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Detekce spermadhesinu AWN v ejakulatu hiebct

Ejakulat hiebce je tvofen dvéma slozkami a to bunécné a tekuté. Bunécnou slozku
predstavuji spermie, které nesou genetickou informaci jedince a maji za kol proniknout do
oocytu. Jsou slozené z hlavicky, krcku a bic¢iku. Cely povrch spermie je pokryt plasmatickou
membranou, pod kterou se na vrcholu hlavicky nachézi akrozom. Akrozom je tvoien vnéjsi a
vnitini membranou a mezi nimi jsou enzymy zajiStujici akrozomalni reakci, nutnou pro
spojeni oocytu se spermii. Spojovaci Cast bi¢iku obsahuje 60 mitochondrii, které zajistuji
energii pro pohyb bic¢iku. Pohyb také zajistuje usporadani mikrotubuli v biciku.

Tekutou slozku ejakulatu tvoii semennd plazma, kterd ma za ukol zajistit vyzivu,
transport a ochranu spermii pii prichodu sam¢im i samic¢im reprodukénim traktem. Také
dodavd spermiim latky nutné pro =zajiSténi UspéSné fertilizace. Semennd plazma je
produkovéana nadvarlaty a ptidatnymi pohlavnimi zlazami, které u hiebce nalezneme v plném
po¢tu (ampule chamovodu, semenné vacky, prostata, bulbouretrdlni Zlazy). Jednd se o
tekutinu tvofenou smési bilkovin, iontl, volnych aminokyselin, sacharidt, lipidd, polyamint,
prostaglandinti a steroidnich hormont.

Zasadni roli v semenné plazmé maji proteiny. Diky svym vazebnym vlastnostem se
vyznamné zapojuji do fertilizacniho procesu a zajist'uji nezbytné kroky vedouci k uspésnému
oplozeni oocytu. Proteiny semenné plazmy jsou déleny do tii zdkladnich skupin: Fn-2, CRISP
a spermadhesiny. Do Fn-2 skupiny patii nejvice zastoupené proteiny v hieb¢i semenné
plazmé¢ a to proteiny HSP-1 a HSP-2.

Tato prace se blize zamétfuje na proteinovou skupinu spermadhesinii a konkrétné
protein HSP-7. Tento hieb¢i protein je homologni s kan¢im spermadhesinem AWN. Lisi se
od sebe ve svém uspofadani pouze tremi aminokyselinami a také lokalizaci na spermiich.
Kanci protein AWN je lokalizovan po celé akrozomalni ¢epicce, kdezto u hiebcil je protein
lokalizovan v ekvatorialnim segmentu hlavi¢ky spermie. Tato skute¢nost byla praktickou ¢asti
prace potvrzena s vyuZzitim detekce proteinu na hieb¢ich spermiich pomoci protilatky proti
kan¢imu AWN imunofluorescenéni mikroskopii. Nasledn¢ byla dale pfitomnost a
kvantifikace proteinu AWN hodnocena imunodetekci jak na vzorcich hiebCich spermii, tak
V semenné plazm¢.

Z vysledkli imunofluorescen¢ni mikroskopie vyplyva jasna lokalizace spermadhesinu
v ekvatoridlnim segmentu hieb¢ich spermii, ovSem je zde patrnd variabilita mnozstvi
detekovan¢ho proteinu mezi jednotlivymi hiebci. Spermii bez detekovaného proteinu bylo
vice u vzorkl, které prosly krokonzervaci, v porovnani s nativnimi vzorky, avsak tyto rozdily
nebyly statisticky vyznamné. Mezi jednotlivymi kategoriemi spermii, byla také prokazana
korelace mezi kategorii spermii se signdlem protilatky proti AWN a zaroven funkénim
akrozomem a mezi kategorii spermii s pozitivnim signalem protilatky proti AWN a bez
funkéniho akrozomu. Z vysledkti imunodetekce je patrny rozdil mezi mnozstvim proteind
ziskanych ze spermii a ze semenné plazmy. U jednotlivého hiebce, u kterého bylo detekovano



velké mnozstvi proteinu AWN Vv semenné plazmé bylo zaznamenéno zaroveil imérné nizsi
mnozstvi detekované na spermiich a opacné.

Klic¢ova slova: spermie, spermadhesiny, proteiny, ejakulat, hiebec



Detection of spermadhesin AWN in stalion ejaculate

The ejaculate of the stallion consists of two components, cellular and liquid. The
cellular component is sperm, which carry the genetic information of an individual and have
the task of penetrating the oocyte. They consist of a head, neck, and a flagellum. The entire
surface of the sperm is covered with a plasma membrane, under which there is an acrosome at
the top of the head. The acrosome is made up of an outer and an inner membrane, and
between them are enzymes that provide the acrosomal reaction needed to connect the oocyte
with the sperm. The connecting part of the flagellum contains 60 mitochondria, which provide
energy for the movement of the flagellum. The movement also ensures the arrangement of the
microtubules in the flagellum.

The liquid component of ejaculate consists of seminal plasma, which has the task of
providing nutrition, transport, and protection of sperm during passage through the male and
female reproductive tracts. It also supplies sperm with the substances necessary to ensure
successful fertilization. Seminal plasma is produced by the epididymis and accessory gonads,
which can be found in the stallion in full numbers (ampoules of the vas deferens, seminal
vesicles, prostate, bulbourethral glands). It is a fluid made up of a mixture of proteins, ions,
free amino acids, carbohydrates, lipids, polyamines, prostaglandins, and steroid hormones.

Proteins play a crucial role in seminal plasma. Thanks to their binding properties, they
are significantly involved in the fertilization process and provide the necessary steps leading
to successful fertilization of the oocyte. Seminal plasma proteins are divided into three basic
groups: Fn-2, CRISP and spermadhesins. The Fn-2 group includes the most abundant proteins
in stallion seminal plasma, namely the HSP-1 and HSP-2 proteins.

This work focuses on the protein group of spermadhesins, more specifically the HSP-7
protein. This stallion protein is homologous to the boar spermadhesin AWN. They differ in
their arrangement only by three amino acids and, also by their localization on sperm. Boar
AWN protein is located throughout the acrosomal cap, whereas in stallions the protein is in
the equatorial segment of the sperm head. This fact was confirmed by the practical part of the
work using the detection of protein in stallion sperm using anti-boar antibody AWN by
immunofluorescence microscopy. Subsequently, the presence and quantification of AWN
protein was further evaluated by immunodetection on both stallion sperm and seminal plasma
samples.

The results of immunofluorescence microscopy show a clear localization of
spermadhesin in the equatorial segment of stallion sperm, but there is a noticeable variability
in the amount of detected protein between individual stallions. There was more sperm without
a detected protein in the samples that underwent cryo-conservation compared to the native
samples, but these differences were not statistically significant. Between the categories of
sperm, a correlation was also demonstrated between the category of sperm with an anti-AWN
antibody signal and a functional acrosome and between the category of sperm with a positive



anti-AWN signal and without a functional acrosome. The results of immunodetection show a
difference between the number of proteins obtained from sperm and from seminal plasma. In
an individual stallion in which a large amount of AWN protein was detected in seminal
plasma, a proportionally lower amount detected in sperm was recorded at the same time, and

vice versa.

Keywords: sperm, spermadhesins, proteins, ejaculate, stallion
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1 Uvod

Ejakulat vSech savcii se sklada ze dvou frakei, ze samotnych spermii (bunécna frakce)
a semenné plazmy (tekuté frakce). Ob¢ Casti ejakulatu jsou v hojné mife podrobné zkoumany
pro piesnéj$i pochopeni reprodukcnich procesii. Velky diraz je kladen na identifikaci latek
pritomnych v ejakulatu a jejich lokalizace, ale také na porozuméni jejich funkci a vyskyt u
jednotlivych druht samcii. Mezi jednotlivymi druhy zvifat je zkouména homologie
pfitomnych slozek ejakulatu, stejné tak i1 s lidskym semenem. VSechny tyto poznatky
posouvaji reprodukéni technologie dale a usnadnuji reprodukei.

Spermie jsou produktem samcich pohlavnich zlaz (varlat), jsou produkovany od
puberty za spravné hormonalni stimulace. Sam¢i reprodukéni trakt zahrnuje také piidatné
pohlavni zlazy a nadvarlata, které jsou odpovédné za tvorbu semenné plazmy. Mezi tyto zlazy
patii ampule chamovodu, semenné vacky, prostata a bulbouretrdlni Zzlazy. U hiebcl se
vyskytuji vSechny, ovSem jiné druhy zvifat nemusi mit kompletni sestavu vSech ptidatnych
pohlavnich 7laz, které se také mohou liSit tvarem a velikosti. Vyprodukovand semenna
plazma byva bilé barvy, bez vyrazného zépachu a piimési. Jedna se o smés bilkovin, iontt,
volnych aminokyselin, sacharidi, lipidd, polyaminti, prostaglandint a steroidnich hormont.
Tato kombinace latek ma za ukol vyzivu spermii, jejich ochranu a transport saméim a
sami¢im reproduk¢énim traktem. Slozky semennd plazmy se uplatiiuji v procesu kapacitace,
pii tvorb¢ oviduktalniho rezervoaru, brani pfedcasné akrozomalni reakci a ucastni se dalSich
procesii nezbytnych pro oplozeni.

Podstatnou soucasti semenné plazmy jsou proteiny v ni obsazené. Mezi proteiny
semenné plazmy patii hormony, enzymy, rustové faktory, prostaglandiny, glykoproteiny a
inhibitory proteindz. VSechny proteiny diky svym vlastnostem ovliviiuji procesy vedouci
k aspésné fertilizaci, podstatna ¢ast z nich diky své schopnosti vazat se na spermie. Proteiny
semenné plazmy se déli do tfi skupin: Fn-2, CRISP a spermadhesiny. Jednim ze skupiny
spermadhesind je u hiebct protein HSP-7, ktery je homologni s proteinem AWN obsazenym
V kanci semenné plazmé. U kanct se tento protein zapojuje predev§im do procesu kapacitace.
Diky blizké homologii proteinu HSP-7 semenné plazmy hiebcti s proteinem AWN kanct je
ptedpoklad, Ze pomoci protilatky proti kan¢imu AWN je moZnost detekovat a lokalizovat i
protein AWN u hiebcti.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je detekovat pfitomnost spermadhesinu AWN v ejakulatu hiebcli na
zaklad¢ hypotézy, ze vzhledem k vysoké homologii kanciho a hiebéiho AWN spermadhesinu
bude protilatka proti kan¢cimu AWN rozpoznavat také AWN protein V hiteb¢ich spermiich a
semenné plazmé.



3 Literarni reSerse
3.1 Ejakulat hiebce

Ejakulat hiebce je slozen ze dvou slozek, a to tekutiny (produkty pridatnych
pohlavnich zlaz a tekutiny z nadvarlete) a bunécné ¢asti (spermii) (Reece 2011). Objem
ejakulatu jedné ejakulace je variabilni, primérné je uvadén objem 100 ml, ov§em maximalné
az 250ml (Morel 2008).

Pro uspéSnou ejakulaci je nutnd dostatecna erekce. Kterd je zajiSténa zvySenym
ptitokem a snizenym odtokem Krve z topofivych téles (Reece 2011). Dochazi k naplnéni
houbovitého a kaverndézniho télesa pyje. K erekci je potieba 1 stimulace vnéjSimi vlivy,
napiiklad pFitomnost fijici klisny (McDonnell 1992). U hiebce je pro plnou erekci zaludu
nutné zavedeni do vaginy. A to z divodu stlaceni pfedkozky proti vulvé, tim je Zilny odtok
z zaludu sméfovan do predkozky. U hiebce je penis pii erekci vice zvétSeny nez u ostatnich
zvitat. Pfi dostatecné stimulaci dochazi k vyslani signédlu z reflexniho centra v pétefni misSe
(Reece 2011), kdy erekce je ovlivilovana parasympatikem a ejakulace sympatikem. Samotné
ejakulaci pfedchazi uniknuti malého mnozstvi tekutiny z prostaty a vyronu (McDonnell
1992), kdy jsou spermie spolu s tekutinou nadvarlete a semennou plazmou transportovan do
mocové trubice. Poté dochazi k posunu pomoci reflexni peristaltiky a pomoci stahu svalt
hladké svaloviny moc¢ové trubice (Reece 2011).

Cely objem ejakulatu se sklada z nékolika rozdilnych frakci, jejich sloZeni se lisi diky
riznému obsahu tekutin z pfidatnych pohlavnich Zlaz a koncentraci spermii (Akcay et al.
2006). Zakladn¢ se ejakulat hiebce da rozdélit na tii frakce: predspermatickou, spermatickou
a postspermatickou (Oliveira et al. 2020). Frakce se lisi pfedev§im obsahem spermii a latek
produkovanych ptidatnymi pohlavnimi zlazami, které uvoliuji svij obsah v urcitych
momentech ejakulace (Kareskoski & Katila 2008).

Predspermiova frakce odchazi prvni a zjejiho vzhledu je mozné urcit moZzna
onemocnéni reprodukénich cest samce. Pokud je kontaminovéana krvi, hnisem atd. a penis je
v poiadku, pravdépodobné ma hiebec jiny zdravotni problém (Oliveira et al. 2020). Jejim
ukolem je piedevs§im neutralizace a vy¢isténi sam¢ich i samicich pohlavnich cest. Je tvofena
predevsim vyméskem bulbouretralni Zlazy (Loomis 2016).

Spermaticka frakce je tvofena predev§im spermiemi a tekutinou z nadvarlete a ampuli
chamovodu. Posledni postspermatickou frakcei tvofi predevsim tekutina ze semnennych vackt
(Oliveira et al. 2020) a prostaty (Loomis 2016). Ejakulace hiebce probiha v 6 az 9 vlnach
kontrakci mocové trubice, doprovazené charakteristickymi frikénimi pohyby. Kdy prvni tfi
kontrakce obsahuji vétSinu spermii. Jedna se tedy o frakci bohatou na spermie (spermatickou)
a pro dalsi uziti zasadni. Dale koncentrace a objem spermii klesa (Katila & Kareskoski 2006).



3.1.1 Spermie

Spermie je sam¢i gameta, tedy pohlavni bunika se snizenym po¢tem chromozomu na
polovinu (haploidni burnika). Vznikd procesem spermatogeneze ve varlatech. Vyvoj spermie
zaCina ve fazi spermatogonie (diploidni burika) a postupnymi mitotickymi a meiotickymi
délenimi pfechéazi do spermatidy (haploidni buiika). Poté jesté ve varleti dojde k vytvoieni
bi¢iku a tvorbé nepohyblivé spermie. Spermie s potencialem dozrat jsou vyplavovany do
nadvarlete, kde prochazi prvni fazi zrani. Ziskévaji schopnost pohybovat se a oplozovaci
schopnost (Reece 2011). Spermie, které odejdou z varlat, jsou tedy vysoce diferenciované
haploidni buiiky, které¢ ovSem zatim nemaji schopnost interakce s ovulovanym oocytem. Musi
projit vSemi po sobé ptresné urCenymi pochody souhrnné nazvanymi post — testikularni
maturace. Tyto zmény prodélavaji jak v nadvarleti, tak i po ejakulaci. Jak bylo zminéno vyse,
prvni dozrani pfichazi v nadvarleti, druhé v sami¢im pohlavnim traktu (Topfer-Petersen et al.
2005). Spermie jsou po prvnim zrani shromazd’ovany a uchovavany v ocasu nadvarlete az do
ejakulace. Jednotlivé druhy zvifat maji morfologicky odlisné spermie (naptiklad tvar
hlavi¢ky), v dasledku rozdilného uspotadani saméiho i samic¢iho pohlavniho aparatu (Reece
2011).

Zrala funk¢éni spermie se dle stavby da rozdélit na tfi ¢asti: hlavicka nesouci DNA,
stiedni Cast zajistujici zdroj energie pro pohyb diky mitochondriim a bicik, ktery se podili na
pohybu spermie (obrazek ¢. 1) (Gadella et al. 2001). V ramci vyvoje spermie ztraci velkou
¢ast organel, které ptivodné obsahovala. Také musi kvili schopnosti oplozeni projit procesem
kapacitace, ktery probiha az v sami¢im reproduk¢énim traktu (Topfer-Petersen et al. 2005).

Plazmatickda membrana

Plazmaticka membrana (PM) pokryva cely povrch buriky, urCuje tvar a velikost
buiiky, 1 pfes to, Ze je celkem pruzna (Reece 2011). Jako u somatickych bunék je tvorena
pievazné lipidovou dvojvrstvou, u hiebce slozenou z fosfolipidt (57 %), cholesterolu (37 %)
a glykolipida (6 %). Ve vSech jejich ¢astech je také odlisné slozeni lipida (Gadella et al.
2001). Pomér fosfolipida a cholesterolu urcuje fluiditu membrany, ¢im vice cholesterolu tim
je fluidita membrany niz$i. Cholesterol také pomaha k udrzeni struktury membrany (Amann
& Graham 2011), a jeho vysoké procento V membrané mliZe souviset i s rychlosti kapacitace,
kdy musi byt cholesterol vy€erpan ven, aby proces kapacitace mohl probéhnout. Pfi
kapacitaci v sami¢im pohlavnim traktu se méni uspofadani jednotlivych lipidi a do
membrany jsou zaclenény i latky pochézejici z tohoto prostiedi (Gadella et al. 2001). Méni se
molarni pomér cholesterolu a fosfolipidd, ¢imz je zménéna fluidita membrany (Calvete et al.
1999).

Glykolipidy jsou v membrané zastoupeny predevsim seminolipidem, ktery je bézny i u
jinych druhii zvitat a vyskytuje se pouze ve spermiich a ve Schwannovych buikach (Gadella
et al. 2001).



PM pokryva celou spermii ovSem v riznych ¢astech ma rozdilné vlastnosti. Coz mtze
byt zplsobeno riznym rozmisténim integralnich membranovych proteind po celé¢ plose
hlavicky, ale i zbytku spermie (Gadella et al. 2001).

Proteiny mohou byt navazané jak na vnéjsi tak vnitini stranu lipidové dvojvrstvy, také
mohou byt do membrany ¢aste¢né nebo zcela zabudované (Reece 2011). Proteiny zabudované
v lipidové dvojvrstvé mohou tvofit domény, také funguji jako povrchové receptory. Povrch
PM se mize ménit i navazanim dalSich perifernich proteinu, které jsou k povrchu pfitahovany
diky bo¢nim fetézciim integrovanych proteind a jejich zapornému néaboji. Bilkovinna ¢ast
ptedstavuje piiblizné 50 % celkové hmotnosti PM (Amann & Graham 2011). Také proces
chlazeni (mrazeni) mlize mit za nésledek zménu uskupeni navazanych fosfolipidii a tim
negativné ovlivnit funkce membrany (Patel et al. 2016).

Hlaviéka

Hlavicka spermie se da rozdélit na akrosomalni oblast, ekvatorialni segment, post-
akrosomalni oblast a spojujici Cast. V misté spojovaci cCasti je ukotvena plazmaticka
membrana k jadernému obalu a pevné oddé€luje hlavicku a kréek (Varner & Johnson 2007).
Spermie ma v hlavicce kromé plazmatické membrany dal$i dvé membrany. Tedy akrozomalni
membranu (vnéjsi a vnitini) a vnitini jadernou membranu (Morel 2008). Tvar hlavicky je
elipticky, dorzoventralné zplostély a v zadni ¢asti zesileny (Varner & Johnson 2007). Ovsem i
v ramci ejakulatu jednoho hiebce je znacnd diference ve tvaru hlavicky, ktery mize byt
protahlejsi, kratsi i del$i. Normalni spermie se tedy urcuji individualné u kazdého hiebce
(Brito 2007). Tvar hlaviéky je dan zménami v prubéhu spermiogeneze, kdy dochazi ke
zmé&nam na cytoskeletu (Varner & Johnson 2007).

Jadro

Jadro zabira vétSinu prostoru hlavicky spermie, obsahuje zasadni DNA informaci.
Chromatin je zde obsaZen ve vysoce kondenzovaném stavu, spolu s nim jsou zde také malé
jaderné vakuoly. Vakuoly vznikly pravdépodobné pii kondenzaci chromatinu jako defekty
(Brito 2007). DNA je chranéna dvouvrstvou jadernou membranou, které ovSem na vétsiné
mist chybi pory (oblast pod akrozomem a post-akrozomalni oblasti) (Varner & Johnson
2007). Konec jadra tvoii bazalni deska, diky které je hlavicka pfipojena ke krcku. Jasnou
hranici také vyznacuje ,,posterior ring“, coz je prstenec vytvoreny na spodni strané hlavicky
(Brito 2007).

Akrozom

V hlavi¢ce spermie se pod plazmatickou membranou nachazi akrozom, ktery pokryva
2/3 jadra zrostralni strany a na jadfe spermie tvoii CepiCku. Akrozom je obklopen
membranou, ktera je tvofena vné&j§i a vnitini akrozomalni membranu (Varner & Johnson
2007), tato oblast membran se také nazyva anteriorni (Austin & Bishop 1958). Membrany se
spojuji vV ekvatorialnim segmentu hlavicky (Varner & Johanson 2007).



Tvorba akrozomu probiha v semenotvornych kanalcich spojenim vacka z Golgiho
aparatu (Varner & Johnson 2007). Akrozom a jeho funkci muzeme pfirovnat k obdobné
oragnele lysozomu. Obsahuje zdkladni enzymy, které hraji roli pfi akrozomalni reakci.
Naptiklad esterazy, proteazy a kyselé fosfatazy (Tang et al. 1982).

Zasadni uloha akrozomu a jeho enzymil ptichazi pii spojeni oocytu se spermii, kdy
proteinové receptory piitomné na zoné pellucidé oocytu a hyrolytické enzymy akrozomu
spermii zaji$t'uji jeji adhezi a penetraci skrz zona pellucida. Vnéjsi akrozomalni membrana se
spoji s plazmatickou membranou spermie a vytvaii hybridni vacky a pory, ¢imz se obsah
akrozomu uvolni (Varner & Johnson 2007). PfedCasné fuzi téchto membran zabrafuje
pifitomnost aktinu v meziprostoru membran, u kterého musi dojit pred fazi k depolarizaci
(Amann & Graham 2011). Uvolnéni akrozomdlnich vacka je nutné pro rozpusténi zony
pellucidy a moznost pruchodu spermie. Vyraznou roli ma na vzniku vacku také vina véapniku,
ktera ptichazi po kontaktu spermie s 00Cytem a nastartuje fuzi membran (Gadella et al. 2001).

Cely tento proces je souhrnné nazyvan akrozomova reakce (Gadella et al. 2001).
Ekvatoridlni segment se do akrozomadlni reakce nezapojuje, nejsou zde ani pfitomné enzymy
(Amann & Graham 2011). V disledku tohoto procesu se na povrch dostava vnitini
akrozomova membrana a tvofi sekundarni spojeni se zonou pellucidou a pronika ji. Po
priniku se spermie vaze na oolemu, spermie se na oocyt vaze bokem a po uplném zaclenéni
do oocytu je iniciovan blok polyspermie (zonalni reakce) (Gadella et al. 2001).

Kréek

Krcéek spermie je primarné ,,capitulum®, tvofen proximdalni a distdni centriolou a
segmentovanymi chordami. Capitulum funguje jako komunikacni prosttedek mezi hlavickou
a bi¢ikem (Varner & Johnson 2007).



Obrazek €. 1: Stavba spermie (Gadella et al. 2001) Schématicka stavba hieb¢i spermie.
Panel A: fez spermii. Panel B: podjednotky plazmatické membrany hlavi¢ky spermie (pohled
na povrch). Panel C: akrozomalni reakce. PIné ¢ary ptredstavuji membranové dvojvrstvy: (1)
plazmatickd membrana; (2) vngj$i akrozomélni membrana; (3) akrozomova tekutina; (4)
vnitini akrozomovd membrana; (5) jaderny obal; (6) jadro; (7) jaderny kruh; (8)
mitochondrie; (9) proximalni ¢ast bic¢iku (stiedni ¢ast); (10) fibrozni prstenec; (11) distalni
¢ast bic¢iku (hlavni a koncova ¢ast); (12) vlaknity list; (13) apikalni ¢ast; (14) pre-ekvatorialni
oblast; (15) ekvatorialni segment; (16) post-ekvatorialni segment; (17) smiSené vezikuly
béhem akrozomalni reakce fizi plazmatické membrany s vnéjsi akrozomalni membranou.

Bicik

Bicik je na hlavicku napojen pres implantacni jamku, kterd se nachéazi v oblasti krcku
a Casto je postavena excentricky. Zakladem spojovaci Casti biciku a celé jeho délky je
axonema. Jednd se o utvar uprostfed celé struktury tvofeny 9 dublety mikrotubuli
uspotadanych okolo centralniho paru mikrotubuld (vzorec 9 + 2, toto uspofaddani nalezneme
Vv celé zivocisné tisi) (Brito 2007). Mikrotubuly jsou tvofeny piedevsim proteiny z rodiny
tubulint (Varner & Johnson 2007). Kazdy dublet je tvofen dvéma podjednotkami. Prvni
(podjednotka A) tvofi Uplny valec a ma na sobé dvé kratkd ramena dyneinu a sméfuje
k dalsimu dubletu. Druha (podjednotka B) je napojena na prvni a je tedy pouze do tvaru C,
nikoli do tvaru valce. Se stiedovym parem je kazdy dublet spojen kratkym mustkem (Brito
2007). Podjednotka A ma také kromé& vné&jSich dyneinovych ramen vnitini, kterd maji ATP
aktivitu a generuji silu pottebnou pro pohyb biciku. Pohyb je vytvaien v disledku spojovani a
odpojovani sousednich A a B podjednotek (Varner & Johnson 2007).

V dalsi vrstvé je okolo kazdého dubletu vrstva hustych vnéjSich vldken, kterd jsou
uspofadana do tvard okvétnich listki (Brito 2007). Vlakna pravdépodobné dodavaji biciku
pruznost pii ohybani a jsou ukotvena v segmentovanych chordach (Varner & Johnson 2007).
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Ve stiedni casti biciku je 60 mitochondrii, poskladanych do pravotocivé spiraly, ktera
je ukoncena tzv. Jensenovym prstencem. Misto kde zacinaji mitochondrie je zacatek stfedni
Casti bi¢iku a od Jensenova prstence pokracuje hlavni ¢ast bic¢iku. Postupem do hlavni ¢asti
bi¢iku spermie se zuzuji a mizi husta vlakna. Zustava axonema, ktera je ukonéena né€kolik

mikrometri pfed koncem bi¢iku. Dale je pevnost bi¢iku vyztuzena ventralnim a dorsalnim
vlaknem (Brito 2007).

Pevnost a pruznost je také podpoiena vlaknitym plastém, ktery se sklada ze dvou
podélnych vlaknitych struktur, které jsou na spousté mist spojeny mustky. Tyto mustky hraji
vyznamnou roli také pii bunécné signalizaci. Cely bic¢ik spermie je stejné jako hlavicka na
povrchu pokryt plazmatickou membranou (Varner & Johnson 2007).

3.2 Pridatné pohlavni zlazy

Ptidatné pohlavni zlazy produkuji sekrety dohromady tvofici semennou plazmu (SP),
kterd po smiseni se spermiemi tvoii ejakulat. U hiebcii najdeme ctyii ptidatné pohlavni Zlazy.
A to ampule chdmovodu, semenné vacky (u ostatnich druhti nazyvané méchyikovité zlazy),
prostatu a bulbouretralni zlazy (Cowperovy zlazy) (Reece 2011).

Produkce sekret se pfimou umérou odrazi na objemu ejakulatu jedince, u hiebce 50 —
150 ml (Nickel et al. 1979). Ne vSechny druhy hospodaiskych zvifat maji vSechny ptidatné
pohlavni Zlazy a jednotlivé Zlazy se 1i8i 1 svou velikosti. U hiebce maji ptidatné pohlavni
zlazy specifické uspotadani oproti dal$im druhlim hospodatskych zvitat (obrazek ¢. 2). Tyto
rozdily maji vliv na objem i na slozeni semenné plazmy (Reece 2011). Dalsi vliv na mnozstvi
SP a koncentraci spermii v ni u rliznych druhii hospodéiskych zvifat md zplsob a misto
deponace spermii v sami¢im reprodukénim traktu, u koni vzhledem k sezonnosti také rocni

Ureter
Ampulla
Seminal vesicles

Prostate gland

Cowper’s gland

Retractor penis muscle

obdobi (Maxvell et al. 2007).

Obrazek ¢. 2: Nakres pozice jednotlivych pfidatnych pohlavnich zlaz
(http://www.ansci.wisc.edu/jjpl/equine/male_anatomy/pelvic2.html)



Ampule chamovodu

Ampule jsou zvétsenim trubic chamovodu v distalnim tseku. Pravdépodobné zde
dochazi k ukladdani spermii pted ejakulaci a posunu do mocové trubice v pribéhu ejakulace
(Nickel et al. 1979). Oproti ostatnim druhtim hospodaiskych zvifat maji hiebci pomérné velké
ampule, které obsahuji rozdilné mnozstvi nazloutlé krémové tekutiny. Ampule produkuji
nekolik riznych latek, napiiklad ergothionein, ktery funguje jako antioxidant (Morel 2008).
Sektery ampuli chamovodu pfi ejakulaci odchazi spolu se spermiemi ve spermatiké frakci
ejakulatu (Rodriguez-Martinez et al. 2011). Také jsou v ampulich chamovodu produkovany
proteiny Fn-2 typu, hlavné tedy malé proteiny HSP-1 a HSP-2 (Ekhlasi-Hundrieser et al.
20053).

Semenné vacky

Semenné vacky jsou parové zlazy (Reece 2011) tvotfeny svalovinou a pokryty silnou
sliznici. Maji hruskovity tvar a velikost cca 10 — 15 cm na délku a 3 — 6 cm v praméru (Nickel
et al 1979). Produktem semennych vacka je prihledna az mirné neprihledna vazka tekutina
(Weber & Woods 1993). Sektery semennych vacku jsou deponovany do panevni casti
mocové trubice (Reece 2011) az po skonceni sekrece prostaty (Weber et Woods 1993).
Semenné vacky produkuji také proteiny vazajici heparin, které maji efekt pii modulaci
plazmatické membrany (Harshan et al. 2006). Je zde produkovan i protein z rodiny CRISP a
to konkrétné CRISP-2 (Topfer-Petersen et al. 2005).

U prezvykavei predstavuje produkt semennych vackt hlavni cast ejakulatu a je
hlavnim zdrojem proteinii modifikujicich membranu spermii, pfedev§im proteiny by¢i SP
(BSP), které spadaji do skupiny Fn-2 proteinti. Mimo tyto proteiny semenné vacky produkuji
také spermadhesiny, které jsou dilezité u koni a prasat (Maxvell et al. 2007).

Prostata

Jedina piidatna pohlavni Zlaza, kterou maji vSechny druhy zvifat je prostata (Reece
2011). U hiebci ma dva nodularni laloky spojené stfedovou Casti a obsahuje jen malé
mnozstvi tekutiny (Morel 2008). Pojivovou tkani je prostata spojena se semennymi vacky,
proto je tézké rektalné zlazy nahmatat a odd¢lit (Nickel et al. 1979). Sekrece prostaty probiha
Vv prib&hu prvni a posledni kontrakce mocové trubice. Sekrety jsou alkalické a obsahuji hodné
proteint, citratové kyseliny a zinku (Morel 2008). Také se zde vyskytuji volné
aminokyseliny, pravdépodobné¢ diky kombinaci plisobeni proteaz a transmitaz (Maxvell et al.
2007).

Bulbouretrani Zlazy

Bulbouretrdlni zlazy jsou parové, nachazi se nejkaudalnéji ze vSech piidatnych
pohlavnich zlaz (Reece 2011) a maji kulovity tvar (Nickel et al. 1979). Sekrety
bulbouretralnich 714z odchazi pti ejakulaci prvni, jesté pted spermiemi (Rodriguez-Martinez
et al. 2011) a neptedstavuji piili§ velkou ¢ast ejakulatu (Amann 2011). Maji za ukol vycistit
mocovou trubici a také mohou fungovat jako lubrikant (Morel 2008). Pokud sekrety
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bulbouretralnich zlaz zlstavaji dlouho spolu s dal§imi frakcemi ejakulatu, mohou zplsobit
jeho koagulaci (Rodriguez-Martinez et al. 2011). U kanci a muzi ma hlavni roli pfi
gelovaténi spermatu sialoprotein produkovany bulbouretralni zlazou (Maxvell et al. 2007).

3.3 Semenna plazma

Semenna plazma (SP) je tekutina zaji$t'ujici transport, vyzivu a ochranu spermii
v sam¢i mocové trubici a sami¢im pohlavnim traktu. Chrani spermie predevsim pred zménami
pH, osmotického tlaku a oxidaci (Reece 2011). SP je produkovana nadvarlaty a piidatnymi
pohlavnimi Zlazami (Topfer-Petersen et al. 2005). Driive se ptredpokladalo, Ze jde o filtrat
krve, ktery ma za ucel zadrzet spermie déle v samic¢im reprodukénim traktu (Maxvell et al.
2007).

Semenna plazma je tekutina sloZend ze smési bilkovin, iontd, volnych aminokyselin,
sacharidu, lipidl, polyamint, prostaglandini a steroidnich hormont (Katila & Kareskoski
2006). SP také ¢aste¢né upravuje imunitni odpoved’ délohy, mirni jeji reakce (Topfer-Petersen
et al. 2005). Kombinace vSech slozek SP zajistuje podporu pieziti spermii v samicich
pohlavnich cestach a také kompetenci spermii pro kontakt s ovulovanym oocytem (Topfer-
Petersen et al. 2005). Na druhou stranu byl u nékolika skupin latek pochazejicich ze SP (u
ruznych druhil) potvrzen negativni vliv na fertilitu. Jsou to napiiklad lidsky antifertilni faktor
nebo krali¢i akrosom stabilizujici faktor (Bardon et al. 1999).

Faktory pochazejici se SP, které se béhem ejakulace navazi na spermie, ovliviiuji dobu
kapacitace a hraji velmi dulezitou roli pii procesu oplozeni. Jedna se ptedev§im o
membranové vacky (vezikuly), pochazejici z pfidatnych pohlavnich zlaz. Tyto vezikuly
obsahuji dekapacitacni faktory, které¢ oddaluji proces kapacitace do spravné chvile. Tuto
funkci vykondvaji pomoci potlaceni signdlu ke kapacitaci, ptipadné¢ maskovanim vazebnych
mist zona pellucida oocytu. Pro uskutecnéni kapacitace je tedy nutné jejich cCasteéné
odstranéni pfirozené, pfipadné 1 uméle. Proti dekapacitaénim faktorim jsou v sami¢im
pohlavnim ustroji faktory podporujici kapacitaci, které obsahuji lipoproteiny s vysokou
hustotou, glukosaminglykany (Maxvell et al. 2007).

Cast SP pochézejici z nadvarlat (epididymu) podporuje spermie v oplozovacich
schopnostech, které jsou poté utlumeny dekapacita¢nimi faktory. Pfesun spermii nadvarletem
trva okolo 10 dni. Dochazi zde ptedevs§im ke strukturdlnim zménam plazmatické membrany,
diky puasobeni organickych a anorganickych slozek epididymalni plazmy. Proteiny
pochézejici z nadvarlete dodavaji spermii schopnost pohybu a oplozeni, ale také ochranu pied
bakteriemi (Maxvell et al. 2007).

Prostaglandiny v SP byly ptvodné spojovany piedev§im s prostatou, ovsem
produkovany jsou i dal§imi tkanémi pohlavniho traktu, naptiklad semennymi vacky nebo
vajeCniky (Euler 1983). Vznikaji jako derivaty kyseliny arachidonové. V semenné plazmé
pomahaji prostaglandiny oplozeni piedev§im dvéma zplsoby. Reaguji s hlenem sliznice
délozniho kr¢ku a usnadiiuji spermiim prichod. Také pravdépodobné zpiisobuji zpétné
kontrakce hladké svaloviny samic¢iho pohlavniho traktu pro posun spermii k vaje¢niku (Reece
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2011). Ovsem nelze umélym zvysenim jejich hladiny zvysit oplozovaci schopnost spermii,
ptipadné pravdépodobnost oplozeni (Maxvell et al. 2007).

Slozeni iontového prostfedi SP je také velice podstatné. PredevSim koncentrace
sodiku, drasliku, vapniku, hot¢iku a chloridu (Pesch et al. 2006). Koncentrace ionti se V
ramci frakci ejakulatu 1i$i, napiiklad chlorid je nejvice zastoupen v prespermiové a
postspermiové frakci (Kareskoski et al. 2005). Volny ionizovany vapnik v SP miize ve
velkych koncentracich vyvolavat akrosomalni reakci. U koni se vapnik vyskytuje ve velké
mife praveé V ionizovaném stavu, a to 60—75 % z celkového objemu, u muzil jsou to pouze 4
%. Na hladinu ionizovaného vapniku ma vliv koncentrace zinku. Fyziologické hodnoty zinku
totiz zabrafiuji nadmérnému pftilivu ionizovaného vépniku a tim zplisobenou predcasnou
akrosomalni reakci. Hieb¢i spermie maji pravdépodobné oproti jinym druhiim vyssi odolnost
vici vysokym hladindm ionizovanému vapniku, jelikoZ jsou u nich hladiny ionizovaného
vapniku ptirozené vyssi (Pesch et al. 2006). Jeho Kkoncentrace jsou vyssi predevs§im ve
frakcich bohatych na spermie a stejné také koncentrace hoi¢iku a anorganického fosfatu
(Kareskoski et al. 2005).

Iontové slozeni SP muize mit také vliv na motilitu spermii. SniZzena pohyblivost
nedostatek médi je také rizikovy, jelikoz je méd’ nezbytna pro spoustu enzymii. V semenné
plazmé se také vyskytuje v nizkych koncentracich zelezo (Pesch et al. 2006), které spermie
chrani pfed peroxidaci lipidi (Kwenang et al. 1987). U hiebct je piedpoklad spojitosti
nepohyblivosti spermii s koncentraci enzymu asparataminotransferazy (AST). Pokud je
snizend hladina AST, pfipadné¢ poSkozend membrana pro prichod AST, dochazi
k zablokovani tvorby adenosintrifosfatu (ATP) (Pesch et al. 2006), ktery je nepostradatelnym
zdrojem energie (Reece 2011).

Dilezitym enzymem ovliviiyjicim celkovy metabolismus spermii je laktat-
dehydrogendza (LDH). Je zde patrnd korelace mezi pohyblivymi, Zivymi spermiemi a
koncentraci LDH (Pesch et al. 2006).

Koncentrace vétSiny enzymi, Zeleza a zinku jsou nejvice ovlivnény produkei varlat a
nadvarlat. Naopak koncentrace vapniku a médi jsou ovlivilovany funkci ptidatnych
pohlavnich zlaz (Pesch et al. 2006).

Obsah sacharidi v semenné plazmé je u hiebce nizsi nez naptiklad u byka. Nejvice je
Vv hieb&i SP zastoupen inositol, dale galaktoza, glukdza a glycerol. Ve stopovém mnozstvi je
zde zastoupena i fruktéza (Baronos 1971). Fruktéza je vyhodnym energetickym zdrojem,
jelikoz vstupuje do bunék pasivnim transportem (Reece 2011). Sacharidova ¢ast
glykoproteini SP navazanych na spermiich ma roli pfi vazbé mezi oocytem a spermii,
ptipadné pfi vazbé na vejcovod nebo Sertoliho bunky. Galaktéza inhibuje adhezi hiebéich
spermii k vejcovodu a tvorbu rezervoaru (Sabeur & Ball 2007). Pokud jde o lipidovou slozku
je u hiebell nejvice zastoupen cholesterol, dale zde najdeme také fosfolipidy a sfingomyeliny
(Parks & Lynch 1992).
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spermie, vejcovod a ucastni se fertilizacnich procesu (Katila & Kareskoski 2006). Proteiny a
glykoproteiny pochézejici ze semenné plazmy zajiStuji spoleCnou reakci remodelaci
membrany spermii, kterd je nezbytné¢ nutna pro uUspéSny proces oplozeni. Bilkoviny SP
ovliviuji kapacitaci, mohou ji v urCité konfiguraci zabranovat (dekapacitacni faktory), nebo
naopak podporovat (stimula¢ni faktory) (Topfer-Petersen et al. 2005).

Dekapacitacni faktory jsou na spermie navazané az pti ejakulaci, jelikoz epididymalni
spermie, které nepfisli do kontaktu se SP, mohou oplodnit vaji¢ko in vitro. Kdezto Cerstvé
ejakulované spermie ihned po odbéru nikoli. Na kapacitaci a primarni vazb¢ gamet se mimo
jiné faktory podileji proteiny SP z rodiny spermadhesinti. Spermadhesiny, jakozto proteiny
vazaji sacharidy a heparin, se v prib¢hu ejakulace vazi na cely povrch spermii a jsou soucasti
kapacitac¢nich faktorti. Kapacitaéni efekt souvisejici s vazbou heparinu je u koni mirné;si,
nezli u skotu. I u dalSich druht zvifat se fyziologické ucinky heparinu lisi (Calvete et al.
1997). Heparin patii mezi glykosaminglykany pochazejici ze samiciho reprodukéniho traktu a
hraje vyznamnou roli pfi kapacitaci a akrozomalni reakci. Heparin se na spermiich vdze na
Hep+ (heparin bindig proteins) proteiny pochazejici ze SP (Kumar et al. 2008).

Interakce proteind a ligandu jsou pro cely proces fertilizace velice dulezité, slouzi jako
regulacni mechanismy. Proteiny se vazi na povrch spermii pifi ejakulaci a zajistuji tak
remodelaci membrany, diky ¢emuz dochazi k presné uréenému sledu udalosti nezbytnych pro
oplozeni. Konkrétn¢ jsou to: vazba spermii na buiky vejcovodu, kapacitacni proces,
rozpoznavani gamet, primarni a sekundérni vazba spermii na oocyt, akrozomdlni reakce a
prunik skrz zona pellucida a fuze gamet (Topfer-Petersen et al. 2005).

Ejakulat, ktery je skladovan chlazeny ¢i mraZeny vykazuje vyrazné lepSi motilni
vlastnosti pokud je obsah semenné plazmy sniZzen pod 5 %. Také je lep$i integrita DNA u
vzorkl se snizenym ¢i uplné odstranénym obsahem semenné plazmy. Pochopitelné¢ zde hraje
roli individualita jedince. OvSem u Spatné mrazitelnych hiebci je vhodné odstranovat
semennou plazmu, pro udrZeni oplozovacich vlastnosti kryokonzervovanych spermii
(Kareskoski & Katila 2008).

3.3.1 Proteiny semenné plazmy

Bilkoviny semenné plazmy mohou byt rizné (Bardon et al. 1999). V SP jsou proteiny
zastoupeny hormony, enzymy, ristovymi faktory proteinil, glykoproteiny a inhibitory
proteinaz (Topfer-Petersen et al. 2005). U rtiznych druht kopytniki maji proteiny SP shodny
puvod, avsak jejich obsah se 1isi. Rozdilny obsah jednotlivych proteinti v SP nemusi byt
pouze Vv disledku odlisné exprese gent pro jejich tvorbu, ale také slozenim a velikosti
ptfidatnych pohlavnich Zlaz. Také je mezi jednotlivymi druhy hospodaiskych zvifat rozdil
V objemu a koncentraci ejakuldtu a jeho depozici pfi pareni, coz miZze mit za nasledek rozdily
v reprodukénich procesech jednotlivych druhti (Druart et al. 2013).

Soucasti SP je dilezita skupina proteinti BSP (binder of sperm protein), ktera zajist'uje
vazbu proteini na membranu spermie (Druart et al. 2013). BSP se vazi na fosfolipidy

-12 -



plazmatické membrany spermii a od¢erpavaji cholesterol, coz je dilezité pro pfipravu spermii
na oplozeni (Harshan et al. 2006, Maxvel et al. 2007). Diky snizenému obsahu cholesterolu
dochazi k destabilizaci membrany spermii a je tak mozna kapacitace spermii (Harshan et al.
2006). Proteiny SP je mozné rozdélit dle schopnosti vazby na heparin, na heparin vazajici
(Hep+) a heparin nevazajici (Hep-) (Calvete et al. 1995b). Do Hep- frakce semenné plazmy
patii napiiklad B- mikroseminoprotein produkovany prostatou, ovSem diky celkové vysoké
koncentraci v prostaté ho mizeme najit i v Hep+ frakci (Manaskova et al. 2002).

Pfi vazbé oocytu a spermie jsou dale vyznamné napiiklad proteiny lektiny vazajici
galaktozu. Tyto proteiny jsou lokalizovany jako receptory ve varlatech a spermiich. Na
spermiich hraji zdsadni roli pfi rozpoznavani gamet a bunécné signalizaci (Sabeur & Ball
2007). Primarni vazba spermii a oocytll je tvofena lektiny, které¢ jsou umistény na povrchu
spermie a zonou pellucidou na oocytu, kterd je tvoiena glykokonjugaty extracelularni
glykoproteinové matrix (Reiner et al. 1997). A takto navazané lektiny tvoii asi 60 % z
celkového obsahu vsech lektint v SP. Jedna se o lektiny zavislé na vapniku (typ C) (Sabeur &
Ball 2007).

U rGznych druht bylo definovano nékolik skupin proteint, které vyznamné podporuji
oplozovaci schopnost spermii (Bardon et al. 1999), jelikoz proteiny a glykoproteiny
pochazejici ze SP zajistuji v rdmci post—testikularnich zmén remodelaci povrchu spermii
(Topfer-Petersen et al. 2005). Diky tomu proteiny SP zajist'uji interakci spermii s epitelem
vejcovodu a s oocytem (Druart et al. 2013). U kanct se jedna piedev$im o spermadhesiny a
proteiny vazajici heparin, tyto proteiny jsou také u bykt, kde se nachazi i proteiny podporujici
superaktivaci spermii (Bardon et al. 1999).

3.3.2 Proteiny semenné plazmy hiebct

U hiebct se obsah proteini v SP pohybuje okolo 10 mg/ml, coz je v porovnani
s jinymi druhy hospodaiskych zvifat (20 — 60 mg/ml) pomérné malo. Hieb¢i proteiny SP
Casto vytvareji multiproteinové agregaty 0 hmotnosti az 800 kDa. Tyto agregaty mohou tvofit
az 70 % vsech proteinii v SP hiebci. Predpoklada se, Ze nejvétsi vliv na plodnost maji
proteiny o hmotnosti 13 — 122 kDa (Topfer-Petersen et al. 2005).

Hlavni proteiny hieb¢i semenné plazmy jsou oznaCovany zkratkou HSP-1 az HSP-8
(horse seminal plasma protein). Cisla jim byla udélena dle pozice genu na chromozomu, podle
kterého jsou dané proteiny exprimovany (Calvete et al. 1994, Topfer-Petersen et al. 2005) a
jedna se o proteiny nizké molekulové hmotnosti 14 — 30 kDa (Calvete et al. 1994). V SP se
vyskytuji v podobé hetero-oligomeru, coz znamena zvySeni molekulové hmotnosti na 90 kDa
(Calvete et al. 1997). V SP dalsich druhti hospodaiskych zvifat se vyskytuji homologni
proteiny K hieb¢im proteinim HSP (Calvete et al. 1994).

Vsechny hlavni proteiny hieb¢i SP krom& HSP-4 jsou schopny vazat se na spermie,
pii ejakulaci jsou tedy periferné navazany na spermiich (Calvete et al. 1994) a vétsina z nich
také vykazuje schopnost vazby na heparin a fosforylcholin (Calvete et al. 1997). Vazebné
schopnosti proteinti jsou hledisko, kterému se u klasifikace proteinti jinych hospodaiskych
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druht ptiklada velky vyznam (Topfer-Petersen et al. 2005). Diky navazanému heparinu
dochazi k zésadni modulaci membrany spermii nutné k oplozeni oocytu a také heparin
podporuje motilitu spermii. Heparin je vazan na membranu spermii pomoci BSP (Harshan et
al. 2006). Produkci heparinu zajist'uje epitel sami¢iho reproduk¢niho traktu (Calvete et al.
1996). Proteiny s navazanym heparinem dosahuji 90 kDa molekularni hmotnosti. Proteiny,
které heparin nevazi, se chovaji jako monomery (Calvete et al. 1995a). Heparin vazajici
proteiny jsou hojné =zastoupeny na povrchu ejakulovanych spermii, na rozdil od
epididymalnich, zde jich je navazano minimum (Harshan et al. 2006). Vazba na heparin je
vyrazn¢ zavisla na agregaci proteintl, nejvhodnéjsi jsou oligomerni agregaty (TOpfer-Petersen
et al. 2005). Schopnost navazat heparin je také nepiimo ovlivnéna stupném glykosilace
(Calvete et al. 1997). V sami¢im reprodukénim traktu jsou také mimo heparin dalsi
glukosaminglykany ve vysokych koncentracich ptfedevSsim v obdobi fije. Coz zajistuje
rychlejsi kapacitaci a akrozomalni reakci (Sabeur & Ball 2007).

Hlavni proteiny SP se krom¢& schopnosti vazby na heparin dale déli podle vazby na
kolagen. Glykosilované proteiny HSP-1 a HSP-2 se na kolagen vazi, naopak od
neglykosilovanych. OvSem pfi vazb¢é na kolagen neni dilezita agregace proteint (Calvete et al
1995a).

Proteiny hiebéi SP se déli do tii hlavnich skupin, a to Fn-2 proteiny, CRISP a
spermadhesiny (Topfer-Petersen et al. 2005). CRISP a Fn-2 proteiny se vyskytuji u vétsiny
sav¢ich druhd, zatimco spermadhesiny jsou vice zastoupeny piedevsim u tfi druht kopytnikt
(prasata, skot a koné&) (Ekhlashi-Hundrieser et al. 2005a).

3.3.21 Fn-2

Proteiny patfici do rodiny Fn-2 jsou charakteristické pfedev§im dvéma nebo ¢tyfmi
tandemové uspofadanymi jednotkami fibronektinu typu 2 (Fn-2). Tento typ je také jinak
oznacovan jako doména BB (Topfer-Petersen et al. 2005). U hiebcl se vyskytuji mensi i vEtsi
verze proteind, velikost je délena mimo jiné dle poctu fibronektinovych domén (Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2005a).

Proteiny Fn-2 jsou zapojeny predevS§im do procesu kapacitace, tedy remoduluji
spermie a interaguji s fosfolipidy plazmatické membrany spermii (Topfer-Petersen et al.
2005). Proteiny jsou na spermie vazany piedev§im v postakrozomalni oblasti a spojovaci ¢asti
(Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005a). Vazbu Fn-2 proteini ke spermiim zajiStuje specificka
interakce s cholinovymi lipidy plazmatické membrany (Topfer-Petersen et al. 2005). Vazebna
mista pro cholin obou jednotek Fn-2 jsou lokalizovana na stejné strané molekuly BB domény
(Ekhlashi-Hundrieser et al. 2005a). Tento princip byl poprvé mapovan u skotu (Topfer-
Petersen et al. 2005).

Protein PDC-109, ktery u skotu odpovida za vznik oviduktalniho rezerovaru, patii do
skupiny Fn-2 proteini (Calvete et al. 1995a). Tento protein tvoii ruzné glykoformy
s identickymi polypeptidickymi ftetézci (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005a). PDC-109 je

v

nejhojnéjSim proteinem byci SP, jeho koncentrace dosahuje 15 az 20 mg/ml (Calvete et al.
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1999). Jeho schopnost vazat heparin mize napomahat hyperaktivaci spermii, pfipadné
kapacitaci (Calvete et al. 1995a). Také vykazuje schopnost vazby na fosforylcholin, diky které
se muze vyskytovat jako homodimer. Tvorba oligomernich struktur je pravdépodobn¢ zavisla
na vazb¢ na fosforylcholin (Calvete et al. 1997). By¢i protein PDC-109 je homologni s Fn-2
proteiny beranti a kozli (Maxvell et al. 2007) a také s hieb¢imi proteiny semenné plazmy
HSP-1/2 (Sabeur & Ball 2007).

Fn-2 proteiny jsou u hiebcti exprimovany v riznych ¢astech samciho pohlavniho
traktu. Proteiny vétsi velikosti (napt. EQ-12) v t€le a ocasu nadvarlete, naopak mensi proteiny
jako HSP-1 a HSP-2 v ampuli chamovodu (Topfer-Petersen et al. 2005, Ekhlasi-Hundrieser et
al. 2005a). Tyto malé proteiny, se pii pruchodu nadvarletem navazi na povrch spermii
(Topfer-Petersen et al. 2005). Diive byl pfedpoklad navazovani Fn-2 proteint az pfi ejakulaci,
ovsem diky vyskytu ¢asti transkripti HSP-1 v nadvarleti, mize dochazet k navazani proteini
na spermie jiz v ocasu nadvarlete. Proteiny vétsi velikosti jsou na spermie navazany dale i pfi
ejakulaci. Vazba proteinli na spermie pietrvava i pii pruchodu sami¢imi pohlavnimi cestami a
ucastni se prvnich krokt fertilizace. OvSem interakce mezi proteiny a spermiemi je u hiebcil
slabsi nezli u skotu (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005a).

Do této skupiny se tadi nejvice zastoupené proteiny hieb¢i SP. Jedna se o proteiny
HSP-1 a HSP-2. Tyto proteiny tvoii 70 — 80 % celkového objemu proteini hieb¢i SP (Topfer-
Petersen et al. 2005). Protein HSP-1 je tvofen 121 aminokyselinami, ma ¢tyfi glykosilaéni
mista a v SP se vyskytuje jak volng, tak i vazany na heparin. Na navazani HSP-1 na heparin
ma pravdépodobné vliv glykosilace, kterd moduluje jeho agregacni stav. Heparin vézajici a
nevazajici proteiny jsou rozdilné pouze v obsahu sacharidi, kdy proteiny vazajici heparin jsou
bohatsi na sacharidy (Calvete et al. 1995). Protein HSP-2 se primarnim slozenim lisi od HSP-
1 pouze chybéjici 14 aminokyselinovou sekvenci na N-konci molekuly a je glykosylovan
v mensi mife nez-li HSP-1. Tyto proteiny spolu tvoii heterodimer HSP-1/2 (Kumar & Swamy
2016).

3.3.2.2 CRISP

Pro CRISP (cystein rich secretory proteins) proteiny je hlavni charakteristikou
bohatost na cystein. CRISP obsahuji 16 neménnych cysteinovych zbytkt a jejich postaveni je
pevné dano. Objevuji se u rozsahlé fady druhti a nejen v samcich pohlavnich cestach. Na
spermiich tyto proteiny nalezneme navazané v ekvatorialni a post-akrozomalni oblasti a také
na stiedni ¢asti bic¢iku. Jejich exprese je pod vlivem androgenu (Topfer-Petersen et al. 2005).

U hiebct je nejvice zastoupen protein CRISP3, ktery je tvofen hlavné v ampuli
chamovodu. Dalsi CRISP proteiny jsou produkovany jinymi zlazami, napiiklad CRISP1
v nadvarleti, CRISP2 ve varlatech, nadvarlatech i semennych vaccich (Topfer-Petersen et al.
2005).

Promyvanim je mozné odstranit velkou ¢ast navazanych CRISP, ovSem urcity pocet
zustava pevné pripojen. Toto mnozstvi proteini ptimo koreluje s plodnosti hiebce (Topfer-
Petersen et al. 2005). CRISP proteiny maji vliv na vétSinu déji v ramci spermiogeneze, ale i
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na vsechny déje souvisejici s vyvojem spermii (Maxvell et al. 2007). Také moduluji imunitni
odpovéd’ reprodukéniho traktu samice a blokuji samici iontové kanaly (Topfer-Petersen et al.
2005). Pti fertilizaci samotné se CRISP proteiny Gc¢astni pfedevsim fize gamet (Cuasnict et
al. 2001).

3.3.2.3 Spermadhesiny

Dle sekvence aminokyselin patii spermadhesiny (AQN, AWN, PSP, DQH) do
rozsahlé rodiny proteinti (Jonakova et al. 2000). Tyto proteiny maji nizkou molekulovou
hmotnost, u prasat 12 — 16 kDa (Reiner et al. 1997) a sekvence aminokyselin je u vsech
spermadhesini z 40 — 60 % shodna (Ekhlasi-Hndrueser et al. 2002). Pii fertilizaci hraji riizné
spermadhesiny rozdilné role (Jonakova et al. 2000). Utastni se kapacitace, tvorby
oviduktalniho rezervoaru (Topfer-Petersen et al. 2005) diky vazbé na sacharidy a zona
pellucida (Jonakova et al. 2000), a také interakce gamet a imunitniho rozpoznavani délohou
(Dostalova et al. 1995). Spermadhesiny reaguji také s zona pellucida a derivaty heparinu
(Jonakova et al. 1998).

Charakteristicky pro spermadhesiny je po¢et aminokyselin (110 — 130) a CUB doména
(Topfer-Petersen et al. 2005, Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002), ktera je sloZena z piiblizn¢ sta
aminokyselin a jeji struktura je zaloZena na antiparalelnim B-hfebenu (Varela et al. 1997).
CUB doména je ukotvena dvéma disulfidickymi mustky a postrannimi ¢tyfmi cysteinovymi
zbytky (Topfer-Petersen et al. 2005, Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002), které jsou nasledné
schopné vazby napiiklad na plazmatickou membranu. Specifické vazby spermadhesini se
sacharidy jsou mozné pravé diky CUB doméné (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002).

Mezi spremadhesiny patii tzv. stabiliza¢ni proteiny (dekapacitacni faktory), které
pochazi ze semennych vacku (Maxvell et al. 2007). Vazba stabilizanich proteinti na
plazmatickou membranu spermie probihd pfes dvé vrstvy. Prvni vrstvou jsou monomerni
formy proteint AWN-1 a AQN-3, navazany pies fosfolipidy. Na prvni vrstvu se dale navazi
agregované formy stejnych proteint, kterd plni stabiliza¢ni funkci (Caballero et al. 2008).
Tyto procesy probihaji pfi ejakulaci a zabranuji predCasné kapacitaci a oplozeni (Maxvell et
al. 2007). Spermadhesin AQN-1 sprostiedkovava vazbu na sténu vejcovodu a tvorbu
oviduktaniho rezervoaru, tim také oddaluje proces kapacitace a oplozeni (Ekhlasi-Hundrieser
et al. 2005b).

Dle Topfer-Petersena et al. (2005) se spermadhesiny vyskytuji pfedev§im u samct
kopytniki. Z dosud prozkoumanych hiebéi spermadhesini bylo zjisténo, ze jsou nejvice
ptibuzné s kan¢imi (Manaskova et al. 2002). U prasat jsou tyto proteiny nejvice prozkoumané
a maji dobfe popsané aminokyselinové sekvence (Ekhlashi-Hundrieser et al. 2002).

Spermadhesiny jsou schopné tvorit vazby s heparinem (Maxvell et al. 2007),
proteinazami, fosfolipidy a glykany (Manaskova et al. 2002). Dulezita je hlavné schopnost
vazby na sacharidové struktury, diky rozpoznavani galaktézy v komplexech sacharidu
(Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Vsechny tyto vazebné vlastnosti zavisi na stupni glykosilace
proteini (Jondkova et al. 1998). Stupen glykosilace také zapticinuje, ze se spermadhesiny pfi
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detekci ukazuji v nékolika izoformach, ovsem vsechny izoformy maji stejnou N-koncovou
sekvenci aminokyselin (Jonakova et al. 1998). Spermadhesiny v agregovanych formach maji
také schopnost vazat se na cholesterol, mohou se stat také akceptory cholesterolu a tim
pomoci odtoku cholesterolu pii kapacitaci (Caballero et al. 2008).

U prasat se hlavni spermadhesiny (PSP-1, PSP-2) nevazi pfimo na spermie, ale
nejdiive vytvaii dimer, na ktery uz se nemuZe navazat heparin a tento dimer je nasledné
navazan na spermii. Naopak proteiny AWN a AQN-1, AQN-2 se na spermie vazi a zapojuji
se do procesu fertilizace (Jonakova et al. 2000). AWN, AQN-1 a AQN-2 se v SP vyskytuji
v 90 % v agregatech o velikosti 50 kDa a pouze 10 % jako monomery, ptipadné dimery. Tyto
agregaty proteinu AQN-3 pisobi na spermie jako inhibitory motility (EKhlasi-Hundrieser et
al. 2002).

Agregované 1 monomerni verze AQN-1 se ucastni predevsim tvorby oviduktalni
rezervoaru a tim také ovliviiuji dobu kapacitace. Po zacatku kapacitaéniho procesu se
koncentrace AQN-1 snizuje, S ¢im se snizuje i schopnost spermii vazat se na sténu oviduktu.
Diky tomu jsou spermie uvoliiovany z rezervoaru (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005b).

U kancu patii spermadhesiny mezi proteiny vazajici sacharidy (Maxvell et al. 2007,
Sabeur & Ball 2007) a nejdominantnéjSimi jsou proteiny AQN-1 a AWN (Sabeur & Ball
2007). Lektin AQN-1 je receptorem vejcovodu pro tvorbu oviduktalniho rezervoaru a ma
velkou $kalu navazujicich sacharidd, kdezto AWN vaze pouze galaktézu (Sabeur & Ball
2007).

Kan¢i spermadhesiny vyskytujici se v heterodimeru PSP-1 a PSP-2 podporuji
zivotaschopnost spermii, integritu akrozomu a tim zabranuji penetraci zona pellucida
(Maxvell et al. 2007). Také mohou ovliviiovat imunitni odezvu sami¢ich lymfocyti a tim
upravovat imunitni odpovéd (Leshin et al. 1998). Celkové pokud jsou spermie nad
akrozomem pokryty heterodimery PSP-1 a PSP-2 jsou schopné déle piezivat (Cabalero et al.
2005). Podjednotka PSP-2 je také schopna vazat se pfimo na zona pellucida a tim zabranovat
penetraci (Calvete et al. 1995c). Kdezto pokud se jedna o heterodimer PSP-1/PSP-2 vazba
neni mozna (Jondkova et al. 2000).

Strukturou jsou proteiny PSP podobné lidskému glykodelinu, ktery ma
imunosupresivni  U€inky. Coz je zajiSt€éno termindlnimi syalovanymi strukturami.
Spermadhesiny se nevyskytuji pouze jako heterodimery, ale také jako homodimery naptiklad
SFP (bovinni spermadhesin). Tvorba dimerii je pravdépodobné specifickd pro jednotlivé
spermadhesiny (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002).

3.3.2.3.1 Protein AWN

Protein AWN pochéazi zrozsahlé rodiny spermadhesinli, u kancl patii do frakce
heparin vazajicich proteinti (Hep+) semenné plazmy, spolu s DQH a AQN (Jonakova et al.
1998). Protein AWN je u kanct produkovan hlavné semennymi vacky a v nadvarleti (Topfer-
Petersen et al. 2005). Je nejvice prozkoumavanym spermahesinem (Reiner et al. 1997) a
jedinym spermadhesinem lokalizovanym na epididymalnich spermiich (Ekhlasi-Hundrieser et
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al. 2002). V hiebc¢i SP ma protein AWN piibliznou molekulovou hmotnost 14 kDa (Reiner et
al. 1997). Za fyziologickych podminek se AWN Ccast&ji vyskytuje v agregované formé, ¢imz
jsou ovlivnény i vazebné schopnosti AWN. Agregované formy interaguji s cholesterolem, tim

se ucastni kapacitace kancich spermii. Navazuji na sebe uvolnény cholesterol (Jonakova et al.
2000).

Konskym analogem pro AWN je protein HSP-7, ktery ma ve skladbé aminokyselin
pouze tii zmény oproti kan¢imu AWN a stejné¢ jako AWN se véaze na sacharidy (Topfer-
Petersen et al. 2005), konktrétn€ na galaktozu (Sebauer & Ball 2007). Rozdilem mezi AWN a
HSP-7 je jejich vyskyt. HSP-7 se vyskytuje jiz na spermatogoniich a spermiich odebranych
z varlat, na rozdil od kancich spermii. Dale je rozdilna také jeho koncentrace na riznych
formach spermii. Ejakulované hieb¢i spermie maji koncentraci AWN mnohem vys$i nezli
hieb¢i epididymalni spermie a lokalizace proteinu u hiebct je ptredevSim v ekvatoridlnim
segmentu (Topfer-Petersen et al. 2005). Koncentrace hiebéiho AWN je také rozdilna
V prib¢hu nadvarlete, smérem od hlavy k ocasu koncentrace klesd (Reiner et al. 1997).
Nejmensi koncentrace proteinu v semenné plazmé hiebce, kterou prispiva nadvarle je v ocasu

vrwe

S navazovanim jiz vytvofenych proteind na povrch spermii (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005a).

Kanci spermie maji spermadhesin AWN lokalizovany po celé¢ akrozomalni Cepicce
spermie, kdezto u hiebce se nachazi vyhradné v ekvatorialnim segmentu. Charakter jakym se
protein AWN vaze na povrch spermie, mize mit za nasledek jeho fosforyletanolaminova
vazba (Reiner et al. 1997).

Mnozstvi navazaného AWN se priichodem sami¢im reprodukénim traktem snizuje,
cast mize byt vstiebana epitelem samicich reprodukénich cest. Také je mozné mnoZstvi
proteinu na povrchu spermie odmyt pomoci Percollového gradientu. Zbylé mensi mnozstvi,
které zlistane navazané na spermiich, podporuje teorii, ze se protein AWN ucastni primarni
vazby na zona pellucida (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002). Diky tzkému spojeni s fosfolipidy
plazmatické membrany spermii, je mozné fungovani AWN jako receptoru pro zona pellucida
(Jansen et al. 2001).

K piibuznosti kan¢iho AWN a hieb¢iho analogu HSP-7 piispiva i fakt, Ze protilatka
rozpoznavajici kanéi AWN reaguje také s hieb¢im HSP-7 (Calvete et al. 1994, Reiner et al.
1997). Coz vyplyva i z 98 % shody sekvence aminokyselin (Reiner et al. 1997). Toto ukazuje
nejen na strukturni, ale i imunologickou pfibuznost proteint (Calvete et al. 1995a).
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4 Metodika
4.1 Pouzité vzorky

Pro tuto praci byly vyuzity dvé sady vzorka hiebCich ejakulati. Prvni sada (A) se
skladala z 10 vzorkd kryokonzervovanych hiebc¢ich ejakulatt (tabulka ¢. 1). Druhou sadu

vzorki (B) tvotilo 6 vzorkl nativnich hieb¢ich ejakulati (tabulka €. 2). VSichni hiebci pouziti
Vv této praci byli v dobé odbéru zdravi a zafazeni do reprodukce.

Tabulka €. 1: Prvni sada (A) kryokonzervovanych davek vyuzitych pro tuto praci.

Vzorek Misto odbéru Datum odbéru
1A Mnétice 09/2007
2A Pisek 03/2018
3A Pisek 08/2018
4A Pisek 04/2018
5A Pisek 08/2018
6A Pisek 10/2018
7A Pisek 08/2018
8A Mnétice 09/2007
9A Pisek 10/2018

10A Mnétice 09/2007
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Tabulka €. 2: Druha sada (B) nativnich vzorkl vyuzitych pro tuto praci.

Vzorek Misto odbéru Datum odbéru
1B Pisek 02/2021
2B Pisek 02/2021
3B Pisek 02/2021
4B Pisek 02/2021
5B Pisek 02/2021
6B Pisek 02/2021

Odbér a zpracovani ejakulatu

Ejakulat byl odebran od vSech hiebcl standardizovanym zplsobem pomoci umélé
vaginy oteviené¢ho (Krakowského) typu v mistnosti k tomu urcené. lThned po odbéru byl
ejakulat zhodnocen (motilita, koncentrace, objem) a zpracovan.

Sada vzorkl A byla po odbéru nafedéna mlécnym fedidlem a centrifugovana pii 650 g
po dobu 15 minut. Nasledné byly spermie bez supernatantu nafedény lakt6zo-zloutkovym
fedidlem a naplnény do tub 0 objemu 5 ml (1A, 8A, 10A), ptipadné pejet 0 objemu 0,5 ml.
Ptipravené vzorky byly ekvilibrovany pii 5°C po dobu 2 hodin a poté horizontalnim
mrazenim zamrazeny nad parami tekutého dusiku. Rozmrazeni probéhlo standardizovanym
zptisobem po vyjmuti z tekutého dusiku ve vodni 14zni o teplot¢ 37°C po dobu 30 — 60
sekund. Dale nasledovala centrifugace pro oddéleni supernatantu. Ziskané pelety spermii se
dale nafedili PBS(phosphate-buffered saline; Sigma-Aldrich, USA, Thermo Scientific, USA)
a pomoci vlhké fixace se pfipravily preparaty na sklicka. Na mikroskopicka sklicka byly
blocker fixem nakreslena dvé kolecka, do kazdého kolecka bylo napipetovano 20 ul suspenze
spermii a 50 pl vymrazené smési acetonu a metanolu (1:1). Takto byla sklicka ponechdna po
dobu 5 minut a nasledné jemné oplachnuta PBS a oschla uloZena do lednice (5°C) pro dalsi
Zpracovani. Zaroven byly od kazdého vzorku po promyti PBS uloZeny pelety spermii na
Western blot imunodetekci. Pelety spermii byly ulozeny do hlubokomraziciho boxu (-80°C)
do dal§iho zpracovani.

Sada vzorki B byla ihned po odbéru centrifugovana pii 300 g po dobu 10 minut a
nasledné byly oddéleny spermie a semenna plazma. Spermie byly dale dvakrat promyty
v PBS v objemu 15 ml (centrifugace pii 300 g po dobu 10 minut). Pomoci vlhké fixace byly
piipraveny preparaty spermii na sklicka stejnym postupem, jako v piipad¢ sady A. Stejné tak
byly ulozeny pelety spermii pro Western blot, jako v pfipad¢ sady A. Ziskand semenna
plazma byla centrifugovana pti 10 000 g po dobu 10 minut pro uplné odstranéni buné¢nych
elementd, Cistd semenna plazma byla ulozena po 1 ml do mikrozkumavek eppendorf.
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Pripravené vzorky semenné plazmy byly ulozeny do hlubokomraziciho boxu (-80°C) do
dalsiho zpracovani.

Tabulka €. 3: Uvedeno vyuziti jednotlivych vzorkl sady A.

1A 2A 3A 4A 5A 6A TA 8A 9A 10A
IF ne ano ano ano ne ne ne ne ne ne
WB ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano

IF — imunofluorescen¢ni mikroskopie, WB — western blot imunodetekce.

Tabulka €. 4: Uvedeno vyuziti jednotlivych vzorkt sady B.

1B 2B 3B 4B 5B 6B
IF ano ano ano ano ano ano
WB ano ano ano ano ano ano

IF — imunofluorescen¢ni mikroskopie, WB — western blot imunodetekce.

4.2 Imunofluorescenéni mikroskopie

Pomoci imunofluorescen¢ni mikroskopie byla provedena detekce proteinu AWN na
hiebcich ejakulovanych a kryokonzervovanych spermiich.

Piiprava vzorki

Spermie byly na mikroskopickych skli¢kach fixovany vymrazenym roztokem acetonu
a metanolu (1:1), nasledné uloZeny v chladni¢ce (5°C). Prvnim krokem pfipravy vzorkd na
imunofluorescenci byla blokace 150 ul roztokem Super Block (bloka¢ni ¢inidlo v PBS)
(phosphate-buffered saline; Sigma-Aldrich, USA, Thermo Scientific, USA). Inkubace
probihala po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté v predem piipravené vlhké komiirce.

Po uplynuti inkubaéni doby byly preparaty vyjmuty z vlhké komurky, oplachnuty PBS
a poté osuSeny. Dal§im krokem byla inkubace s primarni polyklonani krali¢i protilatkou proti
AWN spermadhesinu (anti-BHB7; Jonakova et al., 1998). Protilatka byla fedéna v PBS
v poméru 1:100. Pipetovano bylo do pravého kolecka 100 pl fedéné protilatky a do levého
kolecka 100 pl PBS pro negativni kontrolu. Dale byly preparaty ponechény pies noc
inkubovat s protilatkou ve vlhké komirce v lednici (5°C).
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Nasledujici den byly prepardity omyty PBS a osuSeny. Poté byla aplikovana
sekundarni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim (anti-rabbit) konjugovana s Alexa
FluorTM 488 (Invitrogen, USA). Pti manipulaci se sekundarni protilatkou bylo dbano na
tmavé prostiedi. Redéni sekundarni protilatky bylo 1:300 v PBS. Takto piipraveny roztok byl
napipetovan po 100 ul na vSechna kolecka, preparaty byly inkubovany ve vlhké komtrce a
5°C po dobu 1 hodiny.

Po inkubaci se sekundarni protildtkou byly preparaty opét omyty PBS a osuSeny.
Nasledujicim krokem bylo barveni akrozomt spermii pomoci lektinu PNA kojugovanym
s rhodaminem (Rhodamin Peanut Agglutin, Vector Laboratories, USA) fedénym PBS
v poméru 1:1000. Do kazdého kolecka bylo napipetovano 100 pl a preparaty byly ulozeny do
vlhké komurky pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut. Pfi manipulaci s roztokem PNA bylo
dbano na tmavé prostiedi.

Po 30 minutach byly preparaty promyty PBS a destilovanou vodou a poté osuSeny.
Nakonec byly preparaty prevrstveny 5 pl montovaciho média VectaShield s DAPI (Antifade
Mounting Medium, Vector Laboratories, USA) pro barveni jaderné DNA spermii. Po aplikaci
byla na kazdy preparat umisténa kryci sklicka a zafixovana. Preparaty byly na 10 minut
umistény do tmy a poté nasledovalo hodnoceni pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Eclipse
E600, Nikon, Tokyo, Japan). Dokumentace prob&hla pomoci kamery (Digital Sight DS-Fi 1,
Nikon, Japan) a programu NIS Elements. Bylo hodnoceno minimalné 200 spermii na vzorek
pti 40x zvétSeni.

Detekce vzorku

Spermie byly v prubéhu hodnoceni rozdéleny v prvni ¢asti na 3 kategorie. Hlediskem
pro déleni spermii do kategorii byla sila signalu protilatky proti AWN: spermie se silnym
signalem proteinu AWN, spermie se slabym signalem proteinu AWN a bez signalu proteinu
AWN. Ve druhé casti byly hlediskem hodnoceni kategorii spermii signal protilatky proti
proteinu AWN a zaroven signal akrozomu spermie zna¢eny pomoci PNA. Kategorie byly
nasledujici spermie se signdlem AWN, ale bez signalu PNA, spermie se signdlem AWN a
zaroven signalem PNA a spermie bez signalu AWN a zaroven bez signdlu PNA.

Statistické hodnoceni

Ziskana data byla statisticky zpracovana v programu Statistika (ver. 12, StatSoft, CZ)
a dale v programu Microsoft Excel. Jelikoz nebyl dostatek dat pro parametrické testovani, byl
v programu Statistika pouzit neparametricky Mann — Whitneylv U test. Tento test byva
vyuzivan pro hodnoceni neparovych pokusii dvou riznych vybérovych souborti. V této praci
byl Mann — Whitneyav U test vyuzit k vyhodnoceni statistické hypotézy, zda je mezi
kryokonzervovanymi a nativnimi vzorky hfeb¢ich spermii statisticky vyznamny rozdil
Vv zastoupeni sledovanych kategorii spermii. Pro druhou ¢ast vyhodnocovani byla v programu
Statistika vyuzita korelace. Korelace udava, zda je mezi proménnymi mozna zavislost.
Statistické hodnoceni v programu Excel bylo vyuZito na vypocet primérného zastoupeni
jednotlivych kategorii spermii a jejich grafické zpracovani.
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4.3 Western blot imunodetekce

4.3.1 Priprava vzorki

Hieb¢i semenna plazma (SP) byla po vyjmuti zhlubokomraziciho boxu
centrifugovéna 10 minut pti 10 000 x g ve 4°C. Bylo odebrano 100 ul SP a ptidano 600 pl
vymrazeného acetonu. Vzorky byly ponechany 1 hodinu na ledu. Poté byly centrifugovany 5
minut pii 5000 x g ve 4°C. Supernatant byl peClivé odstranén a k peletce vysrazenych
proteinti bylo pfidano 100 ul neredukujiciho vzorkového pufru o slozeni 4,2 ml H,O, 1 ml 0,5
m Tris.HCI pH 6,8, 0,8 ml glycerol, 1,6 ml 10 % SDS, 0,4 ml 0,05 % bromfenolové modre.
Vysrazené proteiny SP byly dobie rozpustény a povaieny pii 100°C po dobu 5 minut
V termalni tfepacce.

Vzorky hieb¢ich spermii (peleta o objemu 50 pl obsahujici asi 5 x 10 bundk) byly
smichany s neredukujicim vzorkovym pufrem v poméru 1:2. Vzorky byly udrzovany na ledu
po dobu 30 minut. V pribéhu této doby nékolikrat doslo k jejich promichani na vortexu. Poté
byly vzorky povateny pii 100°C po dobu 5 minut. Nésledné probéhla centrifugace po dobu 2
minut pii teplot¢ 4°C a 10000 g. Poslednim krokem pfipravy vzorku bylo odebrani
supernatantu po centrifugaci do novych zkumavek.

4.3.2 Elektroforéza

Prvnim krokem celého postupu byla piiprava a sestaveni aparatury pro tvorbu
separa¢niho polyakrylamidového gelu a temperace chemikalii uchovavanych v chladu na
laboratorni teplotu (30 % akrylamid, APS). Hustota gelu pro elektroforézu v prostiedi
dodecylsulfatu sodného (SDS) podle Laemmliho (1970) byla zvolena 15 %, kvuli
pfedpokladané velikosti detekovaného proteinu. MnoZstvi roztoku bylo definovano na
ptipravu 2 gelt, tedy konkrétné 2,5 ml H,O, 2,5 ml pufru B (Resolving Gel Buffer B, Bio-
Rad, USA), 5 ml 30 % roztoku akrylamidu (ACRYLAMIDE/bis-ACRYLAMIDE, Bio-Rad,
USA), 100 pul 10 % SDS (Sigma-Aldrich, USA), 70 ul APS (10 % roztok persiranu
amonného) a 4,5 pl tetramethylethylenediamine (GE Healtcare, Svédsko). Posledni dvé
slozky roztoku pro pifipravu gelu byly pfidany tésné¢ pifed aplikaci roztoku mezi
elektroforeticka skla, ktery byl na zavér piekryt destilovanou vodou.

Po ztuhnuti separa¢niho gelu (asi po 30 minutich) byla slita destilovand voda a
navrstven roztok 4 % zaostiovaci gelu. Zaostiovaci gel byl ptipraven z 1,52 ml H,O, 625 ul
pufru C (Stucking Gel Buffer C, Bio-Rad, USA), 325 ul 30 % akrylamidu
(ACRYLAMIDE/bis-ACRYLAMIDE, Bio-Rad, USA), 25 ul 10 % SDS, 3.8 ul
tetramethylethylenediamine (GE Healtcare, Svédsko) a 50 pul 10 % APS. Gel byl opét opatrné
napipetovan mezi skla na jiz zatuhly separa¢ni gel a byl do ného umistén hieben tvofici jamky
pro vzorky.

Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byla pifemisténa skla do aparatury pro elektroforézu.
Cela nadoba na elektroforézu byla naplnéna do stanovené miry elektrodovym pufrem (15 g
Tris, 72 g glycinu a 5 g SDS rozpusténo v 1 1 destilované vody, pracovni roztok fedén 1:4
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v destilované H,0) a byly vyjmuty hiebeny. Poté byly jednotlivé vzorky semenné plazmy (po
5 pl) a extraktu spermii (po 10 pl) spolu s 3 pl proteinovych hmotnostnich standarda
(Precision Plus Protein Dual Color Standards, Biol-Rad, USA) napipetovany pomoci
Hamiltonovy mikrostiikacky do jednotlivych jamek v zaostiovacim gelu. Po dokonceni
aplikace byla elektroforéza spusténa a probihala pfiblizné 30 minut pii konstantnim napéti 80
V. Po uplynuti této doby byla hodnota zménéna na 150 V a déle probihala elektroforéza za
téchto podminek asi 1 hodinu.

4.3.3 Elektroprenos proteinii z gelu na membranu

Po skonceni elektroforézy nasledoval elektropfenos proteinit z gelu na
nitrocelulé6zovou (NC) membranu. Byla pfipravena kazeta, 2 houbicky, 4 vystiizky
chromatografického papiru Whatman (8,5 x 10 cm), 1 NC membrana a gel po elektroforéze.
Kromé gelu bylo vSe pfedem namoceno na 15 minut do pfipraveného transferového pufru
(3,03 g Tris, 14,4 g glycin rozpusténo v 200 ml destilované H,O, ptidano 200 ml, metanolu a
doplnéno do 1 I destilovanou H,0). Poté bylo vSe v daném potadi naskladano do kazety
(Cerna strana kazety, houbicka, 2x chromatograficky papir Whatman, gel, NC membrana, 2x
chromatograficky papir Whatman, houbicka, ¢ervena strana kazety) a uloZeno do aparatury a
zalito transferovym pufrem. Cela aparaturu byla dale vlozena do nadoby naplnéné ledem pro
chlazeni.

Proces byl zahajen zapojenim zdroje a nastavenim konstantniho elektrického proudu
na 500 mA. Po 1 — 1,5 hodiné byl proces ukonc¢en, kazeta vyjmuta, rozebrana a membrana
vynddna. Membrana byla oplachnuta v destilované vodé a nasledné obarvena Ponceau
(Sigma-Aldrich, USA) po dobu 60s pro prukaz piitomnosti pienesenych proteint. Dale
nasledoval oplach roztokem PBS s 0,1 % Tween 20 (PBS-T) pro odbarveni membrany.

4.3.4 Inkubace s protilatkami

Poté co byla membrana omyta po barveni Ponceau, byla na 1 hodinu umisténa do
predem ptipraveného roztoku 5 % mléka (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad, USA) v PBS.

Dal$im krokem byla inkubace s primarni protilatkou proti AWN spermadhesinu (anti-
BHB7; Jonakova et al. 2000), protilatka byla fedéna v PBS v poméru 1:1000. Inkubace
probihala pfes noc pfi teploté 4°C.

Dalsi den byla membrana promyvéana v PBS-T po dobu 30 minut za mirného tfepani.
Promyvaci roztok byl vyménén 3x. V priibéhu této doby byla vyfedéna sekundarni protilatka
proti krali¢im imunoglobulinim konjugovana s kienovou peroxidazou (Goat anti-Rabbit
HRP, Bio-rad, USA) v poméru 1:3000 v PBS a pfipravena na inkubaci. Po poslednim promyti
byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou 1 hodinu, opét za mirného tfepani.
Nasledné opét probihalo promyvani membrany v PBS-T po 5 minutach v 5 opakovéanich.
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4.3.5 Detekce

Pro imunodetekci NC membran s proteiny byl vyuzit pfistroj Azure c300 Gel Imaging
System (Azure Biosystems, Dublin, California, USA) a dvouslozkovy chemiluminiscen¢ni
substrat (SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo SCIENTIFIC,
USA), ktery byl pfedem piipraven v poméru 1:1 a aplikovan na membranu pfimo v piistroji.

Po provedeni detekce byly membrany promyty PBS-T a pomoci roztoku Restore
Western Blot Stripping Buffer (Thermo SCIENTIFIC, USA) byly odmyty navazané
protilatky. Nasledn¢ byly membrany vyuzity pro detekci tubulinu (Monoclonal Anti-a-
Tubulin antibody produced in mouse, SIGMA, USA), jakozto referen¢niho proteinu pro
hodnoceni celkové proteinové nanasky ve vzorku.

Ke kvatifikovani mnozstvi detekovaného proteinu na membranach ziskanych
v programu Azure byl vyuzit program Image Studio Digits verze 4.0 C-Digit Scaner. A pro
dalsi zpracovani a vizualizovani dat byl vyuzit Microsoft Excel a GraphPad Prism 5 Software.
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5 Vysledky
5.1 Imunofluorescenéni mikroskopie

V ramci imunofluorescenc¢ni detekce bylo z kazdého vzorku spoc¢itdno minimalné 200
spermii s pozitivné oznacenym jadrem pomoci signalu DAPI. Pro vyhodnoceni rozdilu
Vv zastoupeni signalu protilatky proti AWN mezi sadou kryokonzervovanych (A) a nativnich
(B) spermii, byly definovany 3 kategorie spermii: spermie pozitivni slabym signalem, spermie
pozitivni silnym signalem (obrazek ¢. 3) a spermie bez signalu protilatky proti AWN (obrazek
¢. 4B — zluty kruh). Ze ziskanych hodnot byla vypocitana procentualni zastoupeni pro
jednotlivé kategorie spermii. Tato data jsou uvedena v tabulce ¢. 5 a zobrazena na grafu ¢. 1.

spermie 2

spermie 1

Obrazek ¢. 3: Definice silného a slabého signalu protilatky proti AWN na spermii
S obarvenym jadrem pomoci DAPI. Spermie 1 — slaby signél, spermie 2 — silny signal.

Pti vyhodnocovani byl signdl protilatky proti AWN rozdé€len na slaby a silny. Silny
signal (obrazek ¢. 3 — spermie 2) je jasny, vyrazny a je detekovan v celé délce ekvatorialniho
segmentu, popiipadé ve formé dvou signalti v ekvatorialnim segmentu, s ohledem na hladinu
zobrazeni a postaveni hlavicky spermie. Slaby signal (obrazek ¢. 3 — spermie 1) je zobrazen
slabsi reakci fluorescencné znacené protilatky pod mikroskopem, pfipadné je mirné rozptylen
v ekvatorialnim segmentu.
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Tabulka ¢. 5: Procentudlni zastoupeni kategorii spermii rozdélenych dle intenzity
signalu protilatky proti proteinu AWN V kryokonzervovanych (A) a nativnich (B) vzorcich
hiebcich spermii.

Vzorek | ID | Silny signal AWN | Slaby signal AWN | Bez signalu AWN
2A A 43,24 % 33,33 % 23,42 %
3A A 38,83 % 21,61 % 39,56 %
4A A 9,68 % 36,02 % 54,30 %
1B B 65,66 % 16,87 % 17,47 %
2B B 42,11 % 32,24 % 25,66 %
3B B 43,13 % 20,00 % 36,88 %
4B B 76,27 % 18,67 % 5,06 %
oB B 51,32 % 28,04 % 20,63 %
6B B 72,40 % 17,65 % 9,95 %

ID = inseminaéni davka, A = kryokonzervované spermie, B = nativni spermie, silny
signal AWN = procentudlni zastoupeni spermii s pozitivnim silnym signalem protilatky proti
AWN, slaby signdl AWN = procentudlni zastoupeni spermii s pozitivnim slabym signalem
protilatky proti AWN, bez signdlu AWN = procentualni zastoupeni spermii bez signalu
protilatky proti AWN.
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Graf ¢. 1: Procentudlni zastoupeni jednotlivych kategorii Spermii u konkrétnich vzorki
rozdé€lenych dle sily signalu protilatky proti proteinu AWN v kryokonzervovanych (A) a
nativnich (B) vzorcich hiebCich spermii. A = kryokonzervované spermie, B = nativni
spermie, silny signal AWN = procentualni zastoupeni Spermii s pozitivnim silnym signalem
protilatky proti AWN, slaby signdl AWN = procentudlni zastoupeni spermii s pozitivnim
slabym signalem protilatky proti AWN, bez signdlu AWN = procentudlni zastoupeni spermii
bez signalu protilatky proti AWN.

Na grafu ¢. 1 je zobrazeno procentudlni zastoupeni 3 kategorii hieb¢ich spermii u
jednotlivych vzorkl ze skupiny kryokonzervovanych (A) a nativnich (B). Jednotlivé vzorky
se od sebe viditeln¢ lisi, ovSem neni zde patrny zadny vyznamny trend V zastoupeni
jednotlivych kategorii spermii. VétSina vzorkd ze sady B (nativni ejakuldt) méa vyssi
zastoupeni spermii se Silnym signalem, a naopak niz8i zastoupeni spermii bez signalu
protilatky proti AWN, oproti vzorkiim sady A (kryokonzervované). U vzorku ze skupiny A je
navic okometricky vice zastoupena kategorie spermii se slabym signal protilatky proti AWN,
oproti vzorkiim ze skupiny B. Vzorky 3A a 4A maji nejvice zastoupenou kategorii spermii
bez signalu protilatky proti AWN v ramci obou skupin. Zaroven vzorek 4A ma nejméné
zastoupenou kategorii silného signalu protilatky proti proteinu AWN ze vSech vzorkli. Ze
skupiny B naopak dominuji vzorky 1B, 4B, 5B, 6B v zastoupeni kategorie silného signalu

v
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Vzhledem Kk nizkému mnozstvi dat, které znemoznuje parametrické testovani, byl
zvolen pro statistické vyhodnoceni procentualniho zastoupeni kategorii spermii délenych dle
signalu protilatky proti AWN Mann — Whitneyiv U test (tabulka ¢. 6). Ten udavéa nulovou
hypotézu, tedy ze pfitomnost proteinu AWN neni rozdilndA mezi soubory A
(kryokonzervované spermic) a B (nativni spermie). Vypocet vychazel z procentualniho
zastoupeni jednotlivych kategorii spermii ve vzorcich ze skupin A a B.

Tabulka ¢. 6: Statisticka analyza hodnot vedenych v tabulce ¢.5 v programu Statistika
12 s vyuzitim Mann — Whitneyova U testu.

Mann-Whitneytav U Test (w/ oprava na spojitost)
Dle promén. ID
Proménna Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <0,05000
S¢t pof. Sct pof. Z
P P U Z p-hodn.
A B upravené
Silny signal AWN | 8,00000 | 37,00000 | 2,000000 | -1,67829 | 0,093291 |-1,67829
Slaby signdl AWN | 22,00000 | 23,00000 | 2,000000 | 1,67829 | 0,093291 | 1,67829
Bez signalu AWN | 22,00000 | 23,00000 | 2,000000 | 1,67829 | 0,093291 | 1,67829
Mann-Whitneytv U Test (w/ oprava na spojitost)
Dle promén. ID
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <0,05000
Proménna
N platn. N platn. 2*1str.
p-hodn.
A B piesné p
Silny signal AWN 0,093291 3 6 0,095238
Slaby signdl AWN 0,093291 3 6 0,095238
Bez signalu AWN 0,093291 3 6 0,095238

ID = inseminaéni davka, A = kryokonzervované spermie, B = nativni spermie, silny
signal AWN = procentudlni zastoupeni spermii s pozitivnim silnym signalem protilatky proti
AWN, slaby signdl AWN = procentudlni zastoupeni spermii s pozitivnim slabym signalem
protilatky proti AWN, bez signallu AWN = procentualni zastoupeni spermii bez signalu
protilatky proti AWN.

Statisticky vliv faktoru A/B na zastoupeni jednotlivych kategorii spermii nebyl
prokazan (p > 0,05). Z vysledkt uvedenych v tabulce ¢. 6 tedy vyplyva, ze kryokonzervované
vzorky se v zastoupeni spermii s rozdilnym signalem protilatky proti AWN vyznamné nelisi
od vzorki nativniho ejakulatu.
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Pro ob¢ skupiny hiebCich spermii (A, B) byly stanoveny priméry jednotlivych
kategorii spermii (graf ¢. 2).
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Graf ¢. 2: Primérné procentudlni zastoupeni jednotlivych kategorii spermii rozdélenych
dle intenzity signalu protilatky proti proteinu AWN v kryokonzervovanych (A) a nativnich
(B) vzorcich hieb¢ich spermii. A = kryokonzervované spermie, B = nativni spermie, silny
signal AWN = procentudlni zastoupeni spermii s pozitivnim silnym signalem protilatky proti
AWN, slaby signdl AWN = procentudlni zastoupeni spermii s pozitivnim slabym signalem
protilatky proti AWN, bez signalu AWN = procentualni zastoupeni spermii bez signalu
protilatky proti AWN.

Dle grafu ¢. 2 je patrné, ze prumérné procentualni zastoupeni spermii se silnym
signalem AWN je vyssi u skupiny B, tedy u nativnich vzorkl a zaroven ostatni kategorie
spermii jsou ve svém prumérném zastoupeni niz8i, oproti skupiné kryokonzervovanych
vzorkll (A). Vyraznéjsi rozdily mezi skupinami vzorkii kryokonzervovanych a nativnich
spermii byly zaznamenany v kategorii se silnym signalem protilatky proti AWN a v kategorii
bez signalu, tyto rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné (p > 0,05).
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Dalsi ¢ast imunofluorescencniho hodnoceni byla zaméfena na pfitomnost funkéniho
akrozomu znaceného pomoci PNA a jeji korelaci se signdlem protilatky proti AWN
V nativnich vzorcich hieb¢ich spermii (sada B). Byly definovany 3 kategorie spermii (Obrazek
¢. 4): spermie se signalem protilatky proti AWN, ale bez signalu PNA, spermie se signalem
protilatky proti AWN a zéarovei signdlem PNA a spermie bez signalu protilatky proti AWN a
zaroven bez signalu PNA. Kategorie spermii bez signalu protilatky proti AWN, ale
s pfitomnym funk¢énim akrozomem (se signalem PNA) se ve vzorcich nevyskytovala.
Procentudlni zastoupeni téchto kategorii spermii je uvedeno v tabulce €. 7.

Obrazek ¢. 4: Definované kategorie spermii na zakladé¢ signalu protilatky proti proteinu
AWN a signalu akrozomu PNA. Spermie zaznamenané ze Vvzorku 6B pomoci
imunofluorescen¢niho mikroskopu. A — jadra spermii znacena pomoci DAPI, B — signal
DAPI a protilatky proti proteinu AWN, C — spermie se signalem protilatky proti proteinu
AWN a zna¢enym akrozomemem pomoci PNA, D — signal DAPI, protilatky proti proteinu
AWN a PNA. Zluta kole¢ka na fotkach B a D vyznaduji spermie bez detekovaného proteinu
AWN. Cervena kole¢ka na fotkach C a D ukazuji spermie bez obarveného akrozomu, vétsina
Z nich mé ovS§em detekovany protein AWN i pfes nepiitomnost akrozomu.
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Tabulka €. 7: Procentudlni zastoupeni jednotlivych kategorii hfebCich spermii vzhledem
k signalu protilatky proti AWN a signalu PNA v sadé vzorkl ze skupiny B (nativni).

Vzorky AWN+ PNA- AWN+ PNA+ AWN- PNA-
1B 43,49 % 47,30 % 9,21 %
2B 48,92 % 34,20 % 16,88 %
3B 25,12 % 60,20 % 14,68 %
4B 61,73 % 34,98 % 3,29 %
5B 36,59 % 53,90 % 9,51 %
6B 44,32 % 50,78 % 4,90 %

AWN+ PNA- = kategorie spermii se signalem protilatky proti proteinu AWN, bez
signalu akrozomu PNA, AWN+ PNA+ = kategorie spermii se signalem protilatky proti
proteinu AWN a zéaroven se signadlem akrozomu PNA, AWN- PNA- = kategorie spermii bez
signalu protilatky proti proteinu AWN a zaroven bez signalu akrozomu PNA.
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Graf ¢. 3: Procentualni zastoupeni jednotlivych kategorii spermii skupiny B dle signalu
AWN a PNA. AWN+ PNA- = kategorie spermii se signalem protilatky proti proteinu AWN,
bez signalu akrozomu PNA, AWN+ PNA+ = kategorie spermii se signalem protilatky proti
proteinu AWN a zaroven se signalem akrozomu PNA, AWN- PNA- = kategorie spermii bez
signalu protilatky proti proteinu AWN a zaroven bez signalu akrozomu PNA.
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Z grafu ¢. 3 je patrné, ze nejnizsi procentualni zastoupeni u vSech vzorka dosahovala
skupina spermii bez signalu protilatky proti AWN a zaroven bez funkéniho akrozomu.
procento spermii s pozitivnim signalem protilatky proti AWN, ovSem nikoli pozitivni
akrozom. Vyrovnanych hodnot procentudlniho zastoupeni dosahuji kategorie spermii
S pozitivnim signdlem protilatky proti AWN 1 s pozitivnim akrozomem a spermii s pozitivnim
signalem protilatky proti AWN bez pozitivniho akrozomu. Kromé dvou piipadli mé prevahu
skupina s obéma pozitivnimi signaly.

Z hodnot procentudlniho zastoupeni jednotlivych kategorii spermii rozdélenych dle
pfitomnosti signalt protilatky proti AWN a PNA byla stanovena ve statistickém programu
korelace mezi témito kategoriemi. Vystup programu Statistika 12 je uveden v tabulce ¢.8.

Tabulka ¢. 8: Korelace mezi kategoriemi spermii rozdélenych dle pritomnosti signalu
protilatky proti AWN a signalu PNA.

Korelace. Oznacené korelace jsou vyznamné na hlad. p < 0,05000
N=6
Proménna
oy AWN+
Priméry | Sm.odch. | AWN+ PNA- PNA+ AWN- PNA-
AWN* 1 4336167 | 12,2208 1 090233 |  -0,53032
PNA-
AWN+
PNAL+ 46,89333 | 10,43533 -0,90233 1 0,113093
AWN- PNA- 9,745 5,30556 -0,53032 0,113093 1

AWN+ PNA- = kategorie spermii se signalem protilatky proti proteinu AWN, bez
signalu akrozomu PNA, AWN+ PNA+ = kategorie spermii se signalem protilatky proti
proteinu AWN a zdroven se signadlem akrozomu PNA, AWN- PNA- = kategorie spermii bez
signalu protilatky proti proteinu AWN a zaroven bez signalu akrozomu PNA.
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Mezi kategoriemi spermii AWN+ PNA- a AWN+ PNA+ byla zjisténa zaporna

W

korelace na hladiné vyznamnosti p <0,05 (tabulka ¢. 8). Byla tedy potvrzena statisticky
prukazna zavislost mezi mnozstvim Spermii s pozitivnim signalem protilatky proti AWN a
funk¢énim akrozomem a spermii s pozitivnim signalem protilatky proti AWN bez funk¢éniho
akrozomu, v ramci skupiny nativnich vzorku hiebéich spermii. Tato korelace je znazornéna
v grafu ¢. 4. Z tohoto grafu je patrné, ze pokud klesa procento spermii v jedné z kategorii,
V druhé¢ stoupa a naopak.

Bodovy graf: AWN+ PMNA- vs. AWN+ PNA+
AWN+ PNA+ = 80,279 - 7699 = AWN+ PNA-
Karelace : r=-9023
62 T T
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16 | ~
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40 | .
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341 o .
32 -

AWN+ PNA+
4

20 2% 30 3 20 4 0 % 60 65
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Graf ¢. 4: Bodovy graf korelace mezi AWN+ PNA+ a AWN+ PNA-. Osa X: AWN+
PNA- = kategorie spermii se signalem protilatky proti proteinu AWN, bez signdlu akrozomu
PNA; osa Y: AWN+ PNA+ = kategorie spermii se signalem protilatky proti proteinu AWN a
zaroven se signalem akrozomu PNA.
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5.2 Western blot imunodetekce

Detekce signali protilatky proti AWN probihala na 4 sadach vzorki (membran)
piipravenych z hiebCich spermii a semenné plazmy. Pro detekci nanaSky proteinu byla
vyuzita detekce referen¢niho proteinu tubulinu (¢ast spermii) a barveni membrany pomoci
Ponceau (Cast semenné plazmy). Detekovana byla jedna sada vzorkti ze sady A
(kryokonzervované spermie) a tfi sady vzorkt ze sady B (nativni spermie a SP). Ve vsech
sadach byly signaly protilatky proti AWN uspésné detekovany u vSech hiebcl. Signal
z membran byl uren pomoci programu Image Studio Digits verze 4.0 C-Digit Scaner, a
nasledné¢ spocitdn u kazdého vzorku pomér signalu a velikosti zjiStované plochy
detekovaného proteinu. Stejny postup byl pii zjisténi mnozstvi nanasky. Nasledné byly
pomery signal/plocha pro AWN a signél/plocha pro tubulin (Ponceau) opét vydéleny.

Vzorky sady A (kryokonzervované inseminaéni davky) byly pro malé mnozstvi
detekovany pouze v jednom méteni, z tohoto diivodu je pro skupinu vzorki A malé mnoZzstvi
dat a nelze vyuzit statistického vyhodnoceni. Relativni opticka denzita pro reakci protilatky
proti AWN naméfena u jednotlivych vzorkl hiebéich spermii jsou uvedeny v grafu ¢. 5.

1A 2A 3A 4A 6A 7A 8A 9A 10A

5A

N
&)

N

Relativni opticka denzita
=
[N %]

o
u

o

Graf ¢. 5: Relativni optickd denzita vzorkid sady A (krokonzerovanych inseminacnich
davkach) ur¢ena pro miru signalu protilatky proti proteinu AWN, hodnoty vztazeny ke vzorku
1A.

Na grafu €. 5 je patrné individualitu relativni optické denzity miry signdlu protilatky
proti proteinu AWN mezi jednotlivymi vzorky hiebéich kryokonzervovanych spermii.
Nicméné mezi vzorky 5A, 7A, 8A, 9A a 10A je zifejma jistd vyrovnanost hodnot v mnozstvi
AWN proteinu detekovaného protilatkou. Nejniz$i hodnoty dosahuje vzorek 6A, naopak
nejvyssi hodnoty dosahuje vzorek 4A.
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Pro dalsi hodnoceni byly vyuzity vzorky pouze ze sady B (nativni ejakulat). U
membran ze sady hiebct B byly vzorky rozd€leny na proteiny pochdzejici ze spermii a
proteiny ze SP a byla provedena 3 opakovani. Imunodetekce proteinti je zobrazena na obrazku
¢. 5 a detekce referenénich hodnot tubulinu v extraktech spermii a celkovych proteind ve
vzorcich SP na obrazku ¢. 6. Detekované proteiny odpovidaji piedpokladané molekulové
hmotnosti 14 kDa. Pti detekci byly zjistény rozdily v mnozstvi proteinu AWN u jednotlivych
vzorktl mezi spermiemi a semennou plazmou stejného hiebce.

Také se na vSech opakovanich (membranach) vyskytoval pas proteind, detekovany
pomoci protilatky proti proteinu AWN V oblasti molekulové hmotnosti 75 kDa, predevsim
v ¢asti se vzorky proteinisemenné plazmy (obrazek 5). Tyto oblasti by mohly ptedstavovat
protein AWN v agregovanych formach s jinymi proteiny SP.

Spermie Semenna plazma

S o e‘nkoa

-

-

. -
. «gfm1skpa

it
1B 2B 3B 4B 5B 6B 1B 2B 3B 4B 5B 6B

Obrazek €. 5: Reprezentativni obrazek imunodetekce proteinu AWN na membrané ¢. 2
pomoci protilatky. 1B — 6B oznaceni vzorkli ztabulky ¢. 4. Spermie detekované
v molekulové hmotnosti 14 kDa.
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Detekce tubulinu - spermie Barveni Ponceau - semenna plazma

PE—— L
=

Obrazek ¢. 6: Membrdna ¢. 2 s detekovanym referencnim proteinem Tubulinem a
obarvena pomoci Ponceau. A — ¢ast snanaSkou vzorki ze spermii, detekovanych
s referencnim proteinem Tubulinem. B — ¢ast nanaSky vzorkid ze semenné plazmy obarvena
pomoci Ponceau, pro kvantifikaci nanasky.

Grafy €. 6 a 7 uvadi primérné hodnoty relativni optické denzity sily signalu protilatky
proti AWN u jednotlivych vzorkli. Hodnoty byly stanoveny pomoci denzitometrického
méteni provedeného ve 3 opakovanich. Graf ¢. 6 zobrazuje vzorky spermii a graf ¢. 7 vzorky
semenné plazmy. Ani v jednom piipadé neni rozdil mezi jednotlivymi hiebci statisticky
vyznamny v mnozstvi proteinu AWN (p > 0,05).

Hodnoty primérné relativni optické denzity u vzorkd spermii i semenné plazmy
vykazuji mirné rozdily vramci skupiny. OvSem neni zde patrny jasny trend v rdmci
jednotlivych skupin, u skupiny proteinti spermii ani v ramci skupiny proteinu semenné
plazmy.

V ramci porovnani jednotlivych vzorkd (graf ¢. 8) mlZeme vidét souvislost mezi
hodnotou relativni optické denzity v detekci mnozstvi AWN u proteintt pochazejicich ze
spermii a v ¢asti proteinl pochazejicich ze semenné plazmy. U vzorkt 2Ba 5B je viditelné
veétsi mnozstvi detekovaného proteinu AWN nez ve stejnych vzorcich proteinli semenné
plazmy. Naopak u vzorku 3B, 4B a 6B je vice AWN proteinu v SP nez spermiich. Vzhledem
k velkému rozptylu hodnot jednotlivych méfeni tento rozdil neni vSak statisticky vyznamny.
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Graf ¢. 6: Primérna relativni optickd denzita sily signalu protilatky proti AWN
ujednotlivych vzorkd spermii skupiny B (nativni inseminacni davka). Vysledky jsou
vztazeny k vzorku 1B.
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Graf ¢. 7: Primérna relativni optickd denzita sily signalu protilatky proti AWN
u jednotlivych vzorkl semenné plazmy skupiny B (nativni insemina¢ni davka). Vysledky jsou
vztazeny k vzorku 1B.
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Graf ¢. 8: Porovnani primérné relativni optické denzity sily signalu protilatky proti
AWN u jednotlivych vzorkidl spermii a semenné plazmy skupiny B (nativni inseminaéni
davka). Vysledky jsou vztazeny k vzorku c¢islo 1B. Spermie = primérné relativni opticka
denzita sily protilatky proti AWN u jednotlivych vzorkli spermii, SP = primérna relativni
optickd denzita sily signalu protilatky proti AWN u jednotlivych vzorkli semenné plazmy.
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo pomoci specifické polyklonalni protilatky proti kancimu
proteinu AWN detekovat homologni hieb¢i protein HSP-7 ve vzorcich hieb¢iho ejakulatu.
Hieb¢i protein HSP-7 a kanci protein AWN maji z 98 % shodnou aminokyselinovou sekvenci
(Reiner et al. 1997) a HSP-7 je schopny vazat se na AWN epitopy (Calvete et al. 1994). Tato
schopnost byla praci potvrzena, jelikoz protein byl na hieb¢ich spermiich i v semenné plazmé
hiebcti uspésné znacen pomoci zminéné protilatky proti kan¢imu proteinu AWN.

V této praci byla detekce hieb¢iho proteinu AWN provedena pomoci
imunofluorescen¢ni mikroskopie a imunodetekce. Protein AWN se na hiebCich spermiich
nachazi v ekvatoridlnim segmentu hlavicky, na rozdil od kancich spermii, kde se AWN
nachdzi navdzan na akrozomu spermie (Reiner et al. 1997). Tato skute¢nost byla potvrzena na
spermiich z kryokonzervovanych insemina¢nich ddvek 1 nativnich vzorki pomoci
imunofluorescen¢ni mikroskopie. Nebyly pozorovany spermie s navazanym proteinem AWN
Vv jiné oblasti hlavi¢ky ¢i bi¢iku spermie. Rozdilna byla sila signalu protilatky proti proteinu
AWN, ktera pravdépodobné vychazi z mnozstvi navazaného proteinu na konkrétni spermii.
Navazani proteinu na plazmatickou membranu v ekvatoridlnim segmentu probihd ptes CUB
doménu charakteristickou pro spermadhesiny (Topfer-Petersen et al. 2005, Ekhlasi-
Hundrieser et al. 2002). Na zaklad¢ vysledku této prace nebyl prokéazan statisticky vyznamny
rozdil mezi mnozstvim spermii se silnym signalem protilatky proti proteinu AWN, slabym
signalem protilatky proti proteinu AWN a bez signalu protilatky proti proteinu AWN ve
vzorcich kryokonzervovanych a nativnich hieb¢ich spermii.

Ovsem 1 pfes to, Ze nebyl potvrzen statisticky rozdil v zastoupeni jednotlivych
kategorii spermii, bylo zaznamenano vice spermii bez signalu protilatky proti proteinu AWN
v kryokonzervovanych vzorcich. Dalo by se tedy ptfedpokladat, Ze kryokonzervace muze
ovlivnit navazovani proteini na plazmatickou membranu spermii. Pfi mrazeni spermie
prochazi vyznamnou zménou teplot, pii které¢ je jejich plazmatickd membrana vyrazné
namahana a mize dojit k chladovému Soku (Drobnis et al. 1993). Dusledkem toho dochazi ke
zmeénam v lipidové dvojvrstvé, které nejsou pii ndsledném rozmraZeni plné navraceny do
ptuvodniho stavu (Holt & North 1984). Kromé¢ teploty na plazmatickou membranu pfi procesu
chlazeni i rozmazovani pusobi ménici se osmoticky tlak a mozné ledové krystalky vznikajici
uvniti buitky mohou membranu nevratné poskodit (Watson 2000). Dal$imi moznymi diivody
pro vysoké mnozstvi spermii bez navazaného proteinu AWN miiZze byt odstranéni semenné
plazmy pied zmrazovanim a nasledné nafedéni kryokonzerva¢nim fedidlem. Nicméné i
V ramci postupu piipravy nativnich davek je SP ihned po odbéru odstranéna, rozdil je tedy
primarn¢ v pouziti fedidla. V ramci fedidel muze napiiklad negativné pisobit na spermie
pouzité mnozstvi kryoprotektantu glycerolu. Stejné tak mohou vyvolat poSkozeni sily
pisobici na spermie pfi centrifugaci (Amann & Pickett 1987). Vzhledem k faktortim, které na
spermie pusobi béhem celého procesu vyroby kryokonzervované inseminaéni davky, by se
dalo predpokladat, ze v kryokonzervovanych vzorcich bude navazdno na spermiich méné
proteinu nez u nativnich vzorkl. Také je zde otazka zda pifi kryokonzervaci nedochazi
k poskozeni samotnych proteind, pfipadné poruseni vazby mezi plazmatickou membranou
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spermii a CUB doménou proteinu. Pro potvrzeni, ¢i vyvraceni téchto teorii by bylo potieba
dalsich testl u vétsiho mnozstvi vzorka.

Dale byla pomoci imunofluorescenéni mikroskopie hodnocena ptitomnost protilatky
proti proteinu AWN a zaroven znaceny funkéni akrozom Vv sad¢€ nativnich vzorkt spermii. U
naSich vzorkil se vyskytovaly kategorie spermii se signalem protilatky proti proteinu AWN a
zaroven s funkénim akrozomem, spermie se signalem protilatky proti proteinu AWN a bez
funk¢éniho akrozomu a dale spermie bez signdlu protilatky proti proteinu AWN a bez
funkéniho akrozomu. Kategorie spermii bez signdlu protilatky proti proteinu AWN, ale
s funkénim akrozomem se v naSich vzorcich nevyskytovala. Dle statistické analyzy byla
prokédzana korelace mezi spermiemi s pozitivnim signalem protilatky proti AWN a signalem
akrozomu a spermiemi s pozitivnim signalem protilatky proti AWN a bez signalu akrozomu.
Z ¢ehoz vypliva, ze pokud je mnozstvi jedné kategorie vysoké, druha kategorie je umeérné
tomu niz§i. MnoZzstvi spermii bez akrozomu v ejakuldtu zdsadné ovlivni jeho oplozovaci
schopnost (Dam et al. 2007).

K poskozeni, ¢i ztraté akrozomu mulze dojit jiz béhem spermatogeneze, kde vznika
Z Golgiho aparatu pomérné slozitym zptisobem (Berruti & Palardi 2011). Je tedy mozné, ze
dojde k chybé pfi jeho tvorbé (Dam et al. 2007). Spermie také mohou pfijit o akrozom
spontanni predcasnou akrozomalni reakci, kterd mtize byt ovlivnéna naptiklad nepfitomnosti
stabilizacniho proteinu (Johnson et al. 2007).

Z ptitomnosti kategorie spermii se signalem protilatky proti proteinu AWN, ale
zaroven bez akrozomu vypliva, ze funkéni akrozom neni nutny pro navazani proteinu AWN
na spermie, coz souvisi s jeho lokalizaci v ekvatorialnim segmentu.

Pfedpokladany vyskyt proteinu AWN v hiebéi semenné plazmé byl v molekulové
vaze 14 kDa (Reiner et al. 1997). V této molekulové vaze byl protein pomoci imunodetekce
uspésné detekovan jak v semenné plazmé, tak v extraktech spermii, pochéazejicich z nativnich
vzorkd, i vzorkl, které prosly zmrazenim a naslednym rozmrazenim. Molekulova vaha
detekovaného proteinu byla ve vSech opakovanich stejna. OvSem ve vzorcich semenné
plazmy byly viditelna detekce proteinii v molekulové hmotnosti 50 kDa. Tato skupina by
mohla pfedstavovat agregované formy proteinu AWN, pfipadné jeho glykosylované verze.
Protein AWN se v agregované formé v kanc¢i SP vyskytuje ptirozené v 90 % (Jonakova et al.
2000). Ovsem jedna se pouze o predpoklad, pro potvrzeni by bylo potieba provést

elektroforetické déleni vzork( v nativnim stavu.

Pouze jednim opakovanim imunodetekce byla hodnocena sada kryokonzerovanych
vzorkli, kvili malému mnozstvi vzorkli ovSem neni mozné statistick¢é vyhodnoceni.
Okometricky je zvysledkd patrna zna¢na diference mezi jednotlivymi silami signald
detekované protilatky proti proteinu AWN. Jelikoz obecné je zna¢na cast hiebcu Spatné
mrazitelnych (20-50 %) vyskytuje se mezi hiebci vyrazna individualita ve fertilizaéni
schopnosti jejich mrazenych inseminaénich davek (Loomis 2001). Proces kryokonzervace, i
pres Setrnou manipulaci se spermiemi a precizni provedeni, zpisobuje nenavratné zmény
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plazmatické membrany. Naptiklad méni permeabilitu a lipidové prostiedi membrany, ale také
meéni funkce navéazanych proteini (Watson 2000).

Z vysledkti imunodetekce nativnich vzorki byl potvrzen vyskyt proteinu AWN jak na
spermiich hiebctli, tak v jejich semenné plazmé. OvSem v rdmci ani jedné skupiny nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi jedinci, nicméné je pro individualitu velky
predpoklad. V ramci vzorkd pouzitych v této praci je jista individualita patrna, ovSem pro
potvrzeni této teorie by bylo potieba vice vzorku a opakovani. Dala by se vy¢ist nepatrna
souvislost mezi mnozstvim navazaného proteinu AWN na spermiich a mnozstvim proteinu
AWN obsazeného v semenné plazmé. Vys$$i mnozstvi navazaného proteinu na hiebcéich
spermiich bylo spojeno s niz§im mnozstvim proteinu detekovaného v semenné plazmé dané¢ho
napiiklad schopnostmi proteinu AWN navazat se na plazmatickou membranu spermie,
poruchami plazmatické membrany, nebo také celkovym mnozstvim proteinu AWN
Vv ejakulatu u jednotlivych hiebcil.

Mnozstvi navazaného proteinu AWN na spermiich zavisi na jeho schopnosti rozpoznat
vazebné misto a na stupni glykosylace (Jonakova et al. 1998). Moznosti navazani proteinu
také ovlivituje schopnost vazby na heparin, ktery je pro vazbu nutny (Jonakova et al. 2000).
Vazebné schopnosti proteinu AWN jsou tedy castecné ovlivnény latkami, se kterymi se
protein setkava pii a po ejakulaci. Niz$i procento spermii s navazanym proteinem AWN muze
byt tedy i z divodu nedostatku funkéniho heparinu, ktery je pro navazani nutny. Schopnost
plazmatické membrany vézat proteiny mize byt ovlivnéna mnoha zplsoby. Pro proteiny je
dialezitd struktura, fluidita a modulace membrany. Fluiditu plazmatické membrany zasadné
ovliviiuje mnozstvi cholesterolu v ni obsazené, ale také mohou mit vliv vnéjsi faktory jako
vykyvy teplot (Amann & Graham 2011), tfepani a centrifugace, zmény osmotického tlaku a
dalsi procesy v pribéhu manipulace (Watson 2000).

V z4dném z nami hodnocenych vzorkili hifeb¢ich spermii nebylo mnozstvi navazaného
proteinu AWN nulové. Dle Ekhlasi-Hundrieser et al. (2002) je pravdépodobné, Ze je nutné
urcité mnozstvi navazaného tohoto proteinu pro primarni vazbu spermii na oocyt. Stejné tak
mize byt protein AWN na spermiich receptorem pro zona pellucida (Caballero et al. 2008).
Dalo by se tedy vyvozovat, ze protein AWN se také u hiebcii ucastni primarni vazby. U kanct
je protein AWN zapojen také do kapacitace spermii a do procesu fertilizace u prasat
(Jonakova et al. 2000). Ovsem odlisna lokalizace proteinu AWN u hiebéich spermii
Vv ekvatoridlnim segmentu miiZe napovidat o jeho zcela jiné funkci, a to béhem vazby a fuze
s oolemou oocytu (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2002).

Jak jiz bylo zminéno, byla v této praci zaznamenana jista souvislost mezi mnozstvim
navazaného proteinu AWN na spermiich a jeho mnozstvi v semenné plazmé. Coz by mohlo
mimo vazebné schopnosti proteinu AWN ¢i plazmatické membrany ovlivnit i misto kontaktu
a navazani proteinu na spermie. V nasi praci bylo vyuzito hiebéiho ejakulatu, od kterého byla
ihned po odbéru odstranéna semenné plazma. Ovsem pii in Vivo oplozeni semennd plazma
zUstava se spermiemi, tim padem by mnozstvi navazaného proteinu mohlo byt odlisné pfi in
vivo a in vitro podminkach. Podle Topfer-Petersen et al. (2005) je mala cast proteinu na
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spermiich navazana jiz ve fazi spermatogonii, ale vEtsi ¢ast proteinu se na spermie navaze az
béhem ejakulace pii kontaktu se semennou plazmou. Ovsem dle Reiner et al. (1997) je protein
AWN na testikuldrnich spermiich detekovan v oblasti akrozomu a dalSim postupem
reproduk¢énim traktem se presouva do oblasti ekvatoridlniho segmentu, kde se nachazi jiz na
epididymalnich spermiich. Je otdzkou, zda by se mnozstvi navazaného proteinu, ¢i jeho
lokalizace ménily pti vySsi frekvenci odbéru hiebce, ptipadné jak dlouho se jesté protein
navazuje a reaguje se spermiemi v samic¢im reprodukénim traktu pfi in vivo oplozeni.
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7 Zavér

Cilem této prace byla detekce spermadhesinu AWN v ejakulatu hiebcli, pomoci
polyklonalni protilatky proti kan¢imu AWN. Detekce nami zvolenou protilatkou byla
uspesna, nami navrzena hypotéza byla tak potvrzena a zavéry prace jsou nasledujici:

o Protein AWN se na hieb¢ich spermiich vyskytuje v ekvatoridlnim segmentu hlavicky.

. Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvim navazaného proteinu mezi
kryokonzerovanymi a nativnimi vzorky hieb¢ich spermii.

o Byla odhalena korela¢ni zavislost mezi procentudlnim zastoupenim spermii
S navazanym proteinem AWN a zaroven funkénim akrozomem a procentem spermii
S navazanym proteinem AWN bez funkéniho akrozomu.

o Navazani proteinu AWN na hieb¢ich spermiich nebylo ovlivnéno piitomnosti, resp.
nepiitomnosti akrozomu.

° Protein AWN ma u hiebcti molekulovou vahu 14 kDa.

o Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi proteinu AWN Vv extraktech
spermii v rdmci jednotlivych hiebct.

o Nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi proteinu AWN Vv semenné
plazmé jednotlivych hiebct.

o U konkrétnich vzorkli jednotlivych hiebcli byl patrny vztah mezi mnoZstvim
navazaného proteinu AWN na spermiich a mnozstvi volného proteinu AWN v semenné
plazmé.
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