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

Katedra veterinarnich disciplin

CESKA ’
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Zmeény v lektin vazajici aktivité kancich spermii béhem jejich
post-testikularni maturace

Diplomova prace

Autor prace: Bc. Alena Kohoutkova

Obor studia: Reprodukéni biotechnologie

Vedouci prace RNDr. Pavla Postlerova, Ph.D.

© 2019CZU v Praze


https://is.czu.cz/auth/lide/clovek.pl?id=156458
https://is.czu.cz/auth/lide/clovek.pl?id=120824
https://is.czu.cz/auth/lide/clovek.pl?id=156458

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou diplomovou praci "Zmény v lektin vazajici aktivité kancich spermii
béhem jejich post-testikularni maturace" jsem vypracoval(a) samostatné pod vedenim vedouciho
diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdrojt, které jsou citovany
v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autor(ka) uvedené diplomové prace

dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska prava tietich osob.

V Praze dne 12. 4. 2019




Podékovani

Rada bych touto cestou pode¢kovala vedouci diplomové prace RNDr. Pavle Postlerové, Ph.D.

za cenné rady, odborné vedeni a trpélivost.



Souhrn

Béhem kapacitace spermii dochazi k mnoha molekuldrnim zménam na povrchu plazmatické
membrany i uvnitf bunky. Mezi tyto zmény patfi naptiklad nezbytny eflux cholesterolu a s tim
spojené zvyseni fluidity membrany spermie vedouci k reorganizaci lipid(i a proteini a zmény v sach
aridovych strukturach na povrchu spermatické buriky, které lze detekovat pomoci lektind.
Cilem prace bylo najit rozdily v sacharidovych strukturach u kancich spermii pred a po kapacitaci v i
n vitro podminkach za pomoci vybranych lektin(. Pro experimenty bylo vybrano 10 lektin( s rdzno
u specifitou vazby k sacharidovym retézcim glykoproteinG. Ejakulované a kapacitované spermie
byly zpracovany v suspenzi a vlhkou fixaci a byla sledovdana zména ve vazbé lektinl. Vyskyt
sacharidovych struktur byl nejc¢astéji detekovan ve stfedni ¢asti bic¢iku spermie a v akrozomalni
¢asti hlavicky, kdy byla vazba v nékterych pripadech omezena pouze na jeji apikalni ¢ast. Byl zjiStén
nejvyznamnéjsi rozdil mezi fixovanymi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi ve vazbé
nékterych lektinli rozpoznavajicich sacharidové retézce obsahujici fukosu (PSA a AAL) a galaktosu
(RCA). V suspenzi pak byla zaznamenana predevsim zména vazby WGA lektinu, ktery preferuje
vazbu na N-acetylglukosamin a UEA rozpoznavajici fukosu vdzanou na galaktosu. Ddle byly uréeny
pfiblizné molekulové hmotnosti glykoprotein(i ve spermiich ptred a po in vitro kapacitaci, u kterych
byla zjiSténa zména v mife vazby lektinu. Vazba lektin( na glykoproteiny kapacitovanych spermii
byla viditelné slabsi, véetné vazby AAL, WGA a SBA na povrchové glykoproteiny.
Z dosazenych vysledk( je zfejmé, Ze béhem in vitro kapacitace dochdzelo ke zménam nékterych
sacharidovych struktur ve spermii. OdliSnd byla i vazba nékterych lektin( na typické sacharidové
fetézce ve fixovanych spermii a pfipravenych v suspenzi, kde se vazaly pouze na jejich povrch.
Na zakladé nasich vysledkl je moZné usoudit, Ze nékteré lektiny (pfedevsim PSA, AAL, UEA, RCA a
WGA) jsou vhodné pro hodnoceni zmén ve spermii po kapacitaci, a proto by mohly slouzit jako

nastroj detekce kapacitacniho stavu kancich spermii.

Klicova slova:

kanci spermie, kapacitace, povrchové proteiny, sacharidové struktury



Summary

During sperm capacitation, many molecular changes occur on the surface of the plasma
membrane and within the cell. The changes include, for example, the necessary efflux of
cholesterol and the associated increased fluidity of the sperm membrane leading to reorganization
of lipids and proteins and changes in carbohydrate structures on the surface of the sperm cell that

can be detected by lectins.

The aim of this work was to find differences in carbohydrate structures in boar spermatozoa before
and after capacitation in in vitro conditions using selected lectins. For the experiments, 10 lectins
with different binding specificity to the carbohydrate chains of glycoproteins were chosen.
Ejaculated and capacitated spermatozoa were processed in suspension and wet fixation and
change in lectin binding was monitored. Occurrence of carbohydrate structures were detected
most frequently in the central part of the flagellum and in the acrosomal part of the head, where
in some cases the binding was limited to the apical part. It was detected most significant difference
between the fixed ejaculated and capacitated spermatozoa in binding of certain lectin recognizing
the carbohydrate chains containing fucose (PSA and AAL) and galactose (RCA). In particular, the
changes in WGA lectin binding, which prefers binding to N-acetylglucosamine and UEA recognizing
fucose linked with galactose, was noted in the suspension. Furthermore, approximate molecular
weights of sperm glycoproteins were determined before and after in vitro capacitation, in which a
change in lectin binding rate was found. The binding of lectins to glycoproteins of capacitated

spermatozoa was visibly weaker, including binding of AAL, WGA and SBA to surface glycoproteins.

From the obtained results it is evident that during in vitro capacitation there were changes of
certain carbohydrate structures in spermatozoa. There was also a difference in the binding of some
lectins to typical carbohydrate chains in fixed spermatozoa and prepared in suspension, where

they bound only to their surface.

Based on our results we can conclude that some lectins (especially PSA, AAL, UEA, RCA and WGA),
are suitable to assess the changes in spermatozoa after capacitation and therefore could serve as a

detection tool of capacitation state of boar spermatozoa.

Keywords:boar spermatozoa, capacitation, surface proteins, carbohydrate structures
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1 Uvod

Béhem kapacitace dochazi k vyznamnym zméndm na povrchu spermii v lektin-vazajici aktivité
(Tulsiani & Abou-Haila 2012). V oviduktélni tekutiné prasat byla detekovana aktivita nc¢kolika
glykosidas, ktera se méni v pribéhu hormonalniho cyklu (Carrasco 2008). Tyto glykosidasy mohou
modulovat vazby spermii k ovidutdlnimu epitelu a néasledné¢ pak i1 k zona pellucida vajicka
opracovanim sacharidovych struktur na povrchu spermii béhem kapacitace (Tulsiani & Abou-Haila
2012). K hlavnim sledovanym strukturdm na spermii patii galaktosa, fruktosa, galaktosamin,
manosa, sialové kyseiny a N-acetylglukosamin (Accogli et al. 2017). Tyto sacharidové struktury se
daji detekovat pomoci lektini. Kazdy lektin je schopen se specificky vazat na typické sacharidové
struktury. Zaroven jejich vyhodou je, Ze nevykazuji zddnou enzymatickou aktivitu vic¢i cukrim a
nedochazi tak k ovlivnéni vysledku detekce sacharidové struktury (Loris 2002). Od spermatogeneze
ptes kapacitaci az po akrozomovou reakci dochdzi na spermii k fadé zmén, které umoznuji spermii
ziskat fertiliza¢ni schopnost. U lidskych, by¢ich a mySich spermii byly popsané studie detekujici
zmény sacharidovych struktur pomoci lektini pied a po kapacitaci (Baker et al. 2004, Xin et al.
2014, Umezu et al. 2017). Zatimco u kanct byly zmény ve vazbé¢ lektinli studovany pouze u spermii
v epididymu (Fabrega et al. 2012) a u spermii po kapacitaci a indukci akrozomalni reakce, kdy byla

detekce provedena pouze se tfemi vybranymi lektiny (Jimenez et al. 2003).



2 Cil prace

Byla stanovena hypotéza, Ze bude dochazet ke zménam ve vazbé vybranych lektini na glykoproteinové
struktury kancich spermii po in vitro kapacitaci.

Pro ovéfeni hypotézy byly vytyCeny nésledujici cile:

1) urcit, na jakou cast spermie obsahujici urcité sacharidové struktury se vazou vybrané lektiny;

2) zjistit, u kterych glykoproteinii dochdzi ke zménam v sacharidovych strukturach béhem kapacitace.



3 Literarni reSerse

3.1 Vyvoj a zrani sam¢ich pohlavnich bunék

Sam¢i pohlavni soustava se sklada z Sourku, varlat, nadvarlat, penisu a ptfidatnych pohlavnich Zlaz.
Varlata jsou parovy organ a kazdé je individualné umisténo v Sourku, ktery uprostfed zdvojuje
hladkosvalova vrstva, jenz ve stiedni roviné vytvaii prepazku a tim rozdéluje dutinu Sourku na dva
oddily. Varlata maji dv¢ hlavni funkce a to spermatogenezi, produkci haploidnich zarode¢nych
bunck, a produkci steroidnich hormont, které podporuji vyvoj spermii a podileji se na rozvoji
sekundarnich  pohlavnich znakd. Ve wvarleti se nachdzi rGzné typy bunck, jako
jsou intersticidlni Leydigovy buniky, Sertoliho buiiky a peritubularni myoidni bunky. Mezi
semenotvornymi kanalky se nachazi Leydigovy bunky, které produkuji testosteron. Myoidni
buiiky oddéluji vnéjsi ¢ast semenného tubulu a jsou uloZené na periferii semenotvorného kanalku.
Vyznacuji se schopnosti kontrakce, ktera zptisobuje zuzeni kanalku a vypuzeni pohlavnich bun¢k.
Sertoliho buniky se rozprostiraji od myoidnich bun€k k lumen. Maji podplrnou funkci a jsou v
pfimém kontaktu s vyvijejicimi se zdrodeCnymi buiikami (Durairajanayagam et al 2015;

O'Hara & Smith 2015).

3.1.1. Spermatogeneze

Spermatogeneze je velmi slozity proces, pii kterém dochazi k diferenciaci pohlavnich bunék, které
postupné prochazi vyvojovymi stadii od zarode¢nych bunck spermatogonii, jenz se nachazi na
bazalni membrané, ptes primarni a sekundarni spermatocyty, pak spermatidy, které jsou nejblize
k lumen az po spermie. Nejprve dochazi k mitotickému déleni spermatogonii, které jsou diploidni
(2n). Timto délenim vznikaji nejprve dcefiné spermatogonie A. Proces mitotického déleni
pokracujeaz do vzniku spermatogonii B. Spermatogonie B se méni v primarni spermatocyty. Béhem
této zmeény dochazi ke zménam v jadie, vlaknité chromozomy se zacinaji kondenzovat, dochazi k
pocatku meiotického déleni. Nasleduje meiotické deleni, béhem kterého se z primdrnich
spermatocytl (4n) stavaji sekundarni spermatocyty (2n). Nasledné probiha druhé meiotické déleni a
z diploidnich spermatocytli se stavaji haploidni (1n) spermatidy, jejichz hlavicky maji jest¢ kulaty
tvar (Franca & Hess, 2008; Durairajanayagam et al 2015).

Kone¢nou fazi spermatogeneze je spermiogeneze, kdy spermatidy prochazi ¢tyfmi vyvojovymi
fazemi: je to Golgiho stadium, faze Cepicky, akrozomalni faze a maturacni faze. B€hem Golgiho
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stadia se vytvareji akrozomalni granula. Postupné dochazi k ptilnavosti akrozomalni granule na
jaderny obal a v jeho blizkosti k tvorbé akrozomového vacku, ktery se nasledné zacne zplostovat
kolem jaderného povrchu. Proximalni centriol migruje bliZe k jadru a dava zéklad pro vznik bic¢iku.
Féze Cepicky je charakterizovana Sifenim akrozomalnich granuli na povrchu spermatidového jadra.
Vznikla akrozomalni c¢apka pokryva piiblizné horni 1/3 jaderného povrchu. Postupné se
akrozomalni vacek ztencuje. Ve vysledku je kazdé spermatidové jadro pokryto membranou
akrozomu, ktery tésné piilne k jadernému obalu. Nasleduje akrozomalni faze, pro kterou je typicka
pfeména kulatého tvaru hlavicky a jadra na ovalny tvar. Dochdzi k vyméné€ jadernych
nukleoproteint histont za jaderné proteiny protaminy. Vznika také kaudalni manzeta. Jedna se o
piechodnou strukturu sloZzenou ze strany pifipojenych mikrotubulii. Ve fazi maturace mizi kaudalni
manzeta. Prstenec migruje kaudalné k prednimu okraji vlédknitého plasté, mitochondrie se
shromazd’uji kolem pfedni baze k prstenci a vytvaii Sroubovicovitou strukturu ve stfedni Casti
bi¢iku nazyvanou mitochondridlni ¢asti bi¢iku Na konci spermiogeneze dochazi k uvolnéni
vytvofenych spermii ze Sertoliho bunék z lumenu semennych kanélkti do vyvodnych cest varlete

(Hafez & Hafez 2000; O'Hara & Smith 2015).

3.1.2. Morfologie spermie

Spermie se sklada z hlavicky a bi¢iku. Typicky tvar hlavicky je oval, ale miize se liSit u rGznych
druhil savcil napt.: u myS$i, kde ma hlavicka tvar hacku. Zplostély tvar hlavicky ptinasi urcitou
vyhodu pro pohyb. Dochazi k nému kondenzaci jadra a snizenim jeho objemu, nebot’ se uvniti
hlavi¢ky nachazi zplostélé jadro obsahujici vysoce kondenzovany chromatin. V tento moment je
genom chranén proti fyzickému poSkozeni nebo chemické mutagenezi béhem piepravy na misto
oplozeni. Horni ¢ast jadra je pokryta akrozomem, jejz tvofi tenkd membrana. Akrozomova cepicka
obsahuje akrosin, hyaluroniddzu a dal§i hydrololytické enzymy, které se podili na procesu
akrozomalni reakce a priniku zona pellucida (Fawcett et al. 1971; Hafez & Hafez 2000).

Spojovaci ¢asti mezi hlavickou a bicikem je krcek. Bicik se skladd ze stfedni, hlavni a koncové
¢asti. Kréek nebo spojovaci ¢ast tvofi zékladnu, jeZ nasedd na implantacni jamku. Oblast biciku
mezi krckem a hlavni ¢asti se nazyva stfedni oddil biciku, ktery je bohaty na mitochondrie.
Centralni jadro stfedniho oddilu spolu s celou délkou biciku tvoii osové vldkno a tvori zaklad
bi¢iku. Sttedem probiha par jednotlivych centralnich mikrotubult. Husta vnéjsi vlakna (ODF) jsou
sparovand s vnitinimi vlakny nazyvanymi dublety. Dublety jsou sloZeny z tubulinu a ODF z

vlaknité struktury, kterou tvofi keratin. Tyto vlakna obklopuji par centralnich mikrotubult. Kazdy z



wewr

ramének, které zajist'uji pohyb spermie (Hafez & Hafez 2000; Lindemann & Lesich, 2016).

'Acrosome — Acrosomal cap
v

> Acrosome

> Nucleus

; Head

> Nuclear membrane
> Proximal centriole

» Mitochondria

> Dense fibers
> Microtubules

Mid piece

> Annulus
—— Flagellum

» Fibrous sheath
‘ F—— Circumferential fibers

3 Axial filament

— End piece

Obr. ¢. 1: Morfologie spermie (Rahman at al. 2013)

3.1.3. Maturace spermii

Nadvarle (epididymis) je umisténo podél dorsolaterdlni hrany kazdého varlete. Spermie jsou do
nadvarlete uvoliovany po testikularnim vyvoji a vytvaii propojeni varlat a chdmovodu. Sklada se
ze tfi Casti: z hlavy nadvarlete, kde se zvySuje koncentrace spermii diky reasorbci tekutiny
vyplavujici spermie z varlete, z téla nadvarlete a nakonec ocasu nadvarlete, ve kterém spermie
dozravaji a dochazi k jejich skladovani do ejakulace. Béhem prichodu epididymem ziskévaji
spermie svou motilitu a schopnost oplodnit vajicko (Yanagimachi 1994, Knobil 2006,
Durairajanayagam et al. 2015, O'Hara & Smith 2015).

Béhem maturace spermii dochazi ke zméndm na jejich povrchu. Nékteré z proteini plazmatické
membrany spermii jsou odstrafiovany nebo opracovavany pomoci hydrolytickych enzymut

ptitomnych v epididymalni tekutiné (Morris et al. 2002, Fabrega et al. 2012).



3.1.4 Kapacitace spermii

V sami¢im pohlavnim traktu dochéazi u spermii k mnoha diilezitym fyziologickym a biochemickym
zménam, které vedou k vétsi citlivosti spermii na prostiedi (Coy et al. 2012).

Kapacitaci mohou projit pouze spermie s neporusenym akrozomem, které se dostanou do kontaktu
s ndslednym navazanim na epitelovou vystelku v oviduktalnim rezervoaru ve vejcovodu. Spermie
se uchycuji v isthmu oviduktu, kde dochazi k zpomaleni prubéhu kapacitace, a to vede k delsi
prezitelnosti spermii a spravnému nacasovani pro oplozeni oocytu. K uvoliovani z oviduktu
dochazi postupné diky navozeni hyperaktivovanému pohybu (Rodriguez-Martinez 2007).
V momenté, kdy se spermie dostanou do isthmu, se navdzou na epitelidlni bunky oviduktu.
Navazani je zprostiedkované sacharidovymi zbytky pritomnymi v epitelidlnich bunkéach oviduktu a
proteiny podobné lektinu spermii (Coy et al. 2012). Typ sacharidii, na ktery se vazou spermie, se
1i81 podle druhu, napft. u vazby spermii na ovidukt u prasat se podileji sacharidové zbytky galaktosy
a mannosy (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005).

Béhem kapacitace dochazi k molekularnim zméndm, vedouci k zvySeni fluidity plazmatické
membrany. Do téchto zmén spada reorganizace lipidii plazmatické membrany a proteind, pficemz
se méni pomér fosfolipidii a cholesterolu, diky tomu dochézi k cholesterolovému efluxu (Liu 2015).
K odtoku cholesterolu dochdzi za pomoci sérového albuminu. Proto kapacitace v in vitro
podminkach mize byt blokovana ptidani analogti cholesterolu (Visconti et al. 2002).

Zvysuje se tyrosinova fosforylace proteinti ve spermii a biciku, kterd vede k hyperaktivaci pohybu.
Kapacitace umoziuje nejen ziskat schopnost hyperaktivovaného pohybu, ale i interagovat se zona
pellucida oocytu, podstoupit akrozomovou reakci a zahajit splynuti s oocytem (Naz et al. 2004).
Dale dochazi ke zvyseni aktivity adenylylcyklazy, k zvyseni intraspermiového pH a zvySeni hladiny
cyklického adenosin monofosfatu (¢cAMP). Aby nedoslo k pired¢asné akrozomalni reakci, je nutné,
aby se udrzovala hladina cAMP a nedochdzelo k jejimu nadmérnému zvySeni (Tulsiani & da Abou-
Haila. 2004). Na zahajeni a regulaci kapacitace se podili zvySeny piijem extracelularniho Ca?".
Vépnik se ucastni jak metabolismu cAMP, kde muize aktivovat syntézu cAMP adenylylcyklazou,
tak se 1 podili na degradaci cAMP cyklickym nukleotidem fosfodiesterazy. Vysledkem je pak
fosforylace urcitych vnitrobunécnych proteint a ptiprava spermie na akrozomalni reakci (Visconti
et al. 2002). Zméndm v pribéhu kapacitace podléhd proteinovy/glykoproteinovy obal spermii a
mize dochazet k vyraznym zménam lektin-vazajici aktivity plazmatické membrany spermii

(Tulsiani & da Abou-Haila. 2012).



3.2  Lektiny

Lektiny tvofi velkou a riiznorodou skupinu proteinti, které maji spoleCnou schopnost specificky
rozpoznavat a vazat se na urcité sacharidové struktury. Krystalové struktury riznych lektini rostlin
a zivoc¢icht odhalily Sirokou skélu vazebnych mist na sacharidy (Loris. 2002). Proto jsou schopné
se navazat na glykany (polysacharidy), monosacharidy i na oligosacharidy, které jsou slozeny ze
dvou az deseti monosacharidi (Kekéldinen et al. 2015). Lektiny vytvaii glykanové vazby a jsou
obzvlasté vhodné pro detekci glykokonjugati vzhledem k jejich specificité a schopnosti rozliSovat
izomery cukru, jakoz i rozvétveni, vazbu a termindlni modifikace komplexnich glykanti (Accogli et
al. 2017).

Lektiny pfi vazbé¢ na sacharidy nevykazuji Zadnou enzymatickou aktivitu vici cukriim. Lze je nalézt
ve vSech formdch organismu od vird pies bakterie a rostliny az po Zivocichy (Loris 2002). Protoze
jsou zakladem mnoha dilezitych biologickych procesti zivych organismii. A diky tomu existuje

Siroka Skala lektinti z hlediska jejich riznych struktur a velikosti (Yilmaz & Becer 2015).

Obecna charakteristika vazebnych mist vSech lektini poukazuje na to, Ze se skladaji z primarniho
vazebného mista, které je schopné rozpoznavat specifickym zplsobem jediny monosacharidovy
konec, obvykle s nizkou afinitou v milimoldrnim rozmezi (Loris 2002).

V dnes$ni dobé maji lektiny Siroké uplatnéni. Vyuzivaji se jak ve védeckych laboratotich, tak
v medicingé. Mohou byt vyuzity jako potencidlni antifungalni, antivirova ¢inidla i ¢inidla proti
hmyzu, ale zkoumaji se i jejich protirakovinové Uc¢inky. Nebot’ diky svym vlastnostem usnadiiuji
pochopeni mechanismti mnoha fyziologickych a patologickych procesti (Dan et al. 2016). Protoze
jsou Siroce pouzivany k vizualizaci bunécného povrchu, ktery obsahuje glykoproteiny, diky své
schopnosti rozpoznévat specifické uhlovodikové skupiny (Baker et al. 2004). Lektiny poskytly
nastroj pro studium glykoproteinového rozdéleni a umoznily pozorovat zmény na rtiznych ¢astech
plazmatické membrany spermie (Gomez-Torres et al. 2012).

Studie o vazbé lektinu u dospélych spermii dosud ukézaly, ze na povrchu bunék je k dispozici
Siroka Skala sacharidovych skupin a navazani lektinu je nerovnomérné a zavislé na jeho specifité,
stejn€ jako na druhu, ze kterého spermie pochazi (Koehler 1981). Naptiklad lektiny ukazaly zménu

povrchu spermii béhem epididymalniho dozravani spermii u savct (Baker et al. 2004).

Ve vyzkumu se vyuzivaji lektiny z rznych zdrojl, které jsou komercéné dostupné v Cisté formé od
nékterych spolecnosti. V. mnoha piipadech byvaji lektiny spojené s fluorescenénimi nebo
elektronovymi optickymi znackami (Koehler. 1981). Mohou byt oznaceny fluorescencnim
barvivem, jako je fluorescein isothiokyanat (FITC) a pozorovany piimo pouzitim fluorescencniho

mikroskopu, nebo jsou konjugovany s enzymy, jako je kifenova peroxiddza, nebo hapteny, latkami o
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nizké molekulové hmotnosti, jez dokdzou vyvolat imunitni odpovéd’ po navazani na latku s vyssi
molekulovou hmotnosti napft. biotin a digoxigenin (Dan et al. 2016).

Pouziti lektinii pfi studiu povrchovych vlastnosti spermii piispiva ke znalostem o této vysoce
jedinecné bunééné membrané¢ a vyhodou je mimofadna segregace povrchovych molekul do
specifickych morfologickych zon spermie (Koehler. 1981). Pomoci lektinii Ize detekovat funkéni
parametry spermii, jako je pribéh akrozomalni reakce a kapacitace spermii souvisejici se zménami
struktury glykokalyxu. Zvlasté kapacitace zahrnuje prerozdéleni glykokonjugétii na spermii, které
jsou nezbytné pro uUspéSnou akrozomadlni reakci. Proto béhem kapacitace se dynamicky méni
struktura glykokalyxu spermii, rozdily v mistech na hlavicce spermie jsou detekovatelné diky
rozdilnému navazani lektinti (Umezu et al. 2017). Baker et al. (2004) poukazuje, Ze vazba lektin
vykazuje vyznamnou korelaci pied a po kapacitaci mySich spermii, a zarovenl Zze dochazi nejen ke
zméné¢ rozmisténi proteinl, ale mize i1 dojit k Uplné ztraté, coz naznacuje selektivni ztrata

fukosyltransferazy z bic¢iku spermie.

3.2.1 Rozdéleni lektint

Klasifikace podle molekularni struktury lektini

Do prvni skupiny patii jednoduché lektiny, které se skladaji z malého poctu podjednotek
s molekulovou hmotnosti niz$i nez 40 kDa.

Druhou skupinou jsou slozené lektiny, které maji velmi rtiznorodou strukturu. Patfi sem virové
hemaglutininy, zviteci lektiny typu C-, P- a I, jenz se skladaji z riznych typt bilkovin.

Treti skupina se sklada z polymernich lektind, které tvoti vldknité a heteropolymerni organely

(Yilmaz & Becer 2015).

Rozdéleni podle ptiivodu

Rostlinné lektiny

Rostlinné lektiny patii mezi nejpouzivanéjsi lektiny a pouzivaji se velmi Casto pifi zjiStovani
multivalentni vazby sacharidi (Tab. ¢. 1). Vice nez 100 lektin bylo izolovano ze semen rostlin.

Prvnim lektinem byl konkanavalin A (Concanavalin A) (Yilmaz & Becer 2015).



Tab. ¢. 1 Piehled pouzivanych rostlinnych lektinii se specifickymi cukry

Lektin Zdroj lektinu Zdroj lektinu Specificky cukr

Concanavalin A | Canavalia ensiformis | Kanavalie aMan > oGlc

(ConA)

PNA Arachis hypogaea podzemnice olejnd | Gal(B1,3)GalNAc

RCA Ricinus communi skocec obecny Gal(B1,4)GIcNAc

WGA Triticum vulgaris pSenice BGIcNAc

SBA Glycine max sOja a/BGalNAc

PSA Pisum sativum hrach sety L-Fuc(al,3/6)GIcNAc, Man

UEA Ulex europaeus hlodas evropsky L-Fuc(al,2)Gal(B1,4)GIcNAc

SNA Sambucus nigra bez cerny NeuNAc(a2,6)Gal/GalNAc

MAA Maackia amurensis makie amurska NeuNAc(a2,3)Gal
agglutinin

Vysvétlivky pouzitych zkratek: NeuNAc: N-acetylneuraminova (sialova) kyselina, Gal: D-galaktosa, GalNAc: N-
acetyl-D-galaktosamin, Glc: D-glukéza, GlcNAc: N-acetylglucosamin Fuc: L-fukosa, Man: D-manosa(Accogli et al.

2017; Yilmaz & Becer 2015).

Zvireci lektiny

Mezi zviteci lektiny patii lektiny typu C-, I-, P-, S-, pentraxiny, pstruhové lektiny, diskoidiny,
kalnexin a kalretikulin, ERGIC-53 a VIP-36, fukolektiny, annexinové lektiny a lektiny

fibrinogenového typu. I pfes znalosti o jejich strukturach a funkcich, rozdéleni a specifita zvitrecich

lektini je jesté¢ komplikovangj$i ve srovnani s rostlinnymi (Tab. €. 2).

Nejcastéji se pouzivaji lektiny typu C zivo¢isné lektiny, které potiebuji ionty Ca?* pro vazbu se

sacharidy (Yilmaz & Becer 2015).




Tab. ¢. 2 Pirehled béZnych zvirecich lektini se specifickymi cukry

Lektin Specificky cukr Funkce u zvirat

C-typ ruzné rizné funkce: adheze bunék,
imunitni odpovéd’ na patogeny,
kontrola hladin bilkovin v krvi,

apoptoza

I-typ sialové kyseliny zatazen do imunoglobulint,
s vyjimkou protiladtek a receptorti
T-bunék

P-typ Man-6-fosfat, rizné funkce pfi generovani

funk¢nich lysosomt v bunikach

S-typ B-D-Gal regulace cytoplasmatickych déji
Galektin beta-galaktosidy,N-acetyl regululace imunitni a zéanétlivé
laktosamin odpovédi organismu

Vysvétlivky pouzitych zkratek Gal: D-galaktdéza, Man: D-manosa (Yilmaz & Becer 2015; Accogli et al. 2017).

Houbové lektiny

Doposud bylo izolovano a studovéno kolem 80 typi lektini z hub. Patfi tam lektiny Agrocybe
cylindracea a Polyporus squamosus, které se specificky vazou na kyselinu sialovou a lektiny
Aleuria aurantia, Aspergillusoryzae, Rhizopus stolonifer a Pholiota squarrosa se vazou na fukosu
(Kobayashi et al. 2014). Mezi houbové lektiny patii 1 Aleuria aurantia vazajici fukosu (AAL),
ktery se ziskava z misenky oranzové (Aleuria aurantia). AAL se vaze na L-fukosu (Imberty et al.
2005). Ackoliv v soucasné dob¢ jsou houbové lektiny mnohem méné prozkoumany nez Zivocisné a
rostlinné, mohly by v budoucnosti mit velké vyuziti v oblasti taxonomie, biomediciny a

molekularni a bunééné biologie (Kobayashi et al. 2014).

Bakterialni lektiny

Mnoho bakteridlnich lektinti se 1isi od rostlin a Zivocichli svou vysokou ligandovou afinitou. A to
diky zivotni strategii. Proto lektiny bakterii byly pozorovany jako domény bakterialnich toxini,
vyuzivajicich adheze k glykokonjugatiim jako prostiedku vstupu do bunék. Prikladem toho mazou
byt dva rozpustné bakteridlni lektiny zavislé na véapniku ziskané z bakterie Pseudomonas
aeruginosa, s nimiz jsou spojeny faktory virulence. A to PA-IL pro ktery je specificka galaktéza a

PA-IIL, se ptrednostné vaze na fukosu, ale miize také rozpoznavat manosu (Imberty et al. 2005).
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3.2.2 Vazba lektinii na sav¢i spermie

Povrchové glykokomponenty nejsou jednotné distribuovany pies bunku, ale jsou vysoce omezeny
na specifické domény spermii. Béhem zrani se objevuje vétSinou zmeéna povrchovych struktur, které
byvaji nejcastéji spojovany s hlavickou a zejména akrozomalni oblasti spermie (Kohler. 1981). Na
povrchu lidskych spermii oproti spermiim jinych savci se nachazi nejhojnéjsi glykany a
nejkomplexnéjsi glykanové struktury, na které se dokdze navazat Sirokd Skala lektinG. Proto
v porovnani s kanc¢imi, by¢imi, krali¢imi a beranimi spermiemi vykazovaly lidské spermie nejvyssi
vazebnou intenzitu (Xin et al. 2014). Studie o vazb& lektinli na zralé¢ spermie dosud ukazaly, Ze
Siroka Skala sacharidovych skupin je k dispozici pro lektiny na povrchu bunék a zaroven distribuce
téchto latek je nerovnomérnad a zavisi na specificité lektinu a také druhu, ze které¢ho jsou spermie
ziskany. Nékteré rozdily existuji s odkazem na specifickou oblast spermatu, kterd je oznacena
danym lektinem. V¢tSina bézn€ pouzivanych lektind mé vySsi afinitu k oblasti plazmatické
membrany spojené s hlavickou spisSe nez bicikem (Kdhler 1981). Pfitomnost glykant na spermii je
také zavisla 1 na ptibuznosti zvifat. U vzdalenosti péti druht (¢lovek, kralik, kanec, byk a koza)
podle profilli vazby lektinu byly shodné s rozsahem genomu sekvenci fylogenetického stromu s
vyjimkou kralika. Pfi¢emz nejblizsi druhy zvitat neblizsi k ¢lovéku byly byk, kozel a kralik (Xin et
al. 2014).

Chan et al. (2002) ze svych vysledkii odvodil, Ze systém pro pocitaCové asistované stanoveni
morfologie spermii mize byt vhodny pro odhad reakce in vitro, pokud se pouzije barveni pomoci
lektinu. Zatimco Kaefer et al. (2013) poukazuje na to, Ze pfi vyuziti lektinli na nefixované spermie
nedoslo ke ztraté zivotaschopnosti nebo peroxidaci lipida v disledku inkubace s lektiny. Ale za to
lektiny zpusobily snizenou pohyblivost spermii a pii jejich pouziti dochazelo ke snizeni Stépeni

blastocyst, i ptestoze nebyly morfologicky poskozené (Kaefer et al. 2013).

3.2.2.1 Vazba lektini na spermie v epididymu u ruznych druhu zvirat

Glykokomponenty jsou rozsahle syntetizovany a modifikovany béhem vyvoje spermii a transportu
spermii v reprodukénich traktech (Tulsiani & da Abou-Haila. 2012, Liu 2015). Savéi spermie
podléhaji biochemickym a fyziologickym zméndm béhem epididymalniho zrani. Tento proces
zahrnuje nékolik intracelularnich a extraceluldrnich zmén na spermii, v€etné ptremény plazmatické
membrany spermii a modifikace glykanovych skupin glykokonjugati spermii. Proto se pii

epididymalnim zrani vyrazné méni i vazani lektind (Tulsiani 2006).
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U byka se béhem Golgiho faze, kdy se vytvaieji akrozomdlni granula, se vyrazn¢ vaze lektin
Con A, zatimco PNA a RCA I jen slabé na akrosom. Nasledné pii vzniku akrozomalni Capky a
béhem akrozomalni fdze se snizuje vazba PNA. Nejprve mizi specifické sacharidové konce pro
Con A anasledné i pro RCA 1. Béhem téchto tii fazi SBA a UEA I nevykazuji Zadnou specifickou
afinitu. Nejvhodnéjsim lektinem pro detekcei téchto vyvojovych struktur na akrosomu je WGA, jenz
béhem maturace ztraci schopnost se navdzat. Zatimco SBA a UEA I se siln¢ vazou v oblasti
hlavicky spermatidy (Arya & Vanha-perttula 1985). Xin et al. (2014) dosel ke stejnému zavéru a to
Ze na spermie kozla a kralika pochazejici z kaudalni ¢asti epididymu se siln¢ vaze SBA.

U potkana se Con A vaze oproti bykovi slabé po celém povrchu spermie s nepatrnou zménou pii
dozravani. SBA se siln€ vaze na hlavi¢ce spermie s dirazem na apikalni hibetni ¢ast buiiky. BEhem
zmeén v epididymu se tato vazba zna¢né€ snizuje a znovu se objevuje az po ejakulaci.

RCA a PNA poskytuji obecné rovnocenné vysledky, pficemz maji zpo€atku silnou vazbu na celém
povrchu spermii, kterd poklesne, a to na vSech ¢astech povrchu s vyjimkou apikalni ¢asti hlavicky
spermie béhem epididymalniho zrani. WGA se zpocatku projevuje slabé, ale postupné se zvySuje
(Magargee at al. 1988). Epididymalni spermie mysi barvené Con A-FITC, kde stejné¢ jako u potkana
se lektin navaze po celé hlavicce s tim rozdilem, Ze na vét§in€ hlavicky se projevi silné fluorescence
se snizenou intenzitou pres ekvatoridlni segment (Kohler 1981).

Nezral¢ spermie se vyznacuji cytoplazmatickou kapkou, ktera obsahuje mnoho sacharidovych
struktur. Dikazem toho je studie Arya & Vanha-perttula (1985), ktera poukazuje, ze u bycich
spermii lektiny PNA, SBA, DBA a WGA, s vyjimkou UEA I, se vdzou v cytoplazmatickych
kapkach. Ale v pribehu dozravani spermii, kdyz za¢nou kapic¢ky mizet a zmensSovat svou velikost
zaroven dochazi ke ztraté intenzity zabarveni pomoci lektint.

Koéhler (1981) u kraliki zjistil, Ze pti prichodu spermii z hlavy do ocasu nadvarlete se vazba lektinti
WGA a RCA na spermie postupné snizuje, zatimco lektin Con A vykazuje pouze malou zménu
vazby. A to diky tomu ze dochdzi ke ztraté receptorii pro lektiny v oblasti akrosoml spermii
s vyjimkou Con A.

U kance se lektin PSA se na spermie v hlavé nadvarlete navazal na cely akrosom a mitochondrialni
oddil bi¢iku a u spermii ziskanych z téla a ocasu nadvarlete se navazal na apikalni ¢ast hlavicky a
mitochondrialni oddil bi¢iku. Zatimco lektin WGA se v proximalni ¢asti hlavicky nadvarlete
navazal na cytoplazmatickou kapku a mitochondridlni oddil bi¢iku. Zatimco u spermii ziskanych
z distalni Casti hlavicky, z t€la a ocasu se navazal na apikalni ¢ast hlavicky a mitochondrialni oddil

bic¢iku (Fabrega et al. 2012).
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3.2.2.2 Vazba lektint na ejakulované spermie u riznych druhi savci

Glykokalyx na hlavicce spermii skotu je prevazné¢ koncentrovany v oblasti akrozomu.
U ejakulovanych spermii vykazuji lektiny RCAi20, PNA, SBA, Con A a PSA nejvyssi podil
navazani v akrozomalni oblasti (Umezu et al. 2017). By¢i spermie obarvené lektinem noc A-FITC
pod mikroskopem sviti slabé celé, az na akrozom, ktery je vyrazny a na ekvatorialni segment, kde
se Con A nenavaze vubec (Kaefer et al. 2013). Desantis et al. (2010) detekovali u hiebcu
sacharidové zbytky pomoci lektinu PNA, ktery se navdze na koncové zbytky Galb1,3GalNAc, které
jsou lokalizovany v akrozomalni oblasti hlavicky a v cytoplazmaticka kapce. SBA se navaze
v oblasti hlavicky, ktera nevykazuje pfitomnost zadnych zbytkit GaINAc v segmentu a minimum_na
ocase spermii. Zatim co lektin Con A se prichyti na celém povrchu spermii.

U lidskych spermii je prokazana ptitomnost glykant, kde se nejvyraznéji navazou lektiny MAA,
RCA, SNA, o néco méné AAL a PSA, Con A, SBA a minimalné WGA, DBA, UEA I a LTG.
Zatimco PNA skoro vibec (Xin et al. 2014). Ale Kohler (1981) vyuZil pro lokalizaci sacharidovych
struktur WGA-FITC, ktery se navaze skoro po celé hlavicce spermie, pficemz nejvice v oblasti
akrosomu. Ejakulované lidské spermie, které jsou oznafeny Con A-FITC, se navaZou pouze
v oblasti akrosomu.

Accogli et al. (2017) upozoriiuje na rozdil rozmisténi sacharidovych struktur na spermiich zavislych
1 na sezonnosti zvitete, v tomto ptipad€ na bykovi. Kde SNA a Con A vykazuji vyrazné¢jsi zabarveni
u zvitat, kterd v dob& odbéru maji pohlavni klid. A naproti tomu béhem obdobi intenzivnimu
vyuzivani bykl pro odbéry se vyrazngji projevuji PSA a UEA 1. U lektinu PNA nejsou
zaznamenany vyznamné rozdily v intenzité signalu.

Zménu zaznamenali 1 Desantis et al. (2010) u hiebce a to u lektini UEA I a RCA120. Kde se lektin
UEA I béhem reprodukce nenavaze na zadnou ¢ast spermie a mimo obdobi reprodukce se navaze na
specifické struktury v oblasti akrozomu a biciku, a slabé v postakrozomalni oblasti. Zatimco lektin
RCA120 se nenavaze na spermii béhem sezony a mimo reprodukci se vaze pouze v oblasti

akrozomalni ¢apky.
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3.2.2.3 Vazba lektint na kapacitované spermie u riznych druhi savcei

Baker et al. (2004) zkoumal navazani lektini u mysi, kde se lektin PSA véaze v postakrosomalni
oblasti a hibetni casti hlavicky. Stejnou lokalizaci cukernych struktur zaznamenal i u vazby
s lektinem PNA s rozdilem, Ze bylo pfitomno mnohem méné sacharidovovych koncti pro PNA.
Stejné tak se nevyrazné navazal i lektin WGA, ktery byl lokalizovan na celé hlavicce.

Umezu et al. (2017) poukazuje, Ze pfi in vitro kapacitaci dochazi u spermii ke ztraté sacharidovych
struktur na hlavickdch spermii skotu mnohem vice nez u ejakulovanych spermii. Pfikladem toho
bylo nenavazani se lektinu WGA u kapacitovanych spermii, kde je hlavicka spermii zvlasté
ovlivnéna in vitro kapacitaci. Taktéz dochazi k vyraznému snizeni vazby s WGA po in vitro
kapacitaci u lidskych spermii. Kde se lektin WGA se projevuje teCkovanym znaCenim po celé
cytoplazmatické membran¢ hlavicky spermie. Zatimco u lektinu PNA dochdzi k vyraznéjSimu

navazani na plazmatickou membranu spermii po kapacitaci (Pang et al., 2012).

U nékterych spermii pii kapacitaci v in vitro podminkach dochazi ke spontdnni akrozomalni reakei,
kterd miize vést ke ztraté vazby lektinu v akrosomalni oblasti, jak to bylo popsano u spermii skotu

(Umezu et al. 2017).

3.2.24 Vazba lektinii na akrozomové zreagované spermie u riznych druhii zvirat

Lektin PSA je schopen se navazat v akrozomalni oblasti u lidskych spermii, a proto je vhodnym
lektinem pro sledovani lidskych spermii, pfi€emz PSA se vaze na spermie reagujici jen s Casti
akrozomu (Cross et al. 1986). Pro znaceni lidskych spermii pfi sledovani akrozomové reakce
se ukazal také jako velmi vhodny lektin PNA, ktery se specificky vaze na vnéjsi akrozomalni
membranu. Proto je vhodny pro identifikaci jak akrozomové reakce, tak akrozomu. Vazebny vzor
pro lektin PNA se nachézi v ekquatoridlnim segmentu akrozomu zatimco u apikalni oblasti ¢epicky
nedochézi k vazbé (Mortimer et al. 1987).

U mysi se lektin PSA navaze v predni ¢asti hlavicky a minimalné ve spodni ¢asti postakrozomalni
oblasti. Zatim co PNA se slab¢ se navadze po celé hlavicce a vyrazné v akrozomalni oblasti. Lektin
UEA I se navaze v postakrozomalni oblasti hlavicky a WGA se vaze vyrazné v akrozomdlni ¢asti
hlavicky a preruSované v postakrozomalni oblasti. Pficemz rozmisténi sacharidovych struktur pro
spermie po akrozomdlni reakci neni zaznamendno u vSech. U nékterych akrozomadlni reakce
neprob¢hla viz tab. €. 3 (Baker et al. 2004). Chan et al. (2002) vyznamného nartistu zaznamenali

po akrozomalni reakci lidskych spermii u lektini WGA a PSA. PficemZ poukazuji na to, Ze jsou
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schopné spravné podstoupit akrozomovou reakci ty spermie, které vykazuji spravnou morfologii.

To prokazuje tizky vztahy mezi morfologickymi defekty spermii a akrozomalni reakei spermie.

Tab. €. 3 Navazani vybranych lektinii na spermie u mysi po akrozomalni reakci a procento

spermii s typickym vzorem navazani.

Lektin Misto navazani lektinu % spermii s typickym vzorem
navazani
PSA Ptedni ¢ast hlavicky 94
PNA Akrozomalni oblast 97
UEA-1 Postakrozomalni ¢ast hlavicky |95
WGA Akrozomalni a postakrozomalni| 97
¢ast hlavicky

3.2.2.5 Vazba lektinii na kanc¢i spermie

U prasat byla studovana vazba lektini (PNA, LCA, PSA, PHA, WGA, SBA a UEA)
na epididymalni spermie izolované ze 4 Casti nadvarlete. VSechny lektiny se pievazné vazaly
do oblasti akrozomu a stfedni ¢asti bic¢iku a u nékterych z lektinl se viditelné ménil vzor vazby na
spermie od hlavy k ocasu nadvarlete. V rdmci této studie byly izolovany povrchové proteiny
epididymalnich spermii a byla ukdzana vazba vybranych lektinti na urcité glykoproteiny na povrchu
spermii (Fabrega et al. 2012).

Vazba lektini ConA, UEA a WGA na kan¢i ejakulované, kapacitované a akrozomé zreagované byla
kapacitaci a akrozomalni reakci (Jimenez et al. 2003). Flesch et al. (1998) lokalizoval vazebné mista

za pomoci lektind: WGA-FITC, LEA-FITC a PNA-FITC, GS-I, GSII, AIA, DBA, ConA, UEA-I, MPA,
BPA, SBA, LPA.
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4 Metodika

Vzorky ejakulovanych spermii byly ziskany z inseminacni stanice spole¢nosti Proagro Nymburk,
a.s. a ten samy den transportovany do laboratofe KVD CZU. Vzorky pochézely od dospélych kanct
plemene Landrace. Ejakulat byl transportovéan z inseminac¢ni stanice v plastové nadobé, kviili riziku
chladového $oku, jez byla uloZena v polystyrenové krabici. V laboratoti KVD CZU byla
inseminacni davka uchovéavana ve sterilni falkoné a skladovana v inkubatoru pii 17 °C do doby nez

se s nim zacalo pracovat.

4.1Pf¥iprava spermii

Pro dalsi zpracovani spermii byl pouzit promyvaci roztok PBS (0,01 M Phosphate-buffered saline,
Sigma-Aldrich, USA, obsahujici 0,138 M NaCl a 0,0027 M KCl, pH 7,4). V tomto roztoku byly
spermie promyvany a centrifugovany (Eppendorf 5702) 3x po dobu 10 minut pii 250 x g pfi

laboratorni teploté.

4.1.1 Kapacitace spermii

V davce byla vzdy spocitdna koncentrace spermii v Biirkrové komtirce. Koncentrace se pohybovala
vrozmezi 5-8 x 107 spermii/ml. Pro kapacitaci byla pouzita koncentrace spermii
2,5-5 x 107 spermii/ml. Nejdiive byla suspenze sto¢ena na centrifuze (Eppendorf 5702, 250 g, 10
min, pokojova teplota), nasledn¢ byl supernatant odpipetovan a spermie byly 2x promyty PBS a
pokazdé byla provedena centrifugace (250 g, 10 minut). Po druhém promyti byla peleta spermii
rozsuspendovana v 10 ml TBM (Tris Buffer Medium, 1x koncentrovany) s piidavkem 10 mg BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, USA). SloZeni 10x koncentrovaného kapacitacniho média
(TMB; Ded et al. 2010): 20 mM TRIS (Sigma-Aldrich, USA), 3 mM KCI (Lach: Ner, CR), 10 mM
CaCl2 (Sigma-Aldrich, USA), 113,1 mM NaCl, 11 mM glukosa (Penta, CR), 5 mM pyruvat
(Sigma-Aldrich, USA), 1 amp. gentamycinu (1 ml ATK) (Sigma-Aldrich, USA). Suspenze spermii
byla rozpipetovana do 20 mikrozkumavek po 0,5 ml, které byly nasledné vlozeny do termostatu.

Kapacitace probihala pii 38 °C po dobu 1,5 hod pii 5 % COo.
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4.2 Neprima fluorescenéni mikroskopie

K zjistovani vazeb lektinii na proteinové struktury spermii byly pouzity tii typy piipravy vzorkda,
ato vlhkéd fixace vymrazenym aceton-metanolem 1:1, zasuSeni na vzduchu a vazba v suspenzi
spermii.

Nejprve na podlozni skli¢ka byla vyznacila plocha pomoci hydrofobni fixy PAN Pen liquid Blocker
(Sigma-Aldrich, USA). Kruh na pravé stran¢ vzdy predstavoval negativni kontrolu. Podle toho byly
v dalSich krocich nanaSeny roztoky. Na levou stranu byly aplikovany biotinem znacené lektiny a
lektin PNA konjugovany s rhodaminem pro kontrolu integrity akrosomu a na pravou stranu pouze

PBS.

4.2.1 Fixace spermii na mikroskopicka skla

4.2.1.1 Vlhka fixace

Pti vlhké fixaci bylo na sklicko do kazdého krouzku napipetovano 20 ul suspenze spermii v PBS a
néasledné zakapnuto vymraZenym aceton-metanolem (aceton; Lach: Ner, CR, metanol; VWR, BDH
Chemicals, Francie) v poméru 1:1. Po 5 min byla skla oplachnuta PBS.

Pro blokaci volnych mist bylo na vSechny preparaty spermii napipetovano 150 ul Super Bloku
v PBS (Thermo Scientific, USA) a skla byla vlozena do vlhké komurky, kde byla ponechana 30
min.

Nésledné byl ptipraven roztok lektinit v poméru 1:100 v Hepes pufru (10 mM Hepes, pH 7.5; 0,15
M NaCl, 0,1 mM Ca?*). Pro experimenty bylo vyuZito 10 biotinem znacenych lektini (Vector
Laboratories, USA), a to Sambucus nigra (SNA), Glycine max soybean agglutinin (SBA), Ulex
europaeus agglutinin (UEA), Maackia amurensis agglutinin (MAA), Ricinus communi agglutinin
(RCA), Pisum sativum agglutinin (PSA), Concavalin A Canavalia ensiformis (ConA), Aleuria
aurantia lectin, (AAL), Lotus tetragonolobus (LTG), Triticum vulgaris wheat germ agglutinin

(WGA).
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Tab. ¢. 4 Pirehled lektint se specifickymi cukry

Lektin Specificky cukr, na ktery se lektin vaze
AAL L-fukosa (a1,6) N-acetylglukosamin, L-fukosa (a1,2)

ConA a-D-manosa > a D-glukosa

LTG L-fukosa (al1,3)-N-acetylglukosamin, Sia-Lex

MAA N-acetylneuraminova (sialova) kyselina (02,3) D-galaktosa

PSA L-fukosa (a1,3/6) N-acetylglukosamin, manosa

RCA D-galaktosa (B1,4) N-acetylglukosamin

SBA a/B N-acetyl-D-galaktosamin

SNA N-acetylneuraminova (sialova) kyselina (a2,6) D-galaktosa / N-acetyl-D-galaktosamin

UEA L-fukosa (a1,2) D-galaktosa 1,4 N-acetylglukosamin
WGA B-N-acetylglukosamin

Preparaty byly promyty PBS a aplikovano 100 pl biotinem znaceného lektinu. Do kolecka
s negativni kontrolou bylo naneseno pouze 100 ul Hepes pufru. Preparaty byly vlozeny do vlhké
komirky a ponechény pies noc v lednici.

Dalsi den byly preparaty omyty PBS a osuseny. Bylo pfidano do obou kolecek100 pl streptavidinu
konjugovaného s Fluorescein isothiocyanate (FITC) (Vector Laboratories, USA) fedéného 1:300
v PBS. Preparaty byly inkubovany ve vlhké komiirce po dobu 45 min ve tm¢.

Pro kontrolu integrity akrozomu byl na preparaty nanesen lektin PNA znaceny rhodaminem
(Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector Laboratories, USA) v poméru 1:500 v PBS. Bylo aplikovano
100 pl do levych kolecek a zaroven na pravé strané byla ponechdna kontrola, do které bylo
napipetovano pouze 100 ul PBS. Po inkubaci ve vlhké komtrce po dobu 30 min byly
vzorky promyty PBS a nésledné destilovanou vodou a osuseny.

Na zavér bylo pfidano 5 pul montovaciho média VectaShield s DAPI (Antifade Mounting Medium,
Vector Laboratories, USA) pro vizualizaci jadra a preparaty byly piekryty krycim sklickem. Sklicka
byla opét vlozena do vlhké komiirky, kde byly inkubovany 10 min.

Vzorky byly vyhodnoceny na imunofluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse E 600, pficemz bylo
vyuzito pro nafoceni preparatli kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro
analyzu obrazu NIS Elements. PNA znacené rhodaminem bylo pozorovano jako cervena
fluorescence, zatimco biotinem znacené lektiny oznacCovaly specifické sacharidové struktury. Vazba
lektinli byla vizualizovédna pomoci specifické interakce biotinu se streptavidinem konjugovanym

s FITC, ktery se vyznacoval zelenou fluorescenci. DAPI oznacilo modfe jadra spermii.
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4.2.1.2 Vazba lektinii v suspenzi spermii

Po promyti spermii byla peletka spermii rozsuspendovana ve 300 ul Hepes pufru. Do suspenze byly
pridany lektiny (fedéni 1:100) a vlozeny do termostatu, kde byly ponechany pies noc pti 37 °C.
Nasledné byly spermie stoceny na centrifuze pfi 250 x g 10 minut, promyty PBS a nafedény do
150 pl. Na sklicka bylo naneseno po 20 pl.

Byla provedena blokace pomoci SuperBloku v PBS, ktery byl napipetovan do vSech vyznacenych
kolecek po 150 pl. Po té byly preparaty vlozeny do vlhké komiirky, kde byly inkubovany 30 minut.
Po omyti preparati PBS a osuSeni bylo pfidano 100 pl Streptavidinu konjugovaného s FITC
fedéného 1:300 v PBS a probé¢hla inkubace 45 min ve vlhké komtrce ve tmé¢. Nésledné bylo
aplikovano 100 pl lektinu PNA fedéného 1:500 v PBS, které bylo nechdno 30 min ve vlhké
komiirce. Nakonec se pfidalo montovaci médium Vektashield s DAPI 5 ul a ptrilozeno kryci sklicko.

Jako negativni kontrola byly spermie bez inkubace s lektiny.

4.3 SDS elektroforéza

4.3.1 Priprava vzorku pro SDS elektroforézu

K peletce spermii (5x107 buné¢k) bylo ptidano 100 pl dvakrat koncentrovaného vzorkového pufru
(0,5M TRIS-HCI, pH 6,8; glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolova modf; Sigma-Aldrich, USA).
Mikrozkumavky se vzorky byly nasledné inkubovany na ledu minimaln¢ 30 min a byla tak
provedena extrakce proteini. Bé¢hem lyzace byly vzorky kazdych 5 min promichany. Poté byly
mikrozkumavky se vzorky dany do termobloku a inkubovany 5 min pti 100 °C. Vzorky byly
nakonec odstfedény 5 min pii 10 000 x g.

4.3.2 Izolace povrchovych proteini spermii

Povrchové proteiny kancéich spermii byly izolovany pomoci kitu Cell Surface Protein Isolation Kit
(Pierce, USA) a ptilozeného protokolu vyrobce. Nejdiive byly celé buiiky znaceny Sulfo-NHS-SS-
Biotinem. Poté byly buiiky lyzovany (Lysis buffer) a biotinem znacené proteiny byly izolovany
afinitni chromatografii na gelovych kulickdch s imobilizovanym avidinem (Immobilized

NeutrAvidin™ Gel). Nésledné byl avidin se zachycenymi proteiny promyty pufrem (Wash Buffer) a
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proteiny byly uvolnény do neredukujiciho vzorkového pufru pro SDS elektroforézu (0,5 M Tris
(Sigma-Aldrich). HCI, pH 6,8 (Bio-Rad), glycerol, 2% SDS (dodecyl sulfat sodny, GE Healthcare

0,05% bromfenolova modf) inkubaci v termobloku pti 100° C 5 min.

4.3.3 SDS elektroforéza

Skla pro elektroforézu byla upevnéna do stojanku. Byl pfipraven roztok 15 % separacniho
polyakrylamidového gelu (2,5 ml destilovand voda; 5,0 ml 30% akrylamid/bis akrylamid (Bio-
Rad); 100 ul 10 % SDS; 2,25 ml 1,5 M Tris. HCI pH 8,8 (Bio-Rad); 3,8 ul TEMED; 70 ul 10%
persiran amonny). Roztok gelu byl nalit mezi skla ptevrstven destilovanou vodou. Gel byl ponechan
tuhnout asi po dobu 30 min. Poté byl pfipraven 4 % zaostfovaci gel (1,52 ml destilovana voda;
0,025 ml 10 % SDS; 0,625 ml 0,5 M Tris HCI pH 6,8 (Bio-Rad); 0,25 ml 30 % akrylamid/bis
akrylamid (Bio-Rad); 50 pl 10 % persiran amonny, 4,5 ul TEMED). Byla odstranéna destilovana
voda a bylo napipetovano 700 pl roztoku zaostfovaciho gelu. Thned byl do roztoku gelu zanoten
hiebinek pro tvorbu jamek. Gel ponechdn polymerovat nejméne 10 min.

Skla s gelem byla vloZena do aparatury pro elektroforézu, byly vyndany hiebeny a vSe bylo zalito
elektrodovym pufrem o pH 8,3: 15 g Tris (GE Healtcare, Svédsko), 72 g glycinu (Sigma-Aldrich,
USA), 5 g dodecylsulfatu sodného (SDS), destilovana voda do 1 litru, pak nasledné fedéno 1:4
destilovanou vodou. Do jamek v gelu byly naneseny proteinové molekulové standardy Dual Color
(Bio-Rad, USA) po 4 ul a proteinové extrakty spermii po 15 pl. Aparatura byla zapojena do zdroje
elektrického proudu a elektroforéza probihala nejprve pti konstantnim napéti 80 V 20 min a poté pii

150 V po dobu asi 1 hod.

4.3.4 Western blot (elektropienos proteinii z gelu na membranu)

Priprava transferového pufru:

3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, USA)

14,4 g glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Tris a glycin byly rozpustény ve 200 ml destilované vody. Nasledné bylo pfidano 200 ml metanolu
(VWR, BDH Chemicals, Francie) a vznikly roztok byl nasledn¢ doplnén do 1 litru destilovanou
vodou.

Chromatograficky filtracni papir Whatman (4 ks), 2 houbicky, 1 nitrocelulézovd membrana

(Hybond C, Amersham, Svedsko) byly v misce po dobu 15 min namoéeny v transferovém pufru. Po
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ukonceni elektroforézy byl vyndan gel a promyt destilovanou vodou, nasledné byl ponotfen do
transferového pufru. Kazeta byla vloZzena do misky s transferovym pufrem a nasledné¢ byly
komponenty  systematicky nasklddany v tomto potfadi: houbicka, 2x filtraéni papir, gel,
nitrocelul6zovd membrana, 2x filtracni papir, houbicka. Pro pfenos proteinll z gelu na membranu
bylo dutlezité, aby membrana byla situovana u kladné elektrody. Takto pfipravena kazeta byla
vloZena do apratury s transferovym pufrem. Vanicka byla vlozena do nadoby, ve které se nachazel

led a studena voda pro chlazeni. Elektroptenos probihal 1,5 h pii 0,5 A.

4.3.5. Vazba biotinem znacenych lektinii na proteiny na nitrocelul6zové

membrané

Membrana byla omyta destilovanou vodou a nésledné PBS. Vizualizace proteinli na membran¢ po
elektroptenosu byla provedena roztokem Ponceau (Sigma-Aldrich, USA) obarvenim gelu po dobu
I min. Odbarveni pozadi bylo provedeno pomoci destilované vody a néslednym promytim PBS
doslo k tipInému odbarveni a membrana byla piipravena pro vazebnou studii.

Deaktivace volnych mist na membrané byla provedena pomoci 1% zelatiny (Gelatin from cold
water fish skin, Sigma, Canada) v PBS po dobu 1 hodiny inkubace na tifepacce. Poté byla
membrana 2x promyta PBS s 0,05% Tweenem 20 (PBS-T) na tfepacce po 5 min pro odstranéni

nespecifickych interakei.

Dale byla provedena inkubace s biotinem znafenymi lektiny fedénymi v Hepes pufru (10 mM
Hepes, pH 7,5).

WGA (Biotinylated wheat germ agglutinin) 20 pl/ml

SNA (Biotinylated elderberry bark lectin) 20 pl/ml

DBA (Biotinylated dolichos biflorus agglutinin) 20 pl/ml

MAA (Biotinylated maackia amurensis lectin)10 pl/ml

AAL (Biotinylated aleuria aurantia lectin) 10 pl/ml

UEA (Biotinylated ulex europaeus agglutinin) 20 pl/ml

SBA (Biotinylated soybean agglutinin) 20 pl/ml

Negativni kontrola byla inkubovana pouze v Hepes pufru.

Do falkony byla vloZena membrana s 5 ml roztoku daného lektinu a membréana byla inkubovéna na
rotacni tiepaCce pres noc. Membrana byla nasledné promyta 3x po 10 min PBS-T pro odstranéni

nespecifickych interakci. Nasledné¢ byla provedena inkubace se streptavidinem konjugovanym

21



s kenovou peroxidasou (Sigma-Aldrich, USA) v koncentraci 1 pg/ml. Pak nasledovalo promyti

membrany 4x po 5 min PBS-T a 2x po 5 min pouze v PBS.

Vizualizace byla provedena pomoci chemiluminiscen¢niho substratu SuperSignal West Pico (Pierce,
USA) v ptistroji Azure c600 (Azure Biosystems, USA; Biocev, Vestec). Odhad molekulovych
hmotnosti vazebnych proteini byl proveden pomoci kalibra¢nich kfivek s proteinovymi
molekulovymi standardy. U vybranych detekovanych glykoproteini byla provedena
denzitometrické analyza v programu Image Studio Digits (C-Digit, USA).
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5  Vysledky

5.1 Sledovani vazby lektinii pomoci fluorescence

Pro vyhodnoceni zmén v sacharidovych strukturach na povrchu kancich spermii pfed a po in vitro
kapacitaci byla zvolena vazba s vybranymi biotinem znacenymi lektiny v suspenzi a nepiima
fluorescencni mikroskopie (kap 4.2). Vlhka fixace spermii vymrazenym acetonem-metanolem (kap
4.2.1.1) byla provedena za ucelem sledovani zmén v sacharidovych strukturach béhem kapacitace
také uvniti bunky.

Pro experimenty byly vyuzity nésledujici biotinylované lektiny: Sambucus nigra (SNA), Glycine
max soybean agglutinin (SBA), Ulex europaeus agglutinin (UEA), Maackia amurensis agglutinin
(MAA), Ricinus communi agglutinin (RCA), Pisum sativum agglutinin (PSA), Concavalin A
Canavalia ensiformis (ConA), Aleuria aurantia lectin, (AAL), Lotus tetragonolobus (LTQ),
Triticum vulgaris wheat germ agglutinin (WGA). Samotnd vazba byla vizualizovdna pomoci
streptavidinu konjugovaného s FITC (zelena fluorescence), PNA lektin konjugovany s rhodaminem
(¢ervena fluorescence) byl pouzit pro kontrolu integrity akrozomu. Pro vizualizaci jadra bylo
pouzito DAPI (modra fluorescence). Kontrola, ve které chybél biotinem znaceny lektin, byla ve
vSech ptipadech negativni.

U vSech vazeb lektinii na sacharidové struktury spermii bylo pocitano 100 bunék se stejnym
vzorem. Témér u vSech vazeb nebyly zaznamenany vyrazné subpopulace spermii. U ejakulovanych
spermii se pocty buné€k se stejnym vzorem bliZily ve vSech ptipadech témet ke 100 %. U spermii po
in vitro kapacitaci po spocitdni bun¢k vychdzelo zhruba kolem 90 % spermii se stejnym vzorem
fluorescence. U spermii s poSkozenym akrosomem nebyl napoc¢itan vzor.

Cilem bylo zjistit, na jakou cast spermie obsahujici urCité sacharidové struktury se vaze pouzity

lektin.

5.1.1 Vazba lektinu Aleuria aurantia (AAL)

Lektin Aleuria aurantia (AAL) se vaze na sacharidové struktury obsahujici L-fukosu vdzanou (a
-1,6) na N-acetylglukosamin nebo L-fukosu (a-1,2). U fixovanych ejakulovanych spermii se lektin
AAL navazal pfedevSsim v oblasti akrozomu a fluorescence byla viditelnd také u spermii

s cytoplazmatickou kapkou na konci stiedni ¢asti bi¢iku (obr. 2a). Vazba PNA v oblasti akrozomu
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nebyla zaznamenéna. Se slabsi intenzitou se lektin vazal v oblasti akrozomu i u ejakulovanych
spermii v suspenzi, i kdyz PNA znaceni ukazuje na CasteCné¢ poSkozené akrozomy (obr. 2b).
Zatimco u fixovanych kapacitovanych spermii doslo ke zméné¢, kdy se lektin AAL vyraznéji vazal
na hlavicce predevsim v apikdlni ¢asti akrozomu (obr. 2¢). Vazba lektinu v suspenzi kapacitovanych
spermii byla zaznamenéna v biciku a se slabsi homogenni fluorescenci také v celé oblasti akrozomu
(obr. 2d), 1 kdyZ vazba PNA naznacuje jejich poSkozeni. U fixovanych ejakulovanych spermii bylo
spocitano 100 % bunék se stejnym vzorem vazby lektinu na sacharidovou strukturu. U fixovanych
spermii po in vitro kapacitaci bylo napo€itdno 99 % se stejnym vzorem vazby lektinu. Vzorky

v suspenzi nebyly hodnoceny z diivodu poskozeni akrozomu.

FLUORESCENCE
AAL (FITC) DAPI + AAL (FITC) DAPI + AAL (FITC) + PNA KONTROLA (DAPI)

Obr: ¢.2: Vazba lektinu AAL na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, ¢) kapacitované spermie,

b)

d) kapacitované spermie v suspenzi. Métitko: 10 pm.
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5.1.2 Vazba lektinu Canavalia ensiformis (ConA)

Lektin Canavalia ensiformis (ConA) se vaze na a-D-manosu a a D-gluk6ézu. ConA se u fixovanych
ejakulovanych spermii navazal v oblasti akrozomu, kde byla viditelnd fluorescence s nizkou
intenzitou a v biciku (obr. 3a). Zatimco u ejakulovanych spermii v suspenzi se sacharidové
struktury, na které se dokaze ConA navézat, byla zaznamenana celoplo$na fluorescence v akrozomu
(obr. 3b). U fixovanych kapacitovanych spermii byla viditelnd vazba s lektinem v akrozomalni
oblasti hlavicky, kde byla fluorescence vyraznéjsi nez u ejakulovanych spermii (obr. 3¢). Navic byly
tyto sacharidové struktury detekovany také v krcku. U kapacitovanych spermii v suspenzi se lektin
navazal na akrozom i na mitochondridlni oddil bi¢iku (obr. 3d). Vazba PNA na akrozomy u
ejakulovanych spermii v suspenzi nebyla viditelnd. Kontrola u lektinu ConA ve vSech ptipadech
byla negativni a bylo zobrazeno pouze jadro modrou fluorescenci pomoci DAPI. U fixovanych
ejakulovanych spermii bylo spocitano 99 % bunc¢k se stejnym vzorem vazby lektinu na
sacharidovou strukturu a u spermii v suspenzi 98 %. U fixovanych spermii po in vitro kapacitaci
bylo napocitano 89 % u spermii fixovanych vlhkou fixaci se stejnym vzorem vazby lektinu a u

spermii v suspenzi se stejnym vzorem bylo napocitano 95 %.

FLUORESCENCE
ConA (FITC) DAPI + ConA (FITC) ~ DAPI + ConA (FITC) + PNA  KONTROLA (DAPI)
a) ™
b)
¢)
d)

Obr: €. 3: Vazba lektinu ConA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, c) kapacitované spermie

d) kapacitované spermie v suspenzi. Métitko: 10 pm.
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5.1.3 Vazba lektinu Lotus tetragonolobus (LTG)

Lektin Lotus tetragonolobus (LTG) se vaze na sacharidovou strukturu o-L-fukosu vazanou 1-3.
U ejakulovanych spermii se lektin LTG navazal na sacharidové struktury v oblasti akrozomu
(obr. 4a), pticemz se projevil slabou fluorescenci, az na apikdlni cast akrozomu, kde byla
fluorescence intenzivnéjsi, zatimco u ejakulovanych spermii v suspenzi se lektin navazal na celou
hlavicku a na mitochondridlni oddil bi¢iku (obr. 4b). U kapacitovanych spermii se lektin navazal v
akrozomalni oblasti hlavicky (obr. 4c). U vazby LTG lektinu na kapacitované spermie v suspenzi
(obr. 4d), kde se lektin difuzné vazal na sacharidové struktury v postakrozomalni oblasti hlavi¢ky a
v mitochondridlnim oddilu bi¢iku je viditelna absence vazby lektinu PNA u vétSiny spermii, coz
ukazuje na spermie s poSkozenymi akrozomy. U fixovanych ejakulovanych spermii bylo spocitano
98 % bunck se stejnym vzorem vazby lektinu na sacharidovou strukturu. U fixovanych spermii po
in vitro kapacitaci bylo napocitino 93 % se stejnym vzorem vazby lektinu. Vzorky v suspenzi

nebyly hodnoceny z diivodu poskozeni akrozomu.

FLUORESCENCE
LTG (FITC) DAPI+LTG (FITC)  DAPI+LTG (FITC) + PNA KONTROLA (DAPI)
a)
b) .
C) . .
d) . .

Obr. ¢. 4: Vazba lektinu LTG na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, ¢) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. Métitko: 10 pm.
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5.1.4 Vazba lektinu Maackia amurensis (MAA)

Lektin Maackia amurensis (MAA) se vaze na kyselinu sialovou vazanou na D-galaktozu (B-1,4)
N-acetylglukosamin. U ejakulovanych spermii se lektin MAA navazal hlavné v apikdlni Casti
akrozomu, ktera se projevila vyraznou fluorescenci (obr. 5a). A pak na postakrozomalni oblast a
cely bicik spermii, kde je intenzita fluorescence vyrazné nizsi. Zatim co u ejakulovanych spermii
pfipravenych v suspenzi se lektin vyrazné navéazal na celou hlavicku (obr. 5b). Vazba PNA na
akrozomy ukazuje v tomto piipad€ na jejich poSkozeni. Po kapacitaci spermii fixovanych vlhkou
fixaci se lektin navazal pouze v apikalni ¢asti akrozomu, kde se projevil slabou fluorescenci a ve
sttedni Casti bic¢iku (obr. 5c). U kapacitovanych spermii nebyla zaznamenana vazba PNA lektinu
(obr. 5d). U fixovanych ejakulovanych spermii bylo spocitano 99 % bunck se stejnym vzorem
vazby lektinu na sacharidovou strukturu. U fixovanych spermii po in vitro kapacitaci bylo
napocitano 90 % se stejnym vzorem vazby lektinu. Vzorky v suspenzi nebyly hodnoceny z divodu

poskozeni akrozomu.

FLUORESCENCE
MAA (FITC) DAPI + MAA (FITC)  DAPI+MAA (FITC) +PNA  KONTROLA (DAPI)
a)
| -
| -
| -

Obr: €. 5:Vazba lektinu MAA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, c) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. M¢titko: 10 um.



5.1.5 Vazba lektinu Pisum sativum (PSA)

Lektin Pisum sativum (PSA) se véaze na sacharidovou strukturu L-fukosu al,3/6 vazanou na
N-acetylglukosamin, popf. na manosu. U ejakulovanych spermii se lektin PSA pfevazné navazal v
oblasti akrozomu a ve stiedni ¢asti bi¢iku (obr. 6a). Stejné navazani lektinu bylo zaznamenano i u
ejakulovanych spermii v suspenzi (obr. 6b). Béhem kapacitace se navic projevila vazba na tyto
sacharidové struktury jest¢ slabé v postakrozomdlni oblasti spermie a opét se stejné jako u
ejakulovanych spermii PSA lektin navazal na oblast akrozomu a stfedni ¢ast biciku (obr. 6¢). U
kapacitovanych spermii v suspenzi se PSA navazal na celou hlavicku i na mitochondridlni oddil
biciku (obr. 6d). U fixovanych ejakulovanych spermii bylo napocitano 99 % bunck se stejnym
vzorem vazby lektinu na sacharidovou strukturu, u bun¢k v suspenzi to bylo 98 %. U fixovanych
spermii po in vitro kapacitaci bylo napocitano 89 % bunéck se stejnym vzorem vazby lektinu, u

spermii v suspenzi to bylo 94 %.

FLUORESCENCE
PSA (FITC) DAPI + PSA (FITC) DAPI + PSA (FITC) + PNA KONTROLA (DAPI)
a)
b) -
C) -
d) -

Obr. ¢. 6: Vazba lektinu PSA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, c) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. Méfitko: 10 pm.
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5.1.6 Vazba lektinu Ricinus communi (RCA)

Pro lektin Ricinus communi (RCA) je typickym cukrem D-galaktéoza vazana (1,4 na
N-acetylglukosamin. U ejakulovanych spermii fixovanych vlhkou fixaci se lektin RCA navazal na
sacharidové struktury pouze v oblasti akrozomu (obr. 7a). Zatimco u ejakulovanych spermii v
suspenzi se nenavazal viibec a absence vazby PNA lektinu ukazuje na chybé¢jici akrozomy (obr. 7b).
Po kapacitaci se lektin navazal na celou plochu hlavicky spermie, a to i v postakrozomalni oblasti
(obr. 7¢) a u spermii v suspenzi po kapacitaci je viditelnd vazba RCA lektinu pouze
v postakrozomalni oblasti hlavicky (obr. 7d). Opét je viditelnd absence vazby PNA lektinu na
akrozomy. U fixovanych ejakulovanych spermii bylo napocitano 98 % bunck se stejnym vzorem
vazby lektinu na sacharidovou strukturu. U fixovanych spermii po in vitro kapacitaci bylo
napocitano 97 % bunék se stejnym vzorem vazby lektinu. Vzorky v suspenzi nebyly hodnoceny

z diivodu poskozeni akrozomd.

FLUORESCENCE
RCA (FITC) DAPI + RCA (FITC)  DAPI + RCA (FITC) + PNA KONTROLA (DAPI)
a)
b)
c)
d)

Obr. €. 7: Vazba lektinu RCA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, c) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. Méfitko: 10 pm.
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5.1.7 Vazba lektinu Glycine max soybean (SBA)

Lektin Glycine max soybean (SBA) se vaZe na a/f N-acetyl-D-galaktosamin. U ejakulovanych
spermii se lektin SBA navéazal okolo celé hlavicky spermie a také v bic¢iku (obr. 8a).
U ejakulovanych spermii v suspenzi byla slab¢ viditelnd vazba lektinu SBA pouze na bic¢iku po celé
jeho délce. Absence PNA vazby na akrozomy ukazuje jejich poSkozeni (obr. 8b). Béhem kapacitace
u spermii ptipravenych vlhkou fixaci se lektin SBA nenavézal (obr. 8c). Ke zméné doslo béhem
kapacitace 1 u spermii v suspenzi, a to Ze se lektin navazal na hlavicku v oblasti akrozomu (obr. 8d).
U fixovanych ejakulovanych spermii bylo napocitano 100 % bunck se stejnym vzorem vazby
lektinu na sacharidovou strukturu. U spermii v suspenzi po in vitro kapacitaci bylo stejné znaceno
88 %. Vzorky ejakulovanych spermii v suspenzi a fixovanych kapacitovanych spermii nebyly

hodnoceny z diivodu chybéjicich akrozomii.

FLUORESCENCE
SBA (FITC) DAPI + SBA (FITC) DAPI + SBA (FITC) + PNA KONTROLA (DAPI)
| .
| . .
| . .
d) . .

Obr. ¢. 8: Vazba lektinu SBA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, ¢) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. Métitko: 10 pm.
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5.1.8 Vazba lektinu Sambucus nigra (SNA)

Pro lektin Sambucus nigra (SNA) je typickym cukrem, na ktery se véaze kyselinu
N-acetylneuraminovou (sialovou) vdzanou 02,6 na D-galaktézu a N-acetyl-D-galaktosamin. Na
ejakulovanych spermii se lektin SNA véaze v oblasti hlavicky na akrozomu (obr. 9a). Zatimco
u ejakulované spermie v suspenzi se lektin SNA nenavazal viibec a absence PNA znaceni ukazuje
na chybégjici akrozomy (obr. 9b). Po kapacitaci se u vlhké fixace spermii lektin navazal pouze
v postakrozomalni oblasti a absence PNA vazby opét ukazuje na poSkozeni akrozomua (obr. 9c).
U kapacitovanych spermii v suspenzi se lektin SNA nenavazal viibec a i v tomto ptipadé nebyla
viditelna vazba PNA na akrozomy (obr. 9d). U fixovanych ejakulovanych spermii bylo napocitano
100 % bunck se stejnym vzorem vazby lektinu na sacharidovou strukturu. U dalSich vzorki

z diivodu poskozeni akrozomi nebyla vazba SNA lektinu vyhodnocena.

FLUORESCENCE
SNA (FITC) DAPI + SNA (FITC) DAPI + SNA (FITC) + PNA KONTROLA (DAPI)
| .

Obr. €. 9: Vazba lektinu SNA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, c) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. Méfitko: 10 pm.
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5.1.9 Vazba lektinu Ulex europaeus (UEA)

Pro lektin Ulex europaeus (UEA) je typicky cukr L-fukosa vazana al,2 D-galaktosu, na ktery se
dokéze vazat. U ejakulované spermie se lektin UEA vazal predev§im v apikalni ¢asti akrozomu
(obr. 10a). Oproti tomu u ejakulovanych spermii v suspenzi se navazal po celé¢ délce biciku a do
akrozomalniho segmentu. VétSina spermii postradala znaceni PNA, coz ukazuje na posSkozeni
akrozoml. U spermii s neporuSenym akrozomem byla viditelnd také vazba UEA (obr. 10b). U
fixovanych kapacitovanych spermii se UEA lektin vazal v apikalni oblasti akrozomu a v krc¢ku
(obr. 10c). U kapacitovanych spermii v suspenzi se pomoci lektinu povedlo zaznamenat vazbu na
sacharidové struktury v postakrozomalni ¢asti hlavicky spermie a ve stitednim oddil biciku s nizsi
fluorescenci. Absence PNA vazby jasn€ ukazuje na chybéjici akrozomy (obr. 10d). U fixovanych
ejakulovanych spermii bylo napocitano 99 % bunék se stejnym vzorem vazby lektinu na
sacharidovou strukturu. U fixovanych spermii po in vitro kapacitaci bylo spocitano 90 % stejné

znacenych bun¢k. Vzorky v suspenzi nebyly z diivodu porusenych akrozomt hodnoceny.

FLUORESCENCE
UEA (FITC) DAPI + UEA (FITC)  DAPI + UEA (FITC) + PNA KONTROLA (DAPI)
| . .
b) . .
| . .
d) - -

Obr. €. 10: Vazba lektinu UEA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, ¢) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. Méfitko: 10 pm.
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5.1.10 Vazba lektinu Triticum vulgaris (WGA)

Lektin Triticum vulgaris (WGA) se vaze na sacharidové struktury obsahujici B-N-acetylglukosamin.
U fixovanych ejakulovanych spermii se lektin WGA navéazal pouze na apikalni ¢ast akrozomu
(obr. 11a). Oproti tomu u ejakulovanych spermii v suspenzi se navazal pouze na mitochondridlni
¢ast biciku (obr. 11b). Po kapacitaci se lektin WGA vézal ve spermiich upravenych vlhkou fixaci
predevsim v apikalni ¢asti akrozomu (obr. 11c). U spermii v suspenzi po kapacitaci se lektin
navazal na akrozomalni ¢ast hlavicky a u nékterych spermii také na mitochondridlni segment bic¢iku
(obr. 11d). U fixovanych ejakulovanych spermii bylo spocitano 100 % bunék se stejnym vzorem
vazby lektinu na sacharidovou strukturu , u spermii v suspenzi to bylo 99 %. U fixovanych spermii
po in vitro kapacitaci bylo napocitano 91 % se stejnym vzorem vazby lektinu, u spermii v suspenzi

to bylo 89 %.

FLUORESCENCE
WGA (FITC) DAPI+ WGA (FITC) ~ DAPI+ WGA (FITC) + PNA  KONTROLA (DAPI)
| .
b) . .
| . .
| . .

Obr. €. 11: Vazba lektinu WGA na a) ejakulované spermie, b) ejakulované spermie v suspenzi, ¢) kapacitované spermie,

d) kapacitované spermie v suspenzi. Méfitko: 10 pm.
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5.2 Celkové hodnoceni po detekeci sacharidovych struktur pomoci

fluorescence

U ejakulovanych spermii byly sacharidové struktury fukosy prevazné detekované v akrosomalni
oblasti hlavicky spermie (tab. 5). Lektiny UEA, AAL véazajici se pirevazné na fukosu ukazaly, Ze
béhem kapacitace doslo ke ztraté téchto sacharidovych struktur. Zatimco lektiny LTG a PSA, které
se vazi také pfevazné na fukosu odhalily, ze po kapacitaci doSlo k odhaleni fukosylovych struktur
témer v celé predni casti hlavicky spermie. Lektin PSA nezaznamenal rozdil mezi detekcei sacharidi

v celé spermii a na povrchu (suspenze) jak u ejakuovanych ,tak kapacitovanych spermiich (tab. 5).

Tab. ¢. S Piehled lektini s preferenci vazby na fukosu a vyobrazeni mist, kde byla detekovana

vazba na spermii

FUKOSA

Lektin e €j sus kap kap sus
specificky sacharid

UEA , . 0

L-Fuc(al,2)Gal(B1,4)GIcNAcp

T
=
—<
p—

LTG

L-Fuc(al-3)GIcNAc

—®
>

—®
>

AAL / X o X
L-Fuc(al1,2),L-Fuc(al,6)GIcNAc 1]
PSA . "
:k:l :\.i’l
L-Fuc(al,3/6)GlcNAc; Man | |
" "

Vysvétlivky pouzitych zkratek: Gal: D-galaktosa, GlcNAc: N-acetylglucosamin, Fuc: L-fukosa, Man: D-manosa.;
ej: fixované ejakulované spermie, ej sus: ejakulované spermie v suspenzi, kap: fixované kapacitované spermie, kap sus:

kapacitované spermie v suspenzi; X: nehodnoceno.

Galaktosa byla detekovana pomoci RCA lektinu v akrosomalni ¢asti hlavicky ejakulované spermie.

Na spermii po kapacitaci se tento lektin vazal po celé hlavicce (tab. 6).
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Tab. ¢. 6 Prehled lektinu s preferenci vazby na galaktosu a vyobrazeni mist, kde byla

detekovana vazba na spermii

GALAKTOSA

Lektin ej ej sus kap kap sus
specificky sacharid

RCA { X ® X
Gal(B1,4)GIcNAc m

Vysvétlivky pouzitych zkratek: Gal: D-galaktosa, GlcNAc: N-acetylglucosamin, ej: fixované ejakulované spermie, e¢j
sus: ejakulované spermie v suspenzi, kap: fixované kapacitované spermie, kap sus: kapacitované spermie v suspenzi;

X: nehodnoceno.

Sacharidové struktury manosy byly detekovany pomoci lektinu ConA, hlavné v oblasti akrosomu
hlavicky spermie pfed i po kapacitaci. Zména ve vazbé lektinu byla viditelnd po kapacitaci

prevazné ve stiedni ¢asti biciku (tab. 7).

Tab. ¢ 7 Prehled lektinu s preferenci vazby na manosu a vyobrazeni mist, kde byla

detekovana vazba na spermii

MANOSA

Lektin ej ej sus kap kap sus
specificky sacharid

ConA

af
-

: < o
oMan >aGlc |: s \k
L

—

Vysvétlivky pouzitych zkratek: Glc: D-glukdza, Man: D-manosa. Vysvétlivky pouzitych zkratek: Gal: D-galaktosa,
GlcNAc: N-acetylglucosamin, ej: fixované ejakulované spermie, ¢j sus: ejakulované spermie v suspenzi, kap: fixované

kapacitované spermie, kap sus: kapacitované spermie v suspenzi; X: nehodnoceno.

Sacharidové struktury N-acetylglukosaminu detekovatelnych pomoci lektinu WGA se béhem
kapacitace spermii ptipravenych vlhkou fixaci nezménily. Zatimco u spermii, kde byl lektin
navazan v suspenzi, doslo k vyraznym zménam ve vazbé WGA na povrch kapacitovanych spermii

(tab. 8).
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Tab. €. 8 Prehled lektinu s preferenci vazby na N-acetylglukosamin a vyobrazeni mist, kde

byla detekovana vazba na spermii

N-ACETYLGLUKOSAMIN

Lektin ej ej sus kap kap sus

specificky sacharid

WGA "~y i &
'/ y ) Y

BGIcNAC | [L L X [L

Vysvétlivky pouzitych zkratek: GlcNAc: N-acetylglukosamin, ej: fixované ejakulované spermie, ej sus: ejakulované

spermie v suspenzi, kap: fixované kapacitované spermie, kap sus: kapacitované spermie v suspenzi; X: nehodnoceno.

U spermii byla kyselina sialova detekovana za pomoci lektini MAA a SNA pifevazné v apikalni

¢asti hlavicky spermie v ostatnich ¢astech spermie se navazani vyrazné lisilo (tab. 9).

Tab. ¢. 9 Piehled lektint s preferenci vazby na Kkyselinu sialovou a vyobrazeni mist, kde byla

detekovana vazba na spermii

KYSELINA SIALOVA
Lektin e €j sus kap kap sus
specificky sacharid
MAA ) X Q X
7
Sia(02,3)Gal \ lL
SNA { X X X
Sia(a2,6)Gal/GalNAc %

Vysvétlivky pouzitych zkratek: Sia: sialova kyselina, Gal: D-galaktosa, GalNAc:
N-acetyl-D-galaktosamin, ej: fixované ejakulované spermie, ej sus: ejakulované spermie v suspenzi, kap: fixované

kapacitované spermie, kap sus: kapacitované spermie v suspenzi; X: nehodnoceno.
Vazba lektinu SBA rozpoznavajiciho N-acetylgalaktosamin ukazala vazbu v plazmatické membrané

ejakulované spermie. V suspenzi se zdafila pouze vazba na kapacitované spermii, kde byla znacena
oblast akrosomu (obr. 10).
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Tab. ¢. 10 Prehled lektinu s preferenci vazby na galaktosamin a vyobrazeni mist, kde byla

detekovana vazba na spermii

N-ACETYLGALAKTOSAMIN

Lektin, ej ejsus |kap kap sus
specificky sacharid

o/BGalNAc \

Vysvétlivky pouzitych zkratek: GalNAc: N-acetylgalaktosamin; ej: fixované ejakulované spermie, €] sus: ejakulované

spermie v suspenzi, kap: fixované kapacitované spermie, kap sus: kapacitované spermie v suspenzi; X: nehodnoceno.

5.3  Vazba lektinii na glykoproteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii

Pro vyhodnoceni zmén v glykoproteinech kancich spermii pfed a po in vitro kapacitaci byla

vyuzita vazebna studie na NC membrané s biotinem znacenymi lektiny (kap. 4.1.1).

Pro ziskani kapacitovanych spermii byla provedena kapacitace in vitro (kap. 4.1.1) a extrakce
celkovych a povrchovych proteini ze spermii (kap. 4.3.2), a to kapacitovanych i ejakulovanych a
kapacitovanych. Proteiny z kapacitovanych a ejakulovanych spermii byly separovany pomoci SDS
elektroforézy (kap. 4.3.3) a preneseny z gelu na NC membranu (kap. 4.3.4). Nanaska proteint byla
zkontrolovdna barvenim na proteiny pomoci Ponceau. Koncentrace proteinti v obou vzorcich
extraktu byla podle denzitometrické analyzy shodna. Byla provedena inkubace s biotinem
znaCenymi vybranymi lektiny a vizualizace vazby pomoci avidinu konjugovaného s kienovou
peroxidasou a po reakci s chemiluminiscencnim substratem. Molekulové hmotnosti detekovanych
glykoproteinlt byly uréeny z kalibraénich kiivek sestavenych na zaklad¢ vzdalenosti proteini od
horniho okraje gelu a proteinovych molekulovych standardi. Intenzita vazby lektini u nékterych

glykoproteint byla vyhodnocena denzitometrickou analyzou.
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5.3.1 Detekce glykoproteinii pomoci Aleuria aurantia (AAL)

Lektin Aleuria aurantia (AAL) se vaze na sacharidové struktury obsahujici L-fukosu véazanou
(o -1,6) na N-acetylglukosamin nebo L-fukosu (al,2). Navazal se bez vyraznych rozdili na
glykoproteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii s molekulovou hmotnosti 250 kDa, 125 kDa
a 48 kDa. Zatimco u ejakulovanych spermii (obr. 12, E) se navazal lektin s vétsi intenzitou u
glykoproteini s molekulovou hmotnosti 100 kDa, 75 kDa, 62 kDa, 25 kDa, 21 kDa a 16 kDa. U
kapacitovanych spermii se s vétsi intenzitou navazal lektin pouze na glykoprotein s molekulovou

hmotnosti 33 kDa (obr. 12, K).
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Obr. ¢. 12 : detekce pomoci AAL lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie

5.3.2 Detekce glykoproteinii pomoci Canavalia ensiformis (ConA)

Lektin Canavalia ensiformis (ConA) se vdze na oa-D-manosu a o D-glukozu. Navézal se bez
vyraznych rozdili na glykoproteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii s molekulovou
hmotnosti 15 kDa. Zatimco u ejakulovanych spermii se navazal lektin s vétSi intenzitou u

glykoproteinii s molekulovou hmotnosti 110 kDa, 51 kDa, 43 kDa a 34 kDa (obr. 13, E). U

kapacitovanych spermii se s vétsi intenzitou se lektin nenavazal (obr. 13, K).
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Obr. ¢. 13 Detekce pomoci ConA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie
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5.3.3 Detekce glykoproteinii pomoci Lotus tetragonolobus (LTG)

Lektin Lotus tetragonolobus (LTG) se vaze na sacharidovou strukturu o-L-fukosu vazanou 1-3.
Navazal se vyraznéji na glykoproteiny ejakulovanych nez na kapacitovanych spermii s
molekulovou hmotnosti 56 kDa (obr. 14, E). Jesté bylo zaznendno navazani u ejakulovnych spermii
na glykoproteiny s molekulovou hmotosti 70 kDa (obr. 14, E), zatimco u kapacitovanych spermii

nedoslo k navazani (obr. 14, K).
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Obr. €. 14 Detekce pomoci LTG lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie

5.3.4 Detekce glykoproteinii pomoci Maackia amurensis (MAA)

Lektin Maackia amurensis (MAA) se vaze na kyselinu sialovou vazanou na D-galaktozu (B-1,4) N-
acetylglukosamin. Navéazal se u ejakulovanych spermii s vétSi intenzitou u glykoproteind s
molekulovou hmotnosti 170 kDa a 140 kDa (obr. 15, E), zatimco u kapacitovanych spermii se
navazal se slabsi intenzitou (obr. 15, K). Pak se jest¢ navazal u ejakulovanych spermii se slabsi
intenzitou u glykoproteini s molekulovou hmotnosti 62 kDa a 52 kDa (obr. 15, E) a u

kapacitovanych spermii nedoslo k Zddnému navazani (obr. 15, K).
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Obr. €. 15 Detekce pomoci MAA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie
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5.3.5 Detekce glykoproteinii pomoci Pisum sativum (PSA)

Lektin Pisum sativum (PSA) se vaze na sacharidovou strukturu L-fukosu (al,3/6) vazanou na
N-acetylglukosamin, popt. na manosu. Navazal se u ejakulovanych spermii s vétsi intenzitou u
glykoproteinti s molekulovou hmotnosti 250 kDa, 125 kDa, 64 kDa, 53 kDa a 16 kDa (obr. 16, E).

U extraktu kapacitovanych spermii se lektin PSA vézal na stejné glykoproteiny, ale s vyrazné¢ slabsi

intenzitou (obr. 16, K). E
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Obr. €. 16 Detekce pomoci PSA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie

5.3.6 Detekce glykoproteinii pomoci Ricinus communi (RCA)

Lektin Ricinus communi (RCA) je typickym cukrem D-galaktéza vazana 1,4 na N-
acetylglukosamin. Navézal se bez vyraznych rozdili na glykoproteiny ejakulovanych i
kapacitovanych spermimi s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 123 kDa do 20 kDa (obr. 17,
E,K). Zatimco u ejakulovanych spermii se navéazal lektin s vétsi intenzitou u glykoproteinu s
molekulovou hmotnosti 27 kDa a 44 kDa (obr. 17, E). U kapacitovanych spermii se s veétsi

intenzitou lektin nenavazal (obr. 17, K).
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Obr. ¢. 17 Ddetekce pomoci RCA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie
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5.3.7 Detekce glykoproteinii pomoci Glycine max soybean (SBA)

Lektin Glycine max soybean (SBA) se vaze na o/f N-acetyl-D-galaktosamin. Navazal se u
ejakulovanych spermii s vétsi intenzitou u glykoproteinli s molekulovou hmotnosti 100 kDa a 14
kDa (obr. 18, E). U kapacitovanych spermii je viditelnd velmi slaba vazba lektinu SBA na tyto dva
glykoproteiny (obr. 18, K).
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Obr. ¢. 18 Detekce pomoci SBA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie

5.3.8 Detekce glykoproteinii pomoci Sambucus nigra (SNA)

Lektin  Sambucus nigra (SNA) je typickym cukrem, na ktery se vaze kyselinu
N-acetylneuraminovou (sialovou) vazanou a2,6 na D-galaktozu a N-acetyl-D-galaktosamin. Se
navazal o néco slabé&ji na glykoprotein s molekulovou hmotnosti 16 kDa (obr. 19, E,K). Zatimco u
ejakulovanych spermii se navazal lektin s velkou intenzitou na glykoprotein s molekulovou
hmotnosti 48 kDa (obr. 19, E). U extraktu kapacitovanych spermii neni viditelnd zadna vazba

lektinu v této molekulové hmotnosti (obr. 19, K).
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Obr. ¢. 19 Detekce pomoci UEA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie
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5.3.9 Detekce glykoproteini pomoci Ulex europaeus (UEA)

Pro lektin Ulex europaeus (UEA) je typicky cukr L-fukosa vdzand al,2 D-galaktosu, na ktery se
dokaze vazat. Lektin UEA u ejakulovanych spermii se navazal s vétsi intenzitou u glykoproteinti s
molekulovou hmotnosti 100 kDa, 50 kDa, a 16 kDa (obr. 20, E). Slabsi vazba je viditelna u
glykoproteinit mezi 25 a 37 kDa. U kapacitovanych spermii je intenzita vazby lektinu na tyto

glykoproteiny velmi nizka (obr. 20, K). E K
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Obr. €. 20 Detekce pomoci UEA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie

5.3.10 Detekce glykoproteini pomoci Triticum vulgaris (WGA)

Lektin Triticum vulgaris (WGA) se vaze na sacharidové struktury obsahujici 3-N-acetylglukosamin.
Lektin WGA se navazal bez vyraznych rozdili na glykoproteiny ejakulovanych a kapacitovanych
spermii s molekulovou hmotnosti 240 kDa. Zatimco u ejakulovanych spermii se navazal lektin s
vetsi intenzitou u glykoproteini s molekulovou hmotnosti 87 kDa, 43 kDa, 22 kDa a 16 kDa
(obr. 21, E). V extraktu kapacitovanych spermii se vazal lektin na tyto glykoproteiny s vyrazné nizsi

intenzitou. U molekulové hmotnosti 87 kDa doslo k ipInému vymizeni vazby lektinu (obr. 21, K).
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Obr. ¢. 21 Detekce pomoci WGA lektinu, E: ejakulované spermie, K: kapacitované spermie
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5.3.11 Detekce sacharidovych struktur v povrchovych proteinech spermii

Byly izolovany povrchové proteiny ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii (kap. 4.1.1).
Po jejich separaci pomoci SDS elektroforézy (kap. 4.3.3) a ptfenosu na NC membranu (kap. 4.3.4)
byla provedena vazebna studie s vybranymi biotinem znacenymi lektiny (kap. 4.3.4). Intenzita
vazby lektinli na glykoproteiny byla hodnocena denzitometricky a vztaZena k celkové nanésce

proteintl ve vzorku.

Lektin AAL se navézal bez vyraznych rozdili na povrchovy glykoprotein ejakulovanych a
kapacitovanych spermii s molekulovou hmotnosti 13 kDa (obr. 22, pAAL). Zatimco vyrazna
intenzita vazby lektinu v extraktu ejakulovanych spermii byla viditelnda u glykoproteini
s molekulovou hmotnosti 171 kDa a 16 kDa. Slab$i vazba byla zaznamenana u nékolika

glykoproteint mezi 20 a 75 kDa.

Zatimco lektin WGA (obr. 22, pWGA) se navézal bez vyraznych rozdili pouze na jeden povrchovy
glykoprotein ejakulovanych a kapacitovanych spermii s molekulovou hmotnosti 129 kDa.
U ejakulovanych spermii se navazal lektin s vétsi intenzitou u glykoproteinii s molekulovou
hmotnosti 107 kDa, 51 kDa, 41 kDa, 29 kDa, 22 kDa a 17 kDa. U kapacitovanych spermii byla
vazba na tyto glykoproteiny vyrazné slabsi nebo tpln€ vymizela (107 kDa).

Lektin SBA (obr. 22, pSBA) se navazal u ejakulovanych spermii na povrchové glykoproteiny s
molekulovou hmotnosti 104 kDa a 15 kDa. Ve vzorku povrchovych proteini kapacitovanych

spermii nebyla viditelnd Zadna vazba tohoto lektinu na glykoproteiny.
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Obr. ¢. 22 Detekce pomoci povrchovych lektini pAAL, pWGA, pSBA, E: ejakulované spermie, K: kapacitované

spermie
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6 Diskuze

Béhem kapacitace dochdzi ke zméndm na povrchu spermii, které vedou k ziskani fertilizacni
schopnosti spermii. Zmény na urovni sacharidii na povrchu spermii Ize detekovat pomoci lektind,
které se specificky vazou na urcité sacharidové struktury. Zména intenzity nebo mista vazby
urc¢itého lektinu na spermii po kapacitaci mize odhalit jeji pripadny kapacitacni stav.

V nasi studii jsme vyuzili lektiny UEA, LTG, PSA a AAL, které jsou schopny rozpoznavat fukosu
v riiznych spojenich v sacharidovych fetézcich glykoproteind, pro detekci zmén ve spermiich pied a
po kapacitaci. Na ejakulovanych spermiich pfipravenych vlhkou fixaci byly fukosylové struktury
zaznamenany piedevsim v akrosomalni ¢asti hlavicky spermie. Vazba lektinu UEA byla omezena na
apikalni c¢ast hlavicky fixované ejakulované spermie a stfedni ¢ast bic¢iku, na spermii po kapacitaci
se vazba viditeln¢ nezménila. U ejakulovanych spermii v suspenzi oproti spermiim pfipravenym
vlhkou fixaci se lektin UEA navazal po celé délce biciku a po celé hlavicce kromé ekvatoridlniho
segmentu. Znamena to tedy, Ze u fixovanych spermii jsou fukosylované struktury soustiedény také
uvnitt bunky, ziejme v cytoplazmé, protoze u fixovanych spermii byla fluorescence v apikalni ¢asti
hlavi¢ky velmi intenzivni. U spermii v suspenzi doslo také ke zméné vazby lektinu po kapacitaci,
kdy zcela zmizely sacharidové struktury rozpozndvané UEA z oblasti akrozomu a hlavni ¢asti
biciku, ale ziistaly v postakrosomalni ¢asti hlavicky spermie, pti¢emz akrosomy ztistaly neporuseny.
Pouze ve stfednim oddile bi¢iku nedosSlo ke zméné (tab. 5). Desantis et al. (2010) upozoriiuje na
zménu sacharidil na ejakulované spermii v zavislosti na reproduk¢énim obdobi, a to ze lektin UEA
se u egjakulovanych spermii hfebce beéhem reprodukce nevaze na zadnou ¢ast spermie a mimo
obdobi reprodukce se vdze v oblasti akrosomu a biciku, slabé pak v postakrosomalni
oblasti. Accogli et al. (2017) doSel k podobnému zavéru u byki, kdy se v dobé odbérai UEA
vyraznéji vaze na spermie v dob€ reprodukéni aktivity nez v obdobi klidu. Vazba lektinu UEA byla
jiz dfive zkoumana i na kancich spermiich, kdy bylo nalezeno sniZeni miry vazby na kapacitované
spermie v suspenzi oproti ejakulovanym (Jimenez et al. 2003).

Pomoci LTG byly detekovany pouze sacharidové struktury obsahujici fukosu vdzanou 1,3 na N-
acetylglukosamin ve spermiich pfipravenych vlhkou fixaci, u spermii pfipravenych v suspenzi doslo
k poskozeni akrosomil. Pfed a po kapacitaci nebyl zaznamenan Zadny rozdil, v obou piipadech
doslo k navazani v oblasti akrosomu hlavicky (tab. 5). Xin et al (2014) vyuzil pro detekci na
lidskych ejakulovanych spermiich také tento lektin, ale jeho vazba byla velmi slaba oproti ostatnim
testovanym lektinim MAA, RCA, SNA, PSA, Con A, SBA a AAL, z nichZ nékteré rozpoznavaji
také fukosu podobné jako LTG.

Pomoci AAL byly detekovany fukosylované struktury pouze u spermii pripravenych vlhkou fixaci,

u spermii v suspenzi doSlo k poskozeni akrosomti. Po kapacitaci byla zaznamendna ztrata
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sacharidovych struktur v oblasti akrosomu, tak ze dosSlo k navéazani lektinu pouze v apikalni casti
akrosomu (tab. 5).

Pii pouziti lektinu PSA u ejakulovanych spermii v suspenzi a fixovanych vlhkou fixaci jsme
nenalezli zménu ve vazbé na sacharidové struktury spermie. V obou pifipadech byl zaznamenan
vzor v oblasti akrosomu spermie a mitochondrialniho oddilu bic¢iku. Stejné tak tomu bylo v piipadé
kapacitovanych spermii v suspenzi a fixovanych vlhkou fixaci, kde byl zaznamenan stejny vzor
navazani po celé ploSe hlavicky a v mitochondridlnim oddilu bi¢iku. Diky tomu lze usuzovat, Ze
sacharidové struktury, na které se vaze lektin PSA, jsou pfitomné pouze na povrchu spermie, nebot’
nebyla zaznamenana zména mezi vazbou lektinu na fixované spermie a spermie v suspenzi, kde
lektiny rozpoznavaji pouze struktury na povrchu spermie. Také se dd usuzovat, Ze béhem kapacitace
dochazi k objeveni dalSich sacharidovych struktur pro vazbu PSA v postakrosomalni oblasti
spermie (tab. 5). Accogli et al. (2017) pomoci lektinu PSA detekovali sacharidové struktury u
ejakulovanych spermii byka béhem obdobi odbérl, kdy se mira vazby lektinu PSA projevovala
silngji nez mimo sezonu. Baker et al. (2004) detekoval navazani lektinu PSA u myS$i u
kapacitovanych spermii v postakrosomdlni oblasti a apikalni ¢asti hlavicky. Zatimco my jsme u
kance detekovali navazani na celé hlavicce a v mitochondridlnim oddilu biciku, kde muzeme
poukézat na vyrazny mezidruhovy rozdil uskupeni sacharidovych struktur pro lektin PSA. Cross et
al. (1986) poukazuje na vhodnost PSA pro detekci akrosomdlni reakce u lidskych spermii,
kde reaguje jen s ¢asti akrosomu.

Rozdily v lokalizaci podobnych struktur, které rozpoznavajici vSechny zminéné lektiny (UEA,
RCA, AAL a PSA), tzn. ptevazné fukosu, naznacuji rozdilné preferencni vazby v sacharidovych
retézcich.

Pomoci lektinu RCA rozpoznavajicich galaktosu v sacharidovych fetézcich glykoproteinijsme
detekovaly struktury pouze u spermii pfipravenych vlhkou fixaci, protoZe u spermii pfipravenych v
suspenzi doSlo opét k poSkozeni akrosoml. U ejakulovanych spermii byla pomoci lektinu
detekovana galaktosa v oblasti akrosomu. Po kapacitaci byly sacharidové struktury zaznamenany v
celé oblasti hlavicky. Béhem kapacitace tedy nedoslo ke ztratdm typickych sacharidovych struktur
ale naopak k jejich odkryti (tab 6). Umezu et al. (2017) zaznamenal stejné navazani lektinu RCA
v akrozomalni oblasti u ejakulovanych spermii byka jako jsme zaznamenaly u kance. Pfitomnost
sacharidovych struktur pro lektin RCA byla popséana také u lidskych ejakulovanych spermii (Xin et
al. 2014). Desantis et al. (2010) pomoci RCA detekoval u hiebce na ejakulovanych spermii typické
sacharidové struktury v oblasti akrozomalni ¢apky pouze mimo reprodukéni obdobi.

Ve vazbé lektinu ConA, ktery preferenéné rozpoznava manosové struktury, nedoslo ke zméné na
spermiich po kapacitaci jak ve fixovanych bunkéch, tak v suspenzi. Lektin se vazal opét do oblasti

akrosomu kancich spermii a stfedni ¢asti biciku (tab. 7). Naproti tomu Jimenez et al. (2003) zjistili

45



zvySeni miry vazby ConA lektinu na kanci spermie po kapacitaci. Accogli et al. (2017) zaznamenal
vyrazny rozdil v intezit¢ vazby tohoto lektinu na byc¢i spermie v obdobi reprodukéniho klidu, kdy se
lektin ConA véazal velmi silné do oblasti akrosomu spermie.

U lektinu WGA, rozpoznavajiciho N-acetylglukosamin, se zdafila vazba na spermie v suspenzi, kde
po kapacitaci byly detekovany specifické struktury pro vazbu tohoto lektinu na povrchu akrosomu,
piestoze na ejakulovanou spermii se lektin nevazal (tab. §). NaSe zjisténi je v rozporu s vysledky
prace Jimenez et al. (2003), kdy byla popsana naopak sniZzena intenzita vazby lektinu WGA na
spermie po kapacitaci. Zatimco nam se lektin navazal spiSe v oblasti akrosomu, Flesch et al. (1998)
detekoval navazani na kanci spermie na celou plochu hlavicky.

Lektin MAA, ktery rozpoznava piedevSim kyselinu sialovou, detekoval zmizeni sacharidu
v postakrosomalni oblasti hlavi¢ky a hlavni ¢asti biciku, az na apikalni ¢asti akrosomu a stfedni cast
biciku ve spermiich po kapacitaci (tab 9). Xin et al. (2014) poukazuje na nevyrazné navazani
lektinu MAA na sacharidové struktury u lidskych spermii.

Lektiny SNA a SBA, které se preferencné vazou k N-acetylgalaktosaminu, detekovaly struktury
pouze u ejakulovanych spermii pfipravenych vlhkou fixaci. U spermii v suspenzi i fixovanych
spermii ziejmé pii manipulaci se vzorkem doslo k poskozeni akrosomil. Proto vazbu téchto lektinu
nelze vyhodnotit.

V nasich dalSich experimentech jsme se zamé&fili na vazbu lektint na glykoproteiny izolované z celé
spermatické builky a cilené jen z jejiho povrchu. Zjistili jsme nejen sniZenou miru vazby nami
vybranych lektini na celkové proteiny ze spermii po in vitro kapacitaci, ale také rozdily ve
velikostech detekovanych molekul, a to v pfipadé¢ vazby ConA lektinu. Odlisné molekulové
hmotnosti glykoproteinli rozpoznavanych lektiny v extraktech spermii pfed a po in vitro kapacitaci
mohou byt zplsobeny odstranénim urcitych proteini z povrchu bunky béhem kapacitace, a tim
rozdilnému poméru proteinli a glykoproteini ve vzorku. Lektin ConA rozpoznaval celou $kéalu
glykoproteinii o riznych velikostech jak v extraktu ejakulovanych, tak kapacitovanych spermii.
Podobné je tomu u detekce vazby PSA lektinu, ktery kromé fukosy rozpoznava podobné jako ConA
také manosylové zbytky. Ackoliv se vazba lektinu WGA na spermie zpracované pro
imunofluorescenéni mikroskopii jevila jako velmi slaba, v extraktech a pfedevS§im v proteinech
izolovanych z povrchu spermii se tento lektin vazal na své preferencni cukry pomérné silné. To
muze byt zplsobeno maskovanim téchto struktur na spermatické bumice, ¢imz dochdzi k jejich
nedostupnosti pro dany lektin. V rozporu s nasimi vysleldky Flesch et al. (1998) poukazuje, ze se
lektin vazal na své preferencni cukry slabé.

Pro detekci sacharidovych struktur povrchovych glykoproteini jsme prozatim otestovali pouze tii
vybrané lektiny, a to AAL, SBA a WGA, pficemz kaZdy z nich rozpoznava jiné cukerné zbytky.

Zména v lektin vazajici aktivité¢ spermii u prasat byla podrobné popsana pouze u spermii béhem
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lektint na ejakulované, kapacitované a akrozomé zreagované spermie (Jimenez et al. 2003).

Nase studie pfinasi piedbéznd data o mozZnosti vyuziti vazby lektind jako nastroje pro detekci zmén
na spermii po kapacitaci. Nicméné jsme si védomi, ze zejména experimenty v suspenzi spermii
nebylo z divodu poskozeni akrosomtl, patrné v disledku nesetrné manipulace se vzorkem, mozné
vyhodnotit. Pouze vazba ¢tyt lektinlt (UEA, PSA, ConA a WGA) mohla byt posouzena u vSech
typtt vzorkli spermii. Navic je potieba ziskat vice dat z dalSich opakovani experimentli, abychom
mohli s jistotou fici, ze lze ur€ité lektiny vyuZzit jako néstroje pro detekci kapacitatniho stavu

kancich spermii.
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7  Zavér

Vazba urcitych lektinti na typické sacharidové konce na spermie pfipravované v suspenzi a vlhkou
fixaci se liSila, pfiCemz u spermii pfipravenych vlhkou fixaci se lektiny vazou na sacharidové
struktury také ve spermii a u spermii v suspenzi pouze na jejich povrchu. Metodou
imunofluorescence jsme urcili, na jakou ¢ast spermie obsahujici urcité sacharidové struktury se
vazou vybrané lektiny. Vyskyt sacharidovych struktur byl nejcastéji detekovan v akrosomalni casti
hlavic¢ky spermii a ve stfednim oddile bic¢iku.

Byl zjistén nejvyznamnéjsi rozdil mezi fixovanymi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi ve
vazbé nékterych lektinli rozpoznavajicich sacharidové fetézce obsahujici fukosu (PSA a AAL) a
galaktosu (RCA). Zména vazby lektini na spermie v suspenzich mohla byt vyhodnocena pouze u
¢tyt lektind, a to UEA, PSA, ConA a WGA z divodu poskozeni akrosomil u vétSiny spermii
v suspenzi béhem inkubace s ostatnimi lektiny. Byla zaznamenana piedev§im zména vazby WGA
lektinu, ktery preferuje vazbu na N-acetylglukosamin a UEA rozpoznavajici fukosu vazanou na
galaktosu. Vazba s lektiny PSA a UEA ukézala, Zze dochazi k objeveni sacharidovych struktur
obsahujicich fukosy na povrchu spermii po jejich kapacitaci. Naproti tomu umisténi manosylovych
struktur detekovanych pomoci lektinu ConA se ve spermiich po kapacitaci neméni.

Vazbu lektinii na glykoproteiny izolované z celé spermatické bunky a cilené jen z jejiho povrchu
jsme testovali na separovanych proteinech ptenesenych na nitrocelulosovou membranu, kdy bylo
testovano, u kterych glykoproteinii dochdzi ke zméndm v sacharidovych strukturach béhem
kapacitace. Zjistili jsme nejen snizenou miru vazby nami vybranych lektinii na celkové proteiny
spermii po kapacitaci, ale také rozdily ve velikostech detekovanych molekul, a to pfedev§im u
vazby lektinu ConA.

Nase vysledky ukazuji, ze spermie béhem kapacitace méni své sacharidové struktury na svém
povrchu. Nami stanovena hypotéza, ze bude dochdzet ke zménam ve vazb¢ vybranych lektinli na
glykoproteinové struktury kancich spermii po in vitro kapacitaci, byla potvrzena.

Nicmén¢ prace prezentuje piedbézné vysledky testovani detekce vazby lektinli na sacharidové
struktury spermii a je tfeba 1épe vybrat vhodné lektiny, které¢ budou jasné detekovat kapacitacni stav

kancich spermii.
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