly vortexovany. Nasledovala centrifugace na 10 000 x g pti 4 °C po dobu 2 min, supernatant
s extrahovanymi proteiny odebran do novych mikrozkumavek a zamrazen.

Nasledujici den byly z kitu (Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit) pfipraveny a
slozeny dvé kolonky (Column Accessory Pack). Do vrchni ¢asti kolonky bylo ptidano 500 ul
imobilizovaného avidinu (Immobilized NeutrAvidin™ Gel). Kolonky byly vlozeny do
ptislusnych mikrozkumavek a zcentrifugovany 1 minutu pii 1000 x g. Déle byl supernatant ve
spodnich mikrozkumavkach odstranén a vrchni ¢ast obsahujici imobilizovany avidin byla
dvakrat promyta v 500 pl promyvaciho pufru (Wash Buffer). Mezi promytimi probé&hla
centifugace na 1000 x g po dobu 1 minuty a supernatant byl vzdy odstranén. Nasledné byly
kolonky ve spodni ¢asti uzavieny a byl pfidan pfipraveny lyzat spermii. Cela tato vrchni ¢ast
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kolonky byla vlozena do vétsi falkony a na 45 minut dana na rotacni tfepacku. Po inkubaci byly
kolonky vraceny do mikrozkumavek, spodni ¢ast oteviena a probéhla centrifugace na 1000 x g
po dobu 1 minuty. Supernatant byl uschovan v mikrozkumavkach pii -20 °C pro naslednou
precipitaci proteind. Imobilizovany avidin s navazanymi proteiny v horni ¢asti kolonky byl 3x
promyt 500 ul promyvaciho pufru (Wash Buffer) a mezitim vzdy zcentrifugovan na 1000 x g
po dobu 1 minuty. Dale byl z kitu rozpustén v 50 ul destilované vody dithiotreitol (DTT) a takto
vznikly roztok pfidan k 1 ml neredukujiciho vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Do
kazdé kolonky bylo ptidano 250 ul takto pfipraveného vzorkového pufru s DTT a nasledné opét
vlozeno do vétsi falkony a dano na rotacni tfepacku na 30 minut. Poté prob&hla centrifugace na
1000 x g po dobu 2 minut, supernatant obsahujici izolované povrchové proteiny byl odebran a
zmrazen pro separaci proteini pomoci SDS elektroforézy a nasledném elektropfenosu na
nitrocelul6zovou membranu.

4.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Elektroforéza s pfidavkem dodecylsulfatu sodny (SDS), detergentem, jenz vSem
proteinim dodava zaporny naboj, je metoda rozdélujici proteiny podle molekulové hmotnosti
v elektrickém poli.

Pro tuto praci byla pouzita aparatura pro vertikalni elektroforézu (Mini-PROTEAN Tetra,
Bio-Rad, USA). Skla pro vytvoreni gelu byla vlozena do stojanu a byl pfipraven 15%
akrylamidovy separacni gel.

15% akrylamidovy separacni gel se skladal z:

e 25 ml Resolving gel buffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, Bio-Rad)

e 5 ml 30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad)

e 2.5 ml destilované H,O

e 100 ul 10% SDS (Bio-Rad)
Tésné pied aplikaci bylo piidano 4,5 pl TEMED (Pharmacia Biotech, Svédsko) a 70 pl 10%
APS (persiran amonny, Amersham Biosciences, Svédsko).

Tento akrylamidovy separacni gel byl napipetovan mezi skla a nasledné prevrstven 1
ml destilované vody. Gel pii laboratorni teploté ztuhl po uplynuti asi 30 minut a mezitim byl
pfipraven roztok pro 4% zaostfovaci gel.

4% zaostrovaci gel se skladal z:

e 1,52 ml destilované H,O

e 0,625 ml Stacking gel buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, Bio-Rad)

e 0,325 ml 30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad)

e 0,025 10% SDS (Bio-Rad)
Tésné pred aplikaci bylo pfidano 3,8 ul TEMED (Pharmacia Biotech) a 50 ul 10% APS
(Amersham Biosciences).

Po ztuhnuti separacniho gelu byla odlita destilovana voda z jeho povrchu a na ztuhly
separacni gel byl napipetovan gel zaostfovaci, do kterého byly ihned umistény hiebinky tvorici
jamky pro vzorky. Jakmile zaostfovaci gel také ztuhl, tak byla skla ze stojanu premisténa do
aparatury na elektroforézu. Celd nadoba byla naplnéna elektrodovym pufrem, jenz se skladal z:
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e 15 g Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
e 72 g glycinu (Sigma-Aldrich)
e 5¢SDS (Bio-Rad)
Tyto tfi komponenty byly rozpustény v 1 litru destilované vody a fedény v poméru 1:4.

Nasledné byly vyjmuty z gelu hiebinky a do jednotlivych jamek v zaostfovacim gelu
byly naneseny vzorky semenné plazmy pomoci Hamiltonovy stiikacky po 5 ul v pfipadé
desetijamkového hiebinku a po 3 pul v pfipade hiebinku patnactijamkového. K témto vzorkiim
byly do gelu naneseny po 3 pl také molekulové standardy (Precision Plus Protein Dual Color
Standards, Bio-Rad). Pokud byla elektroforéza pouzita pro detekci vzorkl po izolaci proteint
z povrchu, tak do kazdé jamky bylo napipetovano po 12 pl. Po naneseni vzorkli do jamek byla
elektroforéza spusténa na pfiblizné 30 minut pfi konstantnim napéti 80 V a po uplynuti této
doby bylo napéti zvySeno na 150 V po dobu asi 1 hodiny.

Barveni proteini v gelu rozdé€lenych pomoci SDS elektroforézy za ucelem
denzitometrického hodnoceni bylo provedeno pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,25 g
Coomassie Blue R-250 (Sigma-Aldrich), 45 ml metanolu, 9 ml kyseliny octové do 100 ml
destilované vody).

4.4 Western blot analyza

4.4.1 Elektropienos proteinu

Po skonceni elektroforézy nasledoval Western blot (aparatura od firmy Bio-Rad), tedy
eletropfenos proteinti z gelu na nitrocelul6zovou (NC) membranu. Nejprve byl pfipraven
transferovy pufr, jenz se skladal z:

e 3,03 g Tris (Sigma-Aldrich)

e 144 g glycinu (Sigma-Aldrich)

e 200 ml metanolu
Tris a glycin byly rozpustény ve 200 ml destilované vody, nasledné byl pfidan metanol a vse
bylo doplnéno destilovanou vodou do 1 litru. Do tohoto roztoku byl namocen alespoii na 10
minut veSkery material pro elektropienos.

Kazeta pro elektropienos byla ptipravena v nasledujicim poradi od ¢erné strany kazety
k Cervené:

1. Houbicka

2. 2 chromatografické papiry (Whatman chromatography paper, GE Healthcare, USA)
3. Gel se separovanymi proteiny

4. NC membrana (Amersham Protran, GE Healthcare, USA)

5. 2 chromatografické papiry (Whatman chromatography paper)

6. Houbicka

Takto poskladana kazeta byla vlozena do celé aparatury pro elektroptenos a zalita transferovym
pufrem. Cela tato aparatura byla chlazena zvenku ledem, pfi¢emz elektroptenos probihal kolem
60 minut pii konstantnim elektrickém proudu 500 mA. Po uplynuti této doby byla kazeta
rozebrana za ucelem vyndani membrany, kterd byla oplachnuta v destilované vod¢ a nasledné
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obarvovana pomoci roztoku Ponceau S (Sigma-Aldrich) pfiblizn€ 1 minutu. Po obarveni byla
jiz vidét pritomnost prenesenych proteini. Poté byla membrana odbarvovana pomoci
destilované vody a PBS s 0,1% Tweenem (PBS-T) a nasledovala blokace membrany z davodu
deaktivace volnych mist na membrané. Blokace trvala pfes noc do nasledujiciho dne pii 4 °C v
pfedem pripraveném roztoku 5% suSené¢ho mléka (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk,
Bio-Rad) v PBS. Po blokaci byla membrana druhy den promyta v PBS-T z divodu odmyti
nespecifickych vazeb.

4.4.2 Imunodetekce proteini na membrané

Membrana po obarveni a nasledném promyti byla rozstifihnuta na tfi ¢asti pro inkubaci
s primarnimi polyklonalnimi protilatkami proti AQN (anti-BHB3, krali¢i protilatka vyrobena
v Laboratofi biochemie reprodukce, Ustav molekularni genetiky, AV CR, Praha; Jonakova et
al. 1998) a AWN (anti-BHB7, krali¢i protilatka vyrobena v Laboratoti biochemie reprodukce,
Ustav molekularni genetiky, AV CR, Praha; Jonakova et al. 1998) spermadhesinu a fedény
v PBS v poméru 1:10 000, pfi¢emz posledni ¢ast membrany slouzila jako negativni kontrola,
ke které bylo pfidano pouze Cisté PBS. Kazda ¢ast membrany byla poté vlozena do samostatné
falkony a dana na rotacni tfepacku (MX-T6-Pro, DLAB Scientific, USA) na pfiblizn€ jednu
hodinu. Po 1 hoding byly membrany promyty 20 ml PBS-T po dobu 5 minut na rotacni tfepacce.
Tento postup byl zopakovan celkem 5x.

Pot¢ byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou proti kralicim
imunoglobulinim (Blotting Grade Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Horseradish Peroxidase
Conjugate; Bio-Rad) v fedéni 1:6000 v PBS. Sekundarni protilatka byla rozdelena do falkonek
po 2 ml a opét se takto membrany inkubovaly na rotacni tfepacce 1 hodinu. Po inkubaci
nasledovalo opét promyvani membran v PBS-T 5x po 5 minutach. Poté nasledovala samotna
detekce takto inkubovanych vzorka.

4.4.3 Detekce vzorku

Pred samotnou detekci NC membran bylo zapotfebi pfipravit chemiluminiscenc¢niho
substratu (SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo SCIENTIFIC,
USA) smichanim jeho dvou slozek v poméru 1:1 v celkovém mnozstvi 2 ml. Tento roztok byl
nanaSen na membranu. Proteiny na membrané byly poté zanalyzovany na pfistroji Azure c300
Gel Imaging System (Azure Biosystems, Dublin, California, USA).

4.4.4 Denzitometricka analyza a odecet molekulovych hmotnosti

U detekovanych proteinii byla provedena denzitometricka analyza pomoci programu
Image Studio Lite Ver 5.2 (LI-COR Biotechnology, USA). VSechny vysledky této analyzy byly
poté hodnoceny v programu Microsoft Excel (Microsoft Office Professional Plus 2021).
Normalizace dat byla vztazena k celkové nanasce proteint v jamce ¢i ke koncentraci proteint
v SP. V ramci vSech experimentt na vS§ech membranach byla normalizace dat vztazena ke kanci
jménem Chloér. Data z denzitometrické analyzy jsou prezentovana jako pramér + stfedni chyba
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pruméru (SEM) a statisticky vyhodnocena pomoci jednovybérového testu analyzy rozptylu
(ANOVA) v programu Microsoft Excel a v pfipadé€ srovnani primérné relativni optické denzity
sily signalu protilatky proti AQN a AWN spermadhesintim a jejich koncentrace proteinti v SP
u dvou vybranych kanct byl pouzit dvouvybérovy t-test s nerovnosti rozptylu také v programu
Microsoft Excel.

Pro vypocet molekulovych hmotnosti byly pouzity logaritmy vzdalenosti molekulovych
hmotnosti standardl, vytvofeny bodové grafy slinearnimi spojnicemi trendu a vytvorenim
rovnice, ze které byla vypocitana molekulova hmotnost daného proteinového prouzku pomoci
programu Microsoft Excel.

4.5 Imunofluorescencni mikroskopie

Pomoci imunofluorescen¢ni mikroskopie byla provedena lokalizace sledovanych
proteini AQN a AWN v kancich ejakulovanych spermiich. Pro imunofluorescencni
mikroskopii byly pfipraveny vzorky bud’ metodou vlhké fixace spermii na mikroskopické
skli¢ko s naslednou inkubaci protilatky na skli¢ku, ¢i inkubaci s protilatkou v suspenzi spermii.

4.5.1 Priprava vzorki pro imunofluorescenci

Pro imunofluorescenci byly pfipraveny vzorky ejakulovanych spermii. Od kanct bylo
vzdy odebrano po 1 ml nativniho ejakulatu (koncentrace spermii se pohybovala mezi 4 a 9 x
108 bunék/ml), ke kterému bylo pfidano 5 ml PBS a nasledné& zcentrifugovano na 300 x g po
dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a vzorky 3x promyty v 5 ml PBS a mezi promytimi
vzdy dany do centrifugy opét na 300 x g na 10 minut. Po promyti byly vzorky dotfedény PBS
do 1 ml, rozsuspendovany a rozdéleny po 200 pl do novych mikrozkumavek. Z téchto
mikrozkumavek se vzdy vyuzila pouze jedna, ktera byla rozdélena po 25 pl.

4.5.2 Priprava vzorku spermii fixovanych aceton/metanolem na mikroskopickém

sklicku

Pro pfipravu vlhké fixace na mikroskopické sklicko bylo ke vzorku 25 pl z predeslé
ptipravy ptidano 750 pl PBS (nejprve 500 pl a poté 250 pl) dle hustoty spermii ve vzorku. Pro
kazdého kance bylo vzdy piipraveno 5 sklicek s vyznacenymi koleCky pomoci hydrofobni fixy
(PAN Pen liquid blocker, Sigma-Aldrich). Do kazdého kolecka bylo napipetovano 20 ul ze
vzorku a dale byly vSechny vzorky jes§té zakapnuty 50 ul vymrazeného acetonu s metanolem
v poméru 1:1. Po inkubaci trvajici 5 minut byly preparaty oplachnuty PBS, osuseny a vlozeny
do krabicky do lednice pii 4 °C.

Pripravené vzorky po skladovani v lednici byly oplachnuty fyziologickym roztokem
(0,9% NaCl) a opatrn¢ osuseny. Na kazdy vzorek bylo naneseno 150 pul blokovaciho média
SuperBlock (Blocking Buffer in PBS, Thermo Fisher Scientific) a ve vlhké komirce
inkubovano 15-20 minut. Nasledovalo oplachnuti fyziologickym roztokem a osuSeni. Na
sklicka bylo naneseno po 100 pl primarni polyklonalni krali¢i protilatky proti AQN ¢i AWN
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spermadhesinu (anti-BHB3, anti-BHB7) fedéné v poméru 1:200 ve fyziologickém roztoku a na
sklicka urCena pro negativni kontrolu bylo napipetovano pouze 100 ul fyziologického roztoku.
Po hodinové inkubaci ve vlhké komdrce byla sklicka omyta fyziologickym roztokem a osuSena.
Déle bylo na sklicka napipetovano 100 pl sekundarni protilatky proti krali¢im
imunoglobulinim (anti-rabbit) konjugovana s Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen, USA).
Sekundarni protilatka byla fedéna v pomeéru 1:500, po 30 minutach inkubace ve vlhké komurce
opét byla sklicka omyta fyziologickym roztokem a osuSena. Do pravych kolecek bylo naneseno
100 pl fyziologického roztoku a do levych bylo naneseno pro kontrolu integrity akrozomu 100
ul PNA lektinu konjugovaného srhodaminem (Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector
Laboratories, USA) fedéného ve fyziologickém roztoku v poméru 1:1000. Po 15 minutach
inkubace ve vlhké komirce byly vzorky opét omyty fyziologickym roztokem a na zaveér jesté
destilovanou vodou a osuseny. Poté bylo na kazdé kolecko naneseno 8 pl montovaciho média
s DAPI (Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, USA) pro
oznaceni jader bunék. Nasledovalo prekryti krycimi skli¢ky a zalakovani preparatt. Poté byly
vzorky pfipravené k vyhodnoceni pod fluorescenénim mikroskopem.

4.5.3 Priprava vzorkiu spermii v suspenzi

Pro piipravu vzorku spermii v suspenzi byly vzorky o objemu 25 ul z ptedeslé ptipravy
dofedény do 100 ul PBS. Do 100 pl suspenze bylo pfidano dalsich 100 ul PBS s 1 pl priméarni
polyklonalni krali¢i protilatky proti AQN ¢i AWN spermadhesinu (fedéni 1:200), pficemz do
mikrozkumavky slouzici poté jako negativni kontrola nebyla pfidana zadnéd protilatka.
Mikrozkumavky byly vlozeny do vyhiivané tfepacky (TS-100, BioSan, Litva) na 2 hodiny pfi
teploté 37 °C a nasledné stoCeny v centrifuze na 300 x g po dobu 5 minut. Supernatant byl
odstranén a vzorky 3x promyty v 500 pl fyziologického roztoku (0,9% NaCl) a mezitim stoceny
na centrifuze pii 300 x g a 5 minutach. V kazdé mikrozkumavce bylo nechano 100 pl a nasledné
rozsuspendovano. Takto pfipravend a hotova suspenze byla napipetovana po 20 ul do
vyznacenych kolecek na sklickach a zafixovana 50 ul acetonu s metanolem v pomeéru 1:1.

Po fixaci byla sklicka po 5 minutach omyta fyziologickym roztokem a na kazdy vzorek
bylo naneseno 150 ul blokovaciho média SuperBlock (Blocking Buffer in PBS, Thermo Fisher
Scientific). Vzorky byly dany do temné vlhké komurky s navlhcenou bunicinou a ponechany
blokovat ptes noc v lednici pii 4 °C.

Nasledujici den byly vzorky po blokaci omyty ve fyziologickém roztoku, osuSeny a
nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou proti krali¢im imunoglobulinim (anti-rabbit)
konjugovana s Alexa Fluor™ 488 (Invitrogen). Sekundarni protilatka byla na vzorky
napipetovana po 100 ul v poméru fedéni 1:500, pficemz inkubace trvala 30 minut. Po pal
hodiné byly vzorky omyty, osuSeny a do pravych (kontrolnich) kolecek bylo naneseno 100 pul
fyziologického roztoku. Do levych kolecek bylo naneseno pro kontrolu integrity akrozomu 100
ul PNA lektinu konjugovaného srhodaminem (Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector
Laboratories, USA) fedéného ve fyziologickém roztoku v poméru 1:1000. Po 15 minutach
inkubace ve vlhké komurce byly vzorky opét omyty fyziologickym roztokem, osuseny a na
zaveér omyty destilovanou vodou a znovu osuseny. Poté bylo na kazdé kolecko naneseno 8 pl
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montovaciho média s DAPI (Vectashield Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector
Laboratories) pro oznaceni jader bunék. Nasledovalo prekryti sklicky a zalakovani preparatu.
Poté byly vzorky pfipraveny k vyhodnoceni pod fluorescenénim mikroskopem.

4.5.4 Mikroskopické hodnoceni vzorku

Pripravené a zalakované preparaty byly hodnoceny pod fluorescencnim mikroskopem
Nikon Eclipse E 600 (Nikon, Japonsko) pii 400x zvétSeni, zdokumentovany pomoci kamery
Nikon Digital Sight DS-Fil (Nikon, Japonsko) a pocitatového softwaru pro analyzu obrazu
NIS Elements (Nikon, Japonsko).
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S Vysledky

V této diplomové praci bylo vyuzito celkem sedm riiznych kanct, kterym byly odebrany
a zpracovany ejakulaty béhem obdobi ¢erven az listopad (viz Tabulky €. 1-3). Podatilo se ziskat
ejakulaty od téchto kanca Chlor, Jeep, Jura, Krysa, Igor, Gral, Larva, ptfiCemz néktefi z nich
byli odbrani opakované.

Pro detekci spermadhesint v SP byli vyuziti podle planovanych experimenti a mozné
dostupnosti kanci Chlor, Jeep, Jura, Krysa, Igor, Gral a Larva. Pro spermie Chlor, Jeep, Jura a
Krysa a pro detekci spermadhesinti na povrchu proteind byli vyuziti kanci Chlér, Jura a Kuna.

5.1 Koncentrace proteini semenné plazmy

Koncentrace proteint byly naméteny po zpracovani SP ziskané z jednotlivych ejakulata
(viz kapitola 4.2).

Koncentrace byly prepocitany na mnozstvi proteind v 3 ul a 5 pl (viz Tabulka €. 4), dle
toho, jestli se vyuzil desetijamkovy ¢i patnactijamkovy hiebinek (viz kapitola 4.3).

Tabulka ¢. 4: Vzorky SP se jmény jednotlivych kancu, datem jejich odbéru, zpracovdni spolu se
zmeérenymi koncentracemi proteinu v jednotlivych ejakuldtech.

Jméno Datum odebrani a | Koncentrace proteini | Mnozstvi proteinta ve | MnoZzstvi proteinu v 5
kance zpracovani v SP (mg/ml) 3ul pl
Chlér 6.6.2022 1,20 0,0360 0,0600
Chlér 27.6.2022 1,06 0,0318 0,0530
Chlér 20.9.2022 1,73 0,0519 0,0865
Chlér 3.10.2022 1,41 0,0423 0,0705
Jura 6.9.2022 1,89 0,0567 0,0945
Jura 20.9.2022 1,68 0,0504 0,0840
Jura 3.10.2022 1,26 0,0378 0,0630
Jeep 6.6.2022 1,99 0,0597 0,0995
Jeep 27.6.2022 2,05 0,0615 0,1025
Krysa 6.9.2022 2,06 0,0618 0,1030

5.2 Detekce AQN a AWN spermadhesinu v SP a spermiich kancu

AQN a AWN spermadhesiny byly detekovany ze zpracovanych nativnich ejakulatt (viz
kapitola 4.2) a pro separaci proteini SP byla pouzita SDS elektroforéza (viz kapitola 4.3),
Vzorky SP byly elektroforeticky rozdéleny a gel byl obarven pro vizualizaci proteini (viz
kapitola 4.3). Vysledky barveni gelu SP jsou zobrazeny na obrazku ¢. 4, kde je zobrazen
proteinovy profil SP jednotlivych kanct. Nejvice proteini bylo zaznamenano v molekulové
hmotnosti mezi 12-18 kDa, kde predpokladame vyskyt spermadhesini. Dalsi proteiny jsou
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slabé viditelné mezi 20 a 30 kDa, které jsou zastoupeny ve velmi malé mife. V rozmezi
molekulovych hmotnosti mezi 40 a 70 kDa a také >250 kDa pak byly nalezeny vyrazné&jsi
proteinové prouzky.
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20 .- Obrazek ¢. 4: Vizualizace proteinu SP pomoci Coomassie

Brilliant Blue R-250 ziskanych od riiznych kancii.

— 12-18 kDa
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Elektroforeticky rozd€lené proteiny byly pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu
metodou Western blot (viz kapitola 4.4) a nasledn¢ byla provedena detekce AQN a AWN
spermadhesini pomoci specifickych protilatek (viz kapitola 4.4.2). Pro detekci celkové nanasky
proteint ve vzorcich SP pro detekci AQN proteinu byly membrany reverzibilné barveny na
proteiny (Obr. ¢. 5A). V proteinovém profilu SP nebyly mezi vzorky jednotlivych kanca
zietelné zadné vyraznéjsi rozdily.

Detekce AQN spermadhesinu v SP probéhla celkem na osmi membranach a
reprezentativni vysledek detekce je zobrazen na obrazku ¢. 5B. Protilatkou proti AQN
spermadhesinu byl detekovan vyrazny proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti 13 kDa
(Obr. ¢. 5B), nicméné tento prouzek neni zcela homogenni a detekce spermadhesinu AQN
v kanci SP odhalila, ze molekulova hmotnost tohoto proteinu se pohybuje v rozmezi 11-16 kDa.
Dal§im vyrazné€j§im proteinovym prouzkem pii detekci spermadhesinu AQN, je pruh o
molekulové hmotnosti kolem 150 kDa, ktery se vyskytuje u vSech vzork. Stanovené
molekularni hmotnosti jsou oznaceny na obrazku ¢. 5B Sipkami a popisky.

Membrany, které slouzily pro negativni kontrolu, byly inkubovany pouze se sekundarni
protilatkou bez protilatky primarni. Na membranach nebyla zaznamenana zadna pozitivni
reakce (Obr. ¢. 5C).
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Obrazek ¢. 5: Vizualizace proteinii SP kancii pomoci Ponceau na NC-membrané (A),
imunodetekce AQN spermadhesinu (B) a negativni kontrola po inkubaci pouze se sekunddrni

protilatkou (C).

Pro vyhodnoceni zastoupeni spermadhesini AQN a AWN v SP jednotlivych kancta byla
provedena denzitometrickd analyza (viz kapitola 4.4.4). Vysledek denzitometrické analyzy
u AQN spermadhesinu je zobrazen na Grafu. ¢. 1. Na tomto grafu je zfetelnd individualita
relativni optické denzity miry signalu protilatky proti spermadhesin AQN mezi SP jednotlivych
kanct. U spermadhesinu AQN nejnizsi pruimérné hodnoty detekce vykazoval kanec Gral a
nejvyssi Chlor, ke kterému jsme vysledky vztahovaly v ramci vSech experimentil. U ostatnich

kanct byly vysledky podobné.

Detekce AQN spermadhesinu

1,2

0,8 1
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RELATIVN{ OPTICKA DENZITA
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Graf ¢.1: Prumérnd relativni
opticka denzita poméru sily
signalu protildtky proti AN
a celkové nandsSky proteinii
stanovené denzitometricky u
Jednotlivych vzorkii proteinii
SP spolecné s jejich + SEM,

pricemz  vysledky  jsou
vztazeny ke kanci jménem
Chlor. Nebyl zjistén

statisticky vyznammny rozdil
(p=0,24745).

Data byla statisticky vyhodnocena (viz kapitola 4.4.4, viz ptiloha tabulka P1) a
u poméru sily signalu a celkové nanasky proteini nebyl u AQN spermadhesinu zjistén
statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).
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Na Grafu ¢. 2 bylo u Ctyf kanct, u nichz byla zmétena koncentrace proteint v jejich SP
provedeno porovnani pomeéru sily signalu protilatky proti AQN spermadhesinu k celkové
nanasce proteind zjiS§téné denzitometricky a poméru sily signalu k naméfené koncentraci
proteint v SP (viz tabulka ¢. 4). Nejvyssich hodnot nabyval kanec Chlor, ke kterému jsou
vysledky vztazeny, zatimco u ostatnich kanct byly vysledky nizsi a ukazujici na srovnatelné
mnozstvi AQN spermadhesinu.

Pomeéru sily signalu detekovaného AQN spermadhesinu vztazeny k celkové nanasce
proteinti nebyl statisticky vyznamné rozdilny mezi kanci, zatimco u poméru sily signalu
protilatky proti AQN k nameéfené koncentraci proteinti v SP byl statisticky vyznamny rozdil
zjistén (p<0,05).

Graf ¢.2: Prumérna relativni
opticka denzita sily signdlu
protilatky proti AON a celkové
nandsky proteini, kde statisticky
{» vyznamny rozdil zjistén nebyl
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proteinii v SP stanovené
@ Signal/koncentrace denzitoometricky u Jednotlivych
sp vzorku SP kancii, kde byl zjistén
p=0.01003 statisticky  vyznamny  rozdil
0 (p=0,01003). Vysledky jsou
Chlér Jeep Jura Krysa zobrazeny spolecné s jejich +
SEM a vztazeny ke kanci jménem

Chlor.

RELATIVNI OPTICKA DENZITA
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Celkova nanaska proteini pro detekci AWN spermadhesinu ve vzorcich SP byla
kontrolovana barvenim membran na proteiny (Obr. ¢. 6A).

Signal protilatky proti AWN spermadhesinu v SP probé&hl stejné jako u AQN
spermadhesinu celkem na osmi membranach, pfi¢emz jedna z jeho detekci je zobrazena na
obrazku ¢. 6B. Protilatkou proti AWN spermadhesinu byl detekovan vyrazny proteinovy
prouzek o molekulové hmotnosti 13 kDa (Obr. ¢. 6B). Detekce spermadhesinu AWN (Obr. €.
6B) v kanci SP odhalila, ze molekulova hmotnost tohoto proteinu se pohybuje v rozmezi 13-17
kDa. Dal§im vyrazné&jS$im proteinovym prouzkem na detekci spermadhesinu AWN, je pruh o
molekulové hmotnosti kolem 75 kDa, ktery se vyskytuje u vSech vzorkd. Stanovené
molekularni hmotnosti jsou oznaceny na obrazku ¢. 6B Sipkami a popisky. Membrany, které
slouzily pro negativni kontrolu, byly inkubovany pouze se sekundarni protilatkou bez protilatky
primarni. Na membranach nebyla zaznamenana zadna detekce (Obr. €. 6C).
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Obrazek ¢. 6: Vizualizace proteinii SP kancii pomoci Ponceau na NC-membrané (A),
imunodetekce AWN spermadhesinu (B) a negativni kontrola po inkubaci pouze se sekunddrni
protilatkou (C).

Vysledek denzitometrické analyzy u AWN spermadhesinu je zobrazen na Grafu. ¢. 3
Na tomto grafu je zfetelna individualita relativni optické denzity miry signalu protilatky proti

spermadhesinu AWN mezi SP jednotlivych kanct spolecné s jejich velkymi odchylkami.
U spermadhesinu AWN nejnizsi primérné detekované mnozstvi proteinu na podobné

urovni vykazovali kanci Jeep a Krysa, zatimco nejvyssi vykazoval kanec Jura. Nejvétsi
variabilitu v+ SEM v detekovaném mnozstvi vykazoval kanec Larva. Vysledky byly vztazeny
ke kanci jménem Chlor.

. Graf  ¢.3: Priimérna
Detekce AWN spermadhesinu o, o .
relativni  opticka denzita
s p=0,575202 5 ) o
< pomeéru sily signdlu
N 1,6 o :
§ L protilatky proti AWN a
< 1.2 | celkové nandasky proteimi u
§ 1 1 Jjednotlivych vzorkii proteinii
; 0,8 SP spolecné s jejich £ SEM,
E 0,6 pricemz  vysledky  jsou
o 04 vztazeny ke kanci jménem
0,2 . .
o Chlor. Nebyl zjistén
Chlér Gral Igor Jeep Jura Krysa  Larva StaﬁSﬁCky vyznamny rozdil

(p=0,575202).

Data byla vyhodnocena (viz kapitola 4.4.4, viz ptiloha tabulka P2) a u poméru sily
signalu k celkové nanasSce proteint zjisténé denzitometricky nebyl u AWN spermadhesinu
stejné jako tomu bylo u spermadheisnu AQN zjistén statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).

Na Grafu ¢. 4 bylo u Ctyf kanct, u nichz byla zmétena koncentrace proteint v jejich SP
provedeno porovnani pomeéru sily signalu protilatky proti AWN spermadhesinu a celkové
nanasky proteint stanovené denzitometrickou analyzou a poméru sily signalu vztazeného ke
koncentraci proteini v SP. Nejvétsi rozdil v prumémych hodnotach obou méfeni vykazoval
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kanec Jura, zatimco u ostatnich kanct byly vysledky srovnatelné. Vysledky byly opét vztazeny
ke kanci Chlorovi, u kterého byl proveden nejvétsi pocet opakovanych experimentu.

Stejné jako vysledk vyhodnoceni pomeéru sily signalu a celkové nanasky proteind u
detekce AWN spermadhesinu nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil, tak u poméru sily
signaly protilatky vztazenému ke koncentraci proteini v SP statisticky vyznamny rozdil
(p>0,05) nebyl také nalezen.

Graf  c¢4:  Prumérnd
relativni optickd denzita
sily signdlu protildtky proti

Detekce AWN spermadhesinu

< 1’2 AWN a celkové nandsky
5 proteinit, kde statisticky
é L4 0 Signal/celkové vyznamny rozdil  zjistén
g 12 proteiny nebyl  (p=  0,575202)
S 1 —mm {» p=0,575202 v porovhdni S primérnou
08 relativni denzitou
3 0,6 celkového  signdlu  a
- 04 @ Signdl/koncentrace  koncentrace proteinit v SP
’ P ) stanovené denzitometricky

0,2 p=0.1451 . . .
o u jednotlivych vzorkii SP

kancii, kde nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil
(p=0,1451). Vysledky jsou zobrazeny spolecné s jejich + SEM a vztazeny ke kanci jménem
Chlor.

Chlor Jeep Jura Krysa

Ze vsech kanct byly vybrany dva, a to konkrétné Jeep a Chlor, z divodu nejvice
opakovanych experimentt detekce. U téchto dvou kancti byla porovnana prumérna relativni
opticka denzita sily signalu protilatky proti AQN a AWN spermadhesinim vztazena k celkové
koncentraci proteint v SP (viz Graf ¢.5 a Graf ¢.6).

Signal AQN v SP/koncentrace Signal AWN v SP/koncentrace
proteind v SP proteind v SP
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Graf ¢.5: Prumérna relativni  opticka Graf ¢.6: Prumérna relativni optickd
denzita sily signalu protildatky proti AON denzita sily signdlu protildtky proti AWN
spermadhesinu a jeho koncentrace proteinii spermadhesinu a jeho koncentrace proteinii
v SP spolecné s jejich £+ SEM u dvou v SP spolecné s jejich + SEM u dvou
vybranych kanci. Statisticky vyznamny vybranych kancu.  Statisticky vyznamny
rozdil zjistén nebyl (p=0,07006). rozdil nebyl zjisten (p= 0,08253).
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Stejné jako u SP byly AQN a AWN spermadhesiny detekovany v lyzatech spermii ze
zpracovanych nativnich ejakulatt (viz kapitola 4.2) a pro separaci proteinti spermii byla pouzita
SDS elektroforéza (viz kapitola 4.3). Vzorky lyzati spermii byly elektroforeticky rozd€leny a
gel byl obarven pro vizualizaci proteinu (viz kapitola 4.3). Vysledky barveni gelu proteina
spermii jsou zobrazeny na obrazku €. 7, kde jsou zfetelné proteiny v oblasti o molekulové
hmotnosti mezi 12-18 kDa se silnéj§imi detekovanymi prouzky jsou prouzky kolem 14 kDa a
15 kDa a ptredpokladame zde vyskyt spermadhesint. Dalsi proteinové prouzky jsou jasné
viditelné mezi 20 a 25 kDa, kolem 45 kDa a 50 kDa a také >250 kDa.
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Rozdélené proteiny spermii byly pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu metodou
Western blot (viz kapitola 4.4) a nasledné byla provedena detekce AQN a AWN spermadhesint
(viz kapitola 4.4.2).

Pro zjisténi celkové nanasky proteini ve vzorcich spermii byly membrany barveny na
proteiny (Obr. €. 8A).

Detekce AQN spermadhesinu ve spermiich kancti pomoci specifické protilatky
probé&hla celkem na Ctyfech membranach a na obrazku 8B je zobrazena jedna z téchto detekci.

Protilatkou proti AQN spermadhesinu byl detekovan vyrazny proteinovy prouzek
o molekulové hmotnosti 15 kDa (Obr. ¢. 8B). Nicmén¢ je celkové viditelna detekce v rozmezi
13-16 kDa. Navic byl zaznamenan slaby signal protilatky také v oblasti >75 kDa. Tyto
hmotnosti jsou vyznaCeny na obrazku ¢. 8B Sipkami s popisky.

Membrany, které slouzily pro negativni kontrolu, byly inkubovany pouze se sekundarni
protilatkou bez protilatky primarni. Na téchto membranach nebyla zaznamenana zadna
pozitivni reakce s protilatkou (Obr. €. 8C).
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Obrazek ¢. 8: Vizualizace proteinii kancich spermii pomoci Ponceau (4), imunodetekce AQN
spermadhesinu (B) a negativni kontrola po inkubaci pouze se sekunddrni protilatkou (C).

Pro vyhodnoceni zastoupeni spermadhesinit AQN a AWN ve spermiich u jednotlivych
kanct byla provedena denzitometricka analyza (viz kapitola 4.4.4). Na grafu ¢. 7 je zfetelna
individualita poméru relativni optické denzity miry signalu protilatky proti AQN
spermadhesinu a koncentraci spermii jednotlivych kanct. Nejvyssich nameéfenych hodnot
vykazuje kanec Krysa a tento rozdil byl statisticky vyhodnocen (viz kapitola 4.4.4, viz ptiloha
tabulka P3) jako vyznamny (p<0,00001). U dalSich kanca byly stanovené hodnoty mnoZzstvi
AQN spermadhesinu ve spermiich srovnatelné. Naméfené hodnoty optické denzity byly opét
vztahovany ke kanci jménem Chlor.

Na grafu ¢. 8 je vidét individualita poméru relativni optické denzity miry signalu
protilatky proti spermadhesinu AQN vztazeného k celkové nanasce proteind u jednotlivych
kancli, nicméné primér stanovenych hodnot je velmi vyrovnany mezi vS§emi ¢tyfmi kanci. Po
statistickém vyhodnoceni vysledkt (viz kapitola 4.4.4, viz priloha tabulka P4) nebyl nalezen
vyznamny rozdil (p>0,05) v mnozstvi AQN spermadhesinu v lyzatech spermii jednotlivych
kanct.
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Graf ¢.7: Relativni optickd denzita poméru Graf ¢.8: Relativni optickd denzita poméru
signalu protilatky proti AQN a koncentrace signalu protilatky proti AOQN a celkové
spermii spolecné s jejich = SEM. Statisticky nandsky proteinii spolecné s jejich = SEM.
vyznamny rozdil zjistén byl (p=0,00001). Statisticky vyznamny rozdil nebyl zjistén

(p=0,0,28237).

Stejné jako u predchozich detekci byly membrany pro stanoveni celkové nanasky
proteint ve vzorcich spermii barveny na proteiny (Obr. €. 9A).

Detekce signalu protilatky proti AWN spermadhesinu ve spermiich kanct probé&hla jako
v predchozim experimentu celkem na Ctyfech membranach a jedna ztéchto detekci je
zobrazena na obrazku ¢. 9B.

Protilatkou proti AWN spermadhesinu byl detekovan vyrazny proteinovy prouzek
o molekulové hmotnosti 15 kDa (Obr. ¢. 9B). Celkova detekce AWN spermadhesinu ve
spermiich ukazala, ze protilatka znaci v rozmezi molekulovych hmotnosti 13-18 kDa néekolik
forem tohoto proteinu. Dal§imi vyrazné€jsim detekovanymi proteinovymi prouzky byly proteiny
molekulové hmotnosti kolem 25 kDa a 36 kDa, které jsou vyraznéji viditelné predevsim
u kance Jury. Tyto hmotnosti jsou oznaceny na obrazku ¢. 9B Sipkami a popisky.

Membrany, které slouzily pro negativni kontrolu, byly inkubovany pouze se sekundarni
protilatkou bez protilatky primarni. Na membrané nebyla zaznamenana zadna pozitivni reakce
(Obr. €. 9C).
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Obrazek ¢. 9: Vizualizace proteimi kancich spermii pomoci Ponceau (4), imunodetekce AWN
spermadhesinu (B) a negativni kontrola po inkubaci pouze se sekunddrni protilatkou (C).

Na grafu €. 9 je vyhodnoceni poméru relativni optické denzity miry signalu protilatky
proti AWN spermadhesinu a koncentracemi spermii jednotlivych kanci. Je zde zietelna
individualita v mnozstvi AWN proteinu, kdy nejvyssi prumémé hodnoty optické denzity
detekovaného proteinu dosahl kanec Krysa stejné jako u AQN spermadhesinu. Primérné
hodnoty u dalSich kancti jsou srovnatelné.

Zatimco na grafu ¢. 10 je vidét individualita poméru relativni optické denzity miry
signalu protilatky proti spermadhesinu AWN a celkové nanasky proteind u jednotlivych kancu.
V tomto piipadé nejvysSich hodnot dosahoval kanec Jeep a nejnizsi hodnoty mél opét kanec
Jura. Kanec Chlor, ke kterému jsou vysledky vztahovany se priblizoval spiSe k hodnotam kance
Jury, zatimco kanec Jura se pfiblizoval k vy§§im hodnotam kance Jeepa.
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Graf ¢.9: Relativni optickd denzita poméru
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Graf ¢.10: Relativni opticka denzita poméru
signalu protilatky proti AWN a celkové
nandsky proteinii spolecné s jejich £ SEM.
Statisticky vyznamny rozdil nebyl zjistén
(p=2,0249).

Data byla vyhodnocena (viz kapitola 4.4.4, viz pfiloha tabulka P5) a stejné jako u
spermadhesinu AQN nebyl u spermadhesinu AWN zjistén statisticky vyznamny rozdil (p>0,05)
v podilu signalu a celkové nanasky, zatimco v podilu signalu a koncentrace spermii u AWN
spermadhesinu statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) zji§tén byl (viz pfiloha tabulka P6).

5.2.1 Detekce AQN a AWN spermadhesinii na povrchu kancich spermii

Byly izolovany povrchové proteiny z kancich ejakulovanych spermii (viz kapitola 4.2.3)
od 3 kancti po dvou riznych odbérech. Povrchové proteiny byly elektroforeticky rozdéleny a
gel byl obarven pro vizualizaci izolovanych proteina (viz kapitola 4.3). Vysledky barveni gelu
spermii jsou zobrazeny na obrazku ¢. 9. Molekulové hmotnosti, v jakych pfedpokladame
spermadhesiny jsou slabgji viditelné u vSech kanct kolem 14 kDa. Dalsi proteiny jsou slabé
viditelné u dvou vzorkl okolo 22 kDa a u par vzorkt je viditelna forma >48 kDa.
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Obrazek ¢. 9: Vizualizace proteimi na povrchu

kancich spermii pomoci Coomassie Brilliant
0% Blue R-250 ziskanych od tii kancii.
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Rozdélené proteiny povrchovych proteini spermii byly pfeneseny na nitrocelul6zovou
membranu metodou Western blot (viz kapitola 4.4) a provedena detekce AQN a AWN
spermadhesinil pomoci protilatek (viz kapitola 4.4.2).

Detekce AQN spermadhesinu v proteinovém extraktu z povrchu spermii byla
provedena celkem ve tfech replikatech a jedna z téchto detekci je zobrazena na obrazku ¢. 10A.
Protilatkou proti AQN spermadhesinu byly detekovany tfi vyraznéj§i proteinové prouzky o
molekulové hmotnosti kolem 12 kDa, 14 kDa a 16 kDa. U vsech vzorka byla viditelna forma
predevsim o 12kDa. Zminéné detekované formy jsou oznaceny na obrazku €. 10A Sipkami
a popisky, pficemz na prvni pohled je zcela jasna individualita mezi jednotlivymi kanci.

Membrany, které slouzily pro negativni kontrolu, byly inkubovany pouze se sekundarni
protilatkou bez protilatky primarni. Na membrané nebyla zaznamenana zadna pozitivni reakce
(Obr. ¢. 10B).
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Obrazek ¢. 10: Imunodetekce AQN spermadhesinu v extraktech proteimi izolovanych z
povrchu kancich spermii (A) a negativni kontrola po inkubaci pouze se sekunddrni protildtkou

(B).

Pro vyhodnoceni zastoupeni spermadhesini AQN a AWN na povrchu spermii
jednotlivych kanct byla provedena denzitometricka analyza (viz kapitola 4.4.4, viz priloha
tabulka P7). Vysledek denzitometrické analyzy u AQN spermadhesinu je zobrazen na Grafu. ¢.
11. Na tomto grafu je zfetelna individualita relativni optické denzity miry signalu protilatky
proti spermadhesinu AQN v extraktu povrchovych proteinti spermii jednotlivych kanca. U
spermadhesinu AQN nejvyssich primérnych hodnot detekovaného AQN proteinu vykazoval
kanec Jura a nejnizsi Chlor, ke kterému jsme vysledky vztahovaly v ramci vSech experiment.
Data byla statisticky vyhodnocena (viz kapitola 4.4.4) a u pomeéru sily signalu a celkové
nanasky proteinli nebyl u AQN spermadhesinu zjistén statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).
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Spermadhesin AWN byl detekovan v proteinovém extraktu z povrchu spermii. Tato
detekce byla provedena celkem tiikrat a jedna z téchto detekci je zobrazena na obrazku ¢. 11A.
Protilatkou proti AQN spermadhesinu byly detekovany tfi vyraznéj§i proteinové prouzky o
molekulové hmotnosti kolem 13 kDa, 15 kDa a 16 kDa, ale u vSech vzorka byla zietelna
predevs§im 15 kDa forma. Tyto formy jsou zobrazeny na obrazku ¢.11 s Sipkami a s popisky.
Individualita mezi kanci je vSak naprosto viditelna.

Membrany pro negativni kontroly, byly inkubovany jen s protilatkou sekundarni bez
protilatky primarni. Na téchto membranach nebyla zaznamenana zadna pozitivni reakce (Obr.
¢. 11B).
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Obrazek ¢. 11: Imunodetekce AWN spermadhesinu na povrchu kancich spermii (4) a negativni
kontrola po inkubaci pouze se sekunddrni protilatkou (B).

Vysledek denzitometrické analyzy u AWN spermadhesinu je zobrazen na Grafu. ¢. 12.
Na tomto grafu je viditelna individualita relativni optické denzity miry signélu protilatky proti
spermadhesinu AWN vztazené k celkové nanasce proteinii v extraktu proteinli izolovanych z
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povrchu spermii jednotlivych kanca. Nejvyssi prumérné hodnoty detekovaného AWN proteinu
vykazoval kanec Jura a nejnizsi Chlor, ke kterému byly vysledky vztahovany v ramci vSech
experimentu. Data byla statisticky vyhodnocena (viz kapitola 4.4.4, viz pfiloha tabulka P8) a
u poméru sily signalu a celkové nanasky proteini nebyl u AWN spermadhesinu zjistén
statisticky vyznamny rozdil (p>0,05).
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& . \ Graf ¢. 12: Prumérna relativni optickd denzita
g ' sily signalu protilatky proti AWN u jednotlivych
g ! vzorkit proteinit z povrchu proteimi spolecné
0,5 s jejich £ SEM, pricemz vysledky jsou vztazeny
0 ke kanci jménem Chlor. Statisticky vyznammny
Chlér Kuna Jura rozdil nebyl zjistén (0,52026).

5.3 Lokalizace AQN a AWN spermadhesinu ve spermiich pomoci nepiimé
imunofluorescence

Pro detekci a presnou lokalizaci spermadhesinii na ejakulovanych spermiich byly
vyuzity vzorky z odbérti celkem od péti kanci.

Byly pripraveny prepraty vzorkt spermii v suspenzi nebo fixovanych na mikroskopickém
skle inkubované s protilatkou proti AQN ¢ AWN spermadhesinim (viz kapitola 4.5).
K vizualizaci byla pouzita sekundarni protilatka konjugovana s Alexa Fluor™ 488 (zelena
fluorescence). Pomoci PNA lektinu konjugovaného s rhodaminem byl vizualizovan akrozom
spermii (Cervena fluorescence) a jadra spermii byla znaCena pomoci DAPI (modra
fluorescence) v montovacim médiu. Spermie pro negativni kontroly byly inkubovany pouze se
sekundarni protilatkou proti krali¢im imunoglobulintim.

Na obrazku ¢. 12 jsou zobrazeny kanci ejakulované spermie, které byly fixovany
aceton/metanolem s detekovanym AQN proteinem. Spermadhesin AQN byl pomoci protilatky
lokalizovan predevsim na povrchu akrozomalni Cepicky, v oblasti krcku a stfedni ¢asti biciku
(Obr. ¢. 12A, A"). Naobrazku ¢. 12A’, B’, C’ je zobrazen detail lokalizace AQN spermadhesinu
na dvou ejakulovanych spermiich fixovanych aceton/metanolem.
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Obrazek ¢. 12: Imunolokalizace AQN spermadhesinu v ejakulovanych kancich spermiich
fixovanych aceton/metanolem pomoci specifické protilatky (A, A’), jadro znacené DAPI (B, B’),
znaceny akrozom pomoci PNA lektinu (C, C') a negativni kontrola pouze se sekunddrni
protilatkou (D).

Na obrazku ¢. 13 jsou zobrazené kanci ejakulované spermie, které byly fixovany
aceton/metanolem, kde byl detekovan AWN protein. Spermadhesin AWN byl pomoci
protilatky lokalizovan predevsim na povrchu hlavicky, v oblasti krcku a po celém biciku (Obr.
¢. 13A, A"). Na obrazku ¢. 13 (A’, B, C’) je zobrazen detail lokalizace AWN spermadhesinu
na jedné ejakulované spermii fixované aceton/metanolem.
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Obrazek ¢. 13: Imunolokalizace AWN spermadhesinu v ejakulovanych kancich spermiich
fixovanych aceton/metanolem pomoci specifické protilatky (A, A'), jadro znacené DAPI (B, B’),
znaceny akrozom pomoci PNA lektinu (C, C') a negativni kontrola pouze se sekunddrni
protilatkou (D).

Obrazek ¢. 14 predstavuje kanci ejakulované spermie pfipravené v suspenzi, kdy nebyla
permeabilizovana plazmaticka membrana spermii a spermadhesin AQN byl pomoci protilatky
lokalizovan pfimo na povrchu bunék. AQN protein byl nalezen po celé hlavicce 1 biciku
spermie (Obr. ¢. 14A, A”"). Na obrazku ¢. 14 (A’, B’, C’) je zobrazen detail lokalizace AQN
spermadhesinu na povrchu jedné ejakulované spermie.

™ akrozom

Obrazek ¢. 14: Imunolokalizace AQN spermadhesinu v ejakulovanych kancich spermiich
inkubovanych v suspenzi se specifickou protilatkou (A, A’), jadro znacené DAPI (B, B’),
znaceny akrozom pomoci PNA lektinu (C, C') a negativni kontrola pouze se sekunddrni
protilatkou (D).
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Obrazek ¢. 15 predstavuje kanci ejakulované spermie pfipravené v suspenzi
s nepermeabilizovanou plazmatickou membranou spermii a spermadhesin AWN byl pomoci
protilatky lokalizovan pfimo na povrchu bunék. AWN protein byl detekovan po celé hlavicce i
biciku spermie (Obr. ¢. 15A, A”). Na obrazku ¢. 15 (A’, B’, C) je zobrazen detail lokalizace
AWN spermadhesinu na povrchu dvou ejakulovanych spermii.

hlavi¢ka

Obrazek ¢. 15: Imunolokalizace AWN spermadhesinu v ejakulovanych kancich spermiich
inkubovanych v suspenzi se specifickou protilatkou (A, A’), jadro znacené DAPI (B, B’),
znaceny akrozom pomoci PNA lektinu (C, C') a negativni kontrola pouze se sekunddrni

protilatkou (D).
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6 Diskuze

Semenna plazma (SP) je slozena pfevazné z proteind, jenz jsou nezbytné pro normalni
funkci spermii a pro plodnost kance, protoze poskytuji nutric¢ni podporu a ochranné prostredi
pro spermie (Flowers et al. 2016). Proteiny v SP mohou ovliviiovat také preziti spermii pfi
kryokonzervaci a nasledném rozmrazeni, anebo branit kapacitatnim zménam, ke kterym muze
dojit b€hem téchto procesu (Topfer-Petersen et al. 2005).

Nejvice prozkoumanymi proteiny v SP kanci s velmi dobfe popsanou strukturou a
kompletni charakterizaci jsou spermadhesiny (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Spermadhesiny
tvori hlavni proteinovou slozku (75-90 %) SP kancti a jejich velikost se pohybuje kolem 12-16
kDa (Topfer-Petersen et al. 1998, Hoffner et al. 2020a). V podobnych molekulovych vahach
jsme oba zkoumané spermadhesiny detekovali pomoci specifickych protilatek, a to jak v SP,
ejakulovanych spermiich, tak také v extraktech proteind spermii cilené izolovanych z jejich
povrchu. Tato pozitivni detekce spermadhesini byla potvrzena ve vSech opakovanich.
Detekovali jsme vzorky celkem od sedmi kanci plemene Duroc, piicemz stabilné jsme dale
pracovali pouze s ejakulaty od ctyf kancl, od kterych jsme ziskali vzorky z vice odbért
z ruznych dnt.

Prestoze jsou spermadhesiny popisovany jako hlavni proteiny kanci SP, tak jejich
ptitomnost je popsana i na povrchu membrany spermii. Jejich mozné ucinky na spermie jsou
od motility az po interakci s oocytem (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005, Manaskova et Jonakova
2008). Spermadhesiny svou vazbou na povrch spermii vytvati proteinové obalové vrstvy a také
se ucastni raznych typu interakci v dalSich krocich reprodukéniho procesu (Manaskova et
Jonakova 2008), a proto jsme se i v nasi studii zaméfili na detekci spermadhesinii nejen u
vzorku SP, ale i v proteinovych lyzatech spermii vCetné izolovanych proteint z jejich povrchu.
I pfes to, ze povrch spermii je pokryt velkym mnozstvim riznych spermadhesini (Dostalova et
al. 1994), tak ale relativni mnozstvi riznych spermadhesinti na povrchu ejakulovanych spermii
neodrazi jejich relativni mnozstvi v SP. Mnozstvi AWN, AQN-1 a AQN-3 je az dvakrat vyssi
ve spermiich nez v SP, zatimco naopak koncentrace AQN-2 spermadhesinu je ve spermiich
niz8i nez v SP (Sinowatz et al. 1995). Vétsina diivéjSich praci vyuzivala vzorky ejakulatu
smichanych od nékolika kanct, jako napfiklad studie Manaskova et al. (2003), coz vSak
neukazovalo individualitu mezi jednotlivci. NaSe prace vSak ukazala, ze mezi jednotlivymi
kanci byla individualita prokazana. Naptiklad v mnozstvi celkové nanasky proteini v SP byla
u kance Krysy jedna z nejnizSich, avSak mnozstvi celkové nanasky proteini ve spermiich
vykazovalo u tohoto kance hodnoty nejvyssi oproti ostatnim kancim. V nasi praci jsme se vSak
nezabyvali rozdilem mnozstvi proteini v SP a vazanych na spermie, je zde ale moznost do
budoucna dalsiho zajimavého vyzkumu.

Pritomnost spermadhesinii je v procesu fertilizace kliCova a ukazuje jasnou roli
spermadhesind v tomto procesu u prasat (Jonakova et al. 2000), coz dokazuje fakt, Ze u zadného
ze vzorki nebyla vtéto praci detekce mnozstvi navazanych spermadhesinii negativni.
V prabéhu fertilizace mohou mit spermadhesiny rizné role, jelikoz se G€astni procesu jako je
kapacitace a tvorba oviduktalniho rezervoaru (Jonakova et al. 2000, Topfer-Petersen et al.
2005). Spermie se dostanou do kontaktu se SP béhem ejakulace, kdy dochazi, k jiz zminéné
tvorbé ochranné proteinové vrstvy na jejich povrchu. Témto ochrannym molekulam se
souhrnné fika dekapacitacni faktory, jelikoz zabranu;ji pfedCasné kapacitaci spermii (Gadella et
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Luna 2014, Zigo et al. 2020). U prasat tuto ochrannou vrstvu na ejakulované spemii tvoii prave
spermadhesiny (Manaskova et Jonakova 2008). B€hem kapacitace se pak Cast spermadhesint
z povrchu spermii uvoliiuje a ¢ast na povrchu zastava a je zapojena do vazby spermii na ZP
oocytu (Dostalova et al. 1994, Ensslin et al. 1995, Topfer-Petersen et al. 1998). Nejspise proto
jsme v nasi studii zaznamenali urCitou souvislost mezi mnozstvim AQN i AWN spermadhesinti
v SP ajejich mnozstvi ve spermiich nebo na jejich povrchu u jednotlivych kanct. Bylo popsano,
ze se spermadhesiny AWN a AQN3 vazi na povrch spermii pomoci interakce s fosfolipidy
v plazmatické membrané spermie. Jsou tedy nejtésnéji spojeny s povrchem spermii a mohou
zabraniovat predCasné akrozomové rakci (Dostalova et al. 1994). Navic spermadhesiny v kanci
SP prevazuji v agregovanych formach nad jejich formami monomernimi. Tvorba agregovanych
forem predstavuje mnohem komplexn€jsi pohled na obalovou vrstvu proteini tvofenou na
plazmatické membrané spermii, protoze ukazuje na moznou rozdilnou funkci jednotlivych
spermadhesind v ramci reprodukce (Calvete et al. 1995b, Jonakova et al. 2000, Manaskova et
al. 2003). Ve vzorcich SP pouzitych vtého praci byla nalezena pozitivni detekce
spermadhesinid také kolem molekulové hmotnosti 150 kDa u AQN a 75 kDa u AWN
spermadhesinu. Tato skuteCnost by mohla poukazovat pravé na tyto agregované formy
detekovanych spermadhesini. Navic v pfipadé AQN spermadhesinu byla u spermii slabsi
detekce zaznamenana v molekulovych hmotnostech >20 kDa a u AWN spermadhesinu zietelné
dva slabsi proteinové prouzky o 25 kDa a 37 kDa a slabsi detekce >50 kDa, coz muze odpovidat
multimernim komplexiim v ramci proteinové rodiny spermadhesinti ¢i kovalentni interakci
s jinymi proteiny.

Imunodetekce byla v této praci hodnocena pomoci denzitometrické analyzy, piicemz
hodnoceni bylo dvoji. Prvnim bylo hodnoceni vztazené k naméfené koncentraci proteint v SP,
popfiipade u spermii k jejich poctu v ejakulatu a druhym bylo hodnoceni k celkové nanasce
proteini ve vzorcich. Rozdil v SP mezi koncentraci proteini a celkovou nanaskou nebyl
prakticky zadny, pouze u kance Jury byla u obou spermadhesinii mirn€ vyssi hodnota celkové
nanasky oproti mnozstvim proteind. Statisticky vyznamny rozdil byl tedy zjiS§tén pouze
v piipadé podilu signalu spermadhesinu AQN ke koncentraci proteinti v SP. U analyzy spermii
mezi koncentraci proteini a celkovou nanaskou byl vsak patrny rozdil u kance Krysy, jenz
vykazoval u obou spermadhesini vysoké hodnoty a pro¢ tomu tak nejspise bylo je popsano
nize. U spermii byl vSak oproti SP v pfipad€ podilu signalu obou spermadhesina ke koncentraci
spermii ve vzorcich riznych kancii zji§tén statisticky vyznamny rozdil, a tudiz byla prokazana
individualita v proteinovém slozeni mezi jedinci. V pifipadé neprokazani statisticky
vyznamného rozdilu je vSak mezi kanci také wvidét urcitd individualita v mnozstvi
spermadhesind jak v SP, tak v proteomu spermii. Studie na individualitu ejakulatu jednotlivych
kancl vsak neexistuji, je vSak mozné, ze rozdily mezi jednotlivymi kanci mohou mit vliv
napfiklad na fertilitu jedinc. Snizené mnozstvi spermadhesini by mohlo znamenat niZzsi
prezivatelnost spermii v sam¢im reprodukénim traktu nebo 1 snizenou schopnost vazby spermii
na ZP oocytu. Pro potvrzeni této hypotézy je ale nutnost dal§iho vyzkumu.

Detekce spermadhesini v proteinovych extraktech izolovanych z povrchu spermii byla
limitovana efektivitou izolace. Z nasich vysledku je patrné, ze u vzorki od dvou kanca ze
stejného dne ve vSech meéfenich byla detekce silna a z jinych dnd u téch samych kanct byla
detekce mnohem slabsi. Proto pro presn€jsi vyhodnoceni by mél byt experiment detekce
spermadhesini v proteinovém profilu ziskaném z povrchu spermii vicekrat zopakovan a
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ejakulat kanci by pro vétsi presnost a objektivnost vysledkii mél byt odebran pro tento
experiment vicekrat. V této praci jsme detekovali spermadhesiny izolované z povrchu spermii
pomoci znaCeni biotinem, pricemz tuto techniku predstavil Zhao et al. (2004). Tato metoda
vSak ma sva omezeni vyplyvajici predevsim z toho, ze adice biotinovych skupin je omezena na
vnéj§i proteinovou vrstvu na spermii a zavisi na pristupnosti amidovych skupin na proteinu pro
reakci s biotinylacnim cinidlem (Zigo et al. 2013).

V této praci byly spermadhesiny pomoci imunofluorescencni mikroskopie na
ejakulovanych kancich spermiich fixovanych aceton/metanolem pomoci protilatky
lokalizovany pfedevsim na povrchu akrozomu a po celém biciku, coz ukazuje i studie Sanz et
al. (1992), dle které epitopy AWN pokryvaji celou membranu akrozomalni ¢asti kanci spermie.
Tyto vysledky ukazuji, ze AWN spermadhesin spliiuje kritéria pro molekulu, jenz hraje roli ve
vazbé spermii na ZP oocytu (Sanz et al. 1992). Oproti tomu Zigo et al. (2019) fixovali
ejakulované a kapacitované spermie formaldehydem s naslednou permeabilizaci membrany.
Nicméné problémem fixace formaldehydem muze byt zesit ovani proteind a maskovani epitopt
pro protilatku (Zigo et al. 2019). My jsme navic pro ptresnou lokalizaci téchto povrchovych
proteinti zvolili inkubaci spermii s protilatkami pfimo v suspenzi, kdy jsme zaznamenali
odlisné znaceni po celé hlavicce spermie oproti reakci protilatek na fixovanych spermii, kde
byl signal pouze po jejim obrysu.

Na celkovou kvalitu ejakulatu mé také vliv ro¢niho obdobi. V nasi studii byly pouzity
vzorky z obdobi od ¢ervna do listopadu. Objem a koncentrace ejakulatu se lisily nejen mezi
jednotlivymi kanci, ale také mezi jednotlivymi odbéry. Kvalita ejakulétu se totiz béhem ro¢nich
obdobi méni a tento sezonni efekt byl vypozorovan u vétSiny parametra kvality ejakulatu,
kterymi jsou napiiklad koncentrace spermii, motilita spermii €i celkovy pocet spermii (Smital
2009, Luc et al. 2013). I kdyz podle zminénych studii objem ejakulatu sezonou ovliviiovan
neni, tak my jsme rozdil mezi objemy ejakulati béhem obdobi, kdy nas vyzkum probihal,
zaznamenali. U nékterych kanci se objem zvySil béhem jednoho mésice i o desitky mililitra,
zatimco nékterym se objem naopak snizil. Nicméné z uvedenych praci (Smital 2009, Luc et al.
2013) neni jasné, zda byl monitorovan celkovy objem ejakulatu, ktery je u kanct slozeny
z nékolika frakei (Smital 2000, Akcay et al. 2006) nebo se jedna o frakci spermiovou, se kterou
jsme pracovali my béhem nasich experimenta.

Pti porovnani vysledkd poméru signalu protilatky proti AQN i AWN spermadhesinu a
koncentrace spermii a poméru signalu protilatky proti AQN 1 AWN spermadhesinu a celkové
nanasky proteint vykazoval, jak uz bylo vySe feCeno obrovské rozdily oproti ostatnim kanec
Krysa, coz by mohlo byt z divodu toho, Ze ejakulat od tohoto kance byl zpracovan jen jednou
a tento vzorek ejakulatu mél vyssi celkovy objem a vzhledem k ostatnim kancim naopak
mnohem nizs§i koncentraci spermii. Tomuto kanci byl ejakulat odebran a zpracovan zacatkem
zafi, coz by mohlo byt zptisobeno tim, ze koncentrace a celkovy pocet spermii byva nejnizsi
v 1ét€ a na podzim, zatimco vy$$i na jafe a v zimé (Smital 2009, Luc et al. 2013). Pro potvrzeni
této teorie by vSak bylo nutné zopakovat odbéry tohoto kance pro vice vzorkd. Proto pro
zajimavost byli srovnani dva kanci (Jeep a Chlor), jelikoz u téchto dvou kancta probéhla detekce
na vSech membranach ve vSech experimentech. Nelze to vSak tvrdit na zakladé srovnani
pruméré relativni optické denzity sily signalu protilatky proti AQN a protilatky proti AWN
spermadhesinu. V tomto piipadé hraje roli afinita kazdé z té€chto protilatek k danym proteintim.
Pokud bychom chtéli urCit pfesné mnozstvi urcitého spermadhesinu ve vzorku SP
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u jednotlivych kanca, museli bychom vyuzit metody separacni chromatografie podle studie
Jonakova et al. (1998).

I kdyz nami stanovena hypotéza, ze se mnozstvi spermadhesini v SP jednotlivych kanct
bude lisit, byla potvrzena, je nutné se zamyslet nad dalSimi experimenty, které¢ by vyvodily
jasné zavéry. Jak jiz bylo zminéno, snizené mnozstvi spermadhesinii v SP, popfipadé na
spermiich by mohlo odrazet fertiliza¢ni schopnosti spermii jednotlivych kanct. Bohuzel
inseminacni stanice LIPRA PORK, a.s. Skrsin nema k jednotlivym kanctiim jejich individualni
data tykajici se jejich plodnosti. V této stanici se fidi v plemenitbé pouze celkovou mirou
zabfezavani prasnic a data shromazduji béhem urcitého obdobi. Navic inseminace jsou
provadény smésnymi insemina¢nimi davkami, aby byly zohlednény pravé zminéné vykyvy
v koncentraci a kvalité¢ spermii. Pro pfipadné dalsi experimenty by bylo vhodné znat presna
data a detailnéjsi informace o plodnosti jednotlivych kanct ¢i se pfipadné zaméfit na detailn€jsi
popis funkc¢ich parametri danych spermii, jakymi jsou zmény v morfologii, motilit€, navozeni
kapacitace a akrozomalni reakce nebo jejich schopnosti interakce s oocytem.
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7 Zavér
Cile této prace vychazely z hypotézy, ze mnozstvi spermadhesint v SP jednotlivych kanct
se bude lisit, a proto bylo sledovano mnozstvi AQN a AWN spermadhesinti na zaklad¢ jejich
detekce pomoci protilatek v SP a spermiich u jednotlivych kancl. Z nasi studie vyplyvaji
nasledujici zaveéry:
= AQN spermadhesin byl detekovan v SP v molekulové vaze v rozmezi 11-17 kDa a
AWN v rozmezi 12-19 kDa. U AQN byl navic detekovan proteinovy prouzek okolo 150
kDa a u AWN okolo 75 kDa, které by mohly odpovidat multimernim formam téchto
proteintl.
= Byla provedena denzitometricka analyza, kdy u poméru sily signalu protilatky a celkové
nanasky proteinii SP u AQN i AWN spermadhesinu nebyl zjistén statisticky vyznamny
rozdil. Zatimco v ptipadé hodnoceni poméru sily signaly protilatky proti AQN
spermadhesinu a koncentrace proteini v SP jednotlivych kanct statisticky vyznamny
rozdil zjistén byl a potvrzeno tim individualni proteinové slozené SP.
= U spermadhesinu AQN i AWN nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi
téchto proteint v lyzatech spermii vztazenému k celkové proteinové nanasce, zatimco
v podilu signalu ke koncentraci spermii u obou spermadhesind u jednotlivych kanct
statisticky vyznamny rozdil byl zji§tén.
— Byla provedena izolace povrchovych proteint spermii tfi kancti s riznou Uc¢innosti s
naslednou detekci obou spermadhesini ve tfech proteinovych prouzcich
s molekulovymi hmotnostmi v rozmezi 12-16 kDa nékolika forem.
= U spermadhesint detekovanych na povrchu spermii v poméru sily signalu a celkové
nanasky proteind nebyl u AQN ani u AWN spermadhesinu zjistén statisticky vyznamny
rozdil ve vzorcich riznych kancu.
= Meuzi lokalizaci AQN a AWN spermadhesint u spermii fixovanych aceton/metanolem
¢i v supenzi nebyl zaznamenan zadny vyrazny rozdil. Nicméné metoda inkubace
protilatky se spermiemi piimo v suspenzi predstavuje lepsi pristup pro lokalizaci téchto
povrchovych proteind.

U vzorkt jednotlivych kanct byla v mnozstvi navazanych AQN a AWN spermadhesint
patrna individualita mezi nimi, jak v SP, tak spermiich. Bylo by vSak potfeba vice
opakovani s vétsim vybeérem kanct a se zjiSténim dalSich parametrd, jakymi jsou naptiklad
integrita membrany spermii, nebo hodnoceni schopnosti kapacitace ¢i samotné fertility
spermii od jednotlivych kanca.
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9 Samostatné prilohy

Tabulka P1: Statistické vyhodnoceni poméru signdlu protildatky proti AQN a celkové nandsky

proteini.

Kanec Pocet opakovani Soucet Prumér Rozptyl
Chlor 8 8 1 0
Gral 3 1,500479 0,500160 0,018248
Igor 4 3,733362 0,933341 0,138659
Jeep 8 5,718291 0,714786 0,118204
Jura 6 4.996423 0,832737 0,122962
Krysa 3 1,943782 0,647927 0,184480
Larva 4 2.551276 0,637819 0,275474

Tabulka P2: Statistické vyhodnoceni poméru signdlu protilatky proti AWN a celkové nandsky

proteinii.

Kanec Pocet opakovani Soucet Pramér Rozptyl
Chlér 8 8 1 0
Gral 3 3,044206 1,014735 0,191249
Igor 4 4,455721 1,113930 0,252428
Jeep 8 6,177268 0,772159 0,209462
Jura 6 8,171838 1,361973 0,425959
Krysa 3 2,387730 0,795910 0,311337
Larva 4 4791093 1197773 1232874

Tabulka P3: Statistické vyhodnoceni poméru signdlu protilatky proti AOQN a koncentrace

spermii.
Kanec Pocet opakovani Soucet Primér Rozptyl
Chlor 4 4 1 0
Jeep 4 5,192789 1,298197 0,080042
Jura 4 3,446211 0,861553 0,082506
Krysa 3 7,814196 2,604732 0,042853

Tabulka P4: Statistické vyhodnoceni poméru signdlu protildatky proti AQN a celkové nandsky

proteinii.
Kanec Pocet opakovani Soucet Primér Rozptyl
Chlor 4 4 1 0
Jeep 4 4,738466 1,184617 0,021452
Jura 4 3,983106 0,995777 0,054436
Krysa 3 4,036307 1,345436 0,251720




Tabulka P5: Statistické vyhodnoceni poméru signalu protilatky proti AWN a koncentrace

spermii.
Kanec Pocet opakovani Soucet Primér Rozptyl
Chlor 4 4 1 0
Jeep 4 5,632908 1,408227 0,075410
Jura 4 2,875540 0,718885 0,086052
Kiysa 3 7,402186 2,467395 0,456978

Tabulka P6: Statistické vyhodnoceni poméru signdlu protilatky proti AWN a celkové nandsky

proteinii.
Kanec Pocet opakovani Soucet Pramér Rozptyl
Chlor 4 4 1 0
Jeep 4 5,707286 1,426822 0,467992
Jura 4 3,216740 0,804185 0,057346
Krysa 3 3,885106 1,295035 0,049482

Tabulka P7: Statistické vyhodnoceni poméru signdlu protildtky proti AON a signalu z gelu.

Kanec Pocet opakovani Soucet Prumér Rozptyl
Chlér 6 6 1 0
Kuna 6 8.104593 1,350766 1,277718
Jura 6 13,344330 2,224056 1,832739

Tabulka P8: Statistické vyhodnoceni poméru signdlu protildtky proti AWN a signdlu z gelu.

Kanec Pocet opakovani Soucet Pramér Rozptyl
Chlér 6 6 1 0
Kuna 6 8.232902 1,372150 1,812232
Jura 6 11,157650 1,859608 3,087336
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