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Zmény v podilu sialovych kyselin v glykoproteinech
spermii v pribéhu in vitro kapacitace

Souhrn

Glykokalyx sav¢i spermie obsahuje sialové kyseliny. Sialova kyselina je sacharid, ktery
ma v reprodukci mnoho dilezitych funkci. Mira sializace je pro zralou spermii zasadni.
Sializace buné¢ného povrchu chrani spermii pied jejim rozpoznanim a odstranénim imunitnim
systémem uvnitf téla samice. Zaroven spermii udava negativni naboj, ktery vyrazné ovliviiuje
jeji strukturalni vlastnosti. Sialové kyseliny maji vliv na motilitu spermii, mohou napomahat
spermiim prochazet skrz cervikalni mukus nebo se vazat na epitel oviduktu a tvofit oviduktalni
rezervoar spermii. Mira sializace u nékterych druhti hraje roli pfi rozpoznani a vazb¢ na zona
pellucida oocytu. Mnozstvi sialovych kyselin na povrchu spermie se v pribéhu zivota spermie
meéni. Desializace povrchu spermie po kapacitaci byla potvrzena u nékolika sav¢ich druht.

Cilem této diplomové prace bylo lokalizovat a detekovat sialoglykoproteiny na kancich
spermiich pied a po in vitro kapacitaci pomoci lektint MAA, SNA, WGA a protilatek proti
sialové kyseliné. Pomoci nepiimé fluorescen¢ni mikroskopie jsme pozorovali zmény na
apikalni a hlavni ¢asti akrozomu, postakrozomalni oblasti hlavicky a na bi¢iku spermii.
Nejvyraznéjsi zmény jsme detekovali na bic¢iku, kde byl po kapacitaci signifikantni pokles
signalu vazby lektinu MAA a pokles vazby lektinu SNA v suspenzi. Na akrozomu byl u vazby
lektini MAA a SNA detekovan mirny nartst poctu spermii se signalem pouze Vv apikalni ¢asti
akrozomu. U lektinu WGA byl naopak pozorovan velmi maly pokles po¢tu spermii se signalem
pouze v apikalni ¢asti akrozomu. Zmény byly detekovany i Vv postakrozomalni oblasti na
spermiich v suspenzi, kde byl u lektinu SNA pozorovan 23% nartist ve vazbé na spermie po
kapacitaci, kdezto u vazby lektinu WGA byl pozorovan naopak 68% pokles. Pomoci metody
Western blot se nam podaftilo detekovat sialoglykoproteiny v celkovych a povrchovych
proteinovych extraktech spermii. Signifikantni pokles v mnozstvi sialoglykoproteind po
kapacitaci na tfetinu své pivodni hodnoty byl objeven u vazby lektind MAA a SNA. Pomoci
protilatky proti sialové kyselin¢ jsme detekovali dva sialoglykoproteiny o podobné velikosti,
u kterych jsme pozorovali pokles v mnozstvi po kapacitaci. Pomoci lektint MAA, SNA a WGA
jsme detekovali rizné sialoglykoproteiny, u kterych jsme, az na jeden protein vazany lektinem
WGA, pozorovali pokles v mnozstvi po kapacitaci znacici odstranéni sialovych kyselin nebo
samotnych proteintll ze spermii.

Nase vysledky potvrzuji, ze po in vitro kapacitaci dochazi k desializaci povrchu kanci
spermie. Detekce sialové kyseliny zejména na bi¢iku spermie by tak mohla slouzit jako vhodny
marker pro hodnoceni kapacitace u kance. Vysledky nasich experimentti dale poukazuji na
moznou redistribuci sialoglykoproteinii na akrozomu kanc¢ich spermiich po kapacitaci pro
naslednou vazbu na zona pellucida oocytu.

Klic¢ova slova: glykoproteiny, lektiny, kapacitace, sialova kyselina



Changes in the portion of sialic acids in glycoproteins of
spermatozoa during in vitro capacitation

Summary

Mammalian sperm glycocalyx contains sialic acids. Sialic acid is a carbohydrate that has
many important functions in reproduction. The level of sialylation is crucial for mature
spermatozoa. Cell surface sialylation protects spermatozoa from its recognition and removal by
the immune system within the female body. At the same time, sialic acid gives sperm a negative
charge, which significantly affects its structural properties. Sialic acids affect sperm motility,
can help sperm to pass through the cervical mucus, or to bind to the oviduct epithelium and
form sperm oviductal reservoir. The level of sialylation in some species plays a role in the
recognition and binding to the oocyte’s zona pellucida. The number of sialic acids on the sperm
surface changes over the life of the sperm. Desialylation of the sperm surface after capacitation
has been confirmed in several mammalian species.

The aim of this diploma thesis was to localize and detect sialoglycoproteins on boar
spermatozoa before and after in vitro capacitation using MAA, SNA, WGA lectins and sialic
acid antibodies. Using indirect fluorescence microscopy, we observed changes in the apical
region and anterior part of the acrosome, the post-acrosomal region of the head, and the tail of
the sperm. We detected the most significant changes in the sperm tail. After capacitation, there
was a significant decrease in the MAA lectin binding signal and a decrease in the SNA lectin
binding signal in suspension. On the acrosome, a slight increase in sperm count with a signal
was detected only in the apical part of the acrosome during the binding of MAA and SNA
lectins. In contrast, WGA lectin showed a very small decrease in sperm count with a signal only
in the apical part of the acrosome. Changes were also detected in the post-acrosomal region of
sperm in suspension, where a 23% increase in the binding signal was observed for SNA on
sperm after capacitation, while a 68% decrease was observed for WGA lectin binding. Using
Western blotting, we were able to detect sialoglycoproteins in total and surface protein sperm
extracts. A significant decrease in the number of sialoglycoproteins after capacitation to one-
third of its original value was found in MAA and SNA lectin binding. Using a sialic acid
antibody, we detected two sialoglycoproteins of similar size, in which we observed a decrease
in the amount after capacitation. Using the MAA, SNA, and WGA lectins, we detected various
sialoglycoproteins. Except for one WGA lectin-bound protein, we always detected a decrease
in the amount after capacitation, indicating the removal of sialic acids or the proteins themselves
from spermatozoa.

Our results confirm desialylation of the boar sperm surface after in vitro capacitation. The
detection of sialic acid, especially on the tail of sperm, could thus serve as a marker for the
evaluation of capacitation in boars. The results of our experiments further indicate a possible
redistribution of sialoglycoproteins on the boar sperm acrosome after capacitation for
subsequent binding to the oocyte’s zona pellucida.

Keywords: glycoproteins, lectins, capacitation, sialic acid
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1 Uvod

Povrch sav¢i spermie je pokryt silnou vrstvou sacharidovych struktur zvanou glykokalyx,
ktera dava spermii mnoho dilezitych vlastnosti (Schréter et al. 1999). Glykokalyx si lze
predstavit jako ,,molekularni prales®, ve kterém se peptidové kostry rozrustaji a vétvi pomoci
navazanych sacharidovych fetézct (Tecle & Gagneux 2015). Je znamo, ze povrchové
glykoproteiny spermie jsou syntetizovany ve varleti. Po opusténi varlete a umléeni transla¢ni
aktivity spermie jsou povrchové slozky nadale upravovany, nahrazovany a odstranovany
(Schroter et al. 1999). K vyznamnym modifikacim této vrstvy dochazi pfi zrani spermie uvnitt
samciho reprodukéniho traktu a nasledné béhem ejakulace a kapacitace uvnitt téla samice. Tyto
upravy vyrazné¢ ovliviiuji vlastnosti spermie. Glykokalyx se obecné uplatiiuje hlavné pii
ochran¢ spermie pred sami¢im imunitnim systémem a pii molekuldrnim rozpoznavani gamet
(Tecle & Gagneux 2015). Uroveti glykosylace povrchu spermie vyznamnym zpiisobem souvisi
se schopnosti spermie oplodnit vajicko (Schroter et al. 1999).

Je znamo, Ze glykokalyx sav¢i spermie je bohaty na sialové kyseliny — sacharidy kyselé
povahy, které maji v zivoté spermie mnoho dilezitych funkci. Tou hlavni funkci je ochrana
spermie pied imunitni odpovédi samice, které spermie musi Celit, jakmile se dostane do
sami¢iho reprodukéniho traktu (Toshimori et al. 1991). Dale je uvadéno, ze riznymi zpisoby
ovliviiuji motilitu (van Vuuren et al. 1992; Lassalle & Testart 1994; Fernandez-Fuertes et al.
2018) a pomahaji spermii migrovat skrz cervikalni mukus a vazat se na fasnatou vystelku
epitelu oviduktu (Tollner et al. 2008a; Tollner et al. 2008b). Po kapacitaci dochazi u mnoha
sav¢ich druht k desializaci povrchu spermie (Ma et al. 2012; Wang et al. 2018). Tato uprava
patrné hraje u n€kterych druhti klicovou roli pfi ndsledném rozpoznani a vazb& spermie na zona
pellucida vajicka (Lassalle & Testart 1994; Velasquez et al. 2007; Fernandez-Fuertes et al.
2018). Piesné molekularni mechanismy zapojeni sialovych kyselin do reprodukénich procest
nicméné nejsou dosud popsany.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Tato prace vychazi z hypotézy, ze mira sializace kanci spermie klesa v prubéhu in vitro

kapacitace.

Cilem préce je:

1) lokalizace sialovych kyselin v glykoproteinech spermii kance pied a po in vitro
kapacitaci pomoci nepiimé fluorescencni mikroskopie pomoci vybranych lektint a
protilatek;

2) detekce sialoglykoproteind spermii kance pied a po in vitro kapacitaci v celkovych a
povrchovych extraktech spermii pomoci vybranych lektinti a protilatek.



3 Literarni reSerse

3.1 Vyvej a morfologie spermie

Spermie se vyvijeji v semenotvornych kandlcich varlat a jsou vysledkem procesu
zvan¢ho spermatogeneze, ktery se skladd ze tfi hlavnich fazi: mitézy, meidzy
a spermiohistogeneze. Béhem mitotické faze se zdrode¢né bunky nékolikrat d€li a vytvaii tak
populaci spermatogonii. Nasledné vznikaji diploidni primarni spermatocyty (Toshimori &
Eddy 2015). Pti meiotické fazi dochazi k redukci chromozomti na haploidni pocet. Pii prvnim
meiotickém déleni se méni primérni spermatocyty na sekundarni, které po druhém meiotickém
déleni davaji vznik spermatidam (de Kretser et al. 1998). Spermiohistogeneze je proces, pii
kterém se kulatd spermatida pfeméni na vysoce specializovanou spermii, ktera je po
epididymalni maturaci schopna pohybu a po kapacitaci i oplozeni. Dochézi pfi ni k formovani
akrozomu, kondenzaci jadra, tvorbé bi¢iku a vylouceni piebytecné cytoplazmy (Toshimori &
Eddy 2015). Pii spermatogenezi soucasné dochazi k syntéze glykoproteinového obalu spermie
(Tecle & Gagneux 2015). Schématické shrnuti procesu spermatogeneze je uvedeno na Obr. 1.
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Obr. 1. Spermatogeneze U savcii. A — spermatogeneze probihda v semenotvornych kandlcich varlat,
B — priirez semenotvornym kandalkem, C— zdarodecné bunky (spermatogonie) se diferencuji na primadrni
a poté na sekundarni spermatocyty, spermatidy a spermie, Sertoliho buisiky pritom poskytuji vhodné
prostiedi pro spermatogenezi, D — schéma meiozy I a II, E — porovndni miry genové exprese a tvorby
glykokalyxu béhem vyvoje a zrani spermie dle casové osy obrazkii C a D. Prevzato a upraveno podle
Tecle & Gagneux (2015).

Spermie je pokrytd plazmatickou membranou. Mezi hlavni ¢asti spermie patii hlavicka
a bicik, které¢ jsou spojené krckem. Hlavicka obsahuje jadro, akrozom a malé mnozstvi
cytoplazmy s cytoskeletalnimi strukturami. Jadro obsahuje vysoce kondenzovany chromatin
(Toshimori & Eddy 2015). Jaderné proteiny spermie, histony, jsou pii spermatogenezi
nahrazovany protaminy. Jadro je pokryto zmenSenym jadernym obalem, ze kterého byly béhem
vyvoje odstranény pory. Tvar jadra udrzuje perinuklearni théka, pevny obal nékdy popisovany



jako perinuklearni matrix (Sutovsky & Manandhar 2006). Jadro je vpiedu prekryté akrozomem
— cytoplazmatickym vackem obalenym membranou s hydrolytickymi enzymy a dalSimi
molekulami nezbytnymi pro oplozeni. Akrozomalni obsah uzavira vnitini a vnéjsi akrozomalni
membrana. Hlavicku savei spermie je mozné de€lit na akrozomalni oblast a postakrozomalni
oblast. Plazmatickd membrana akrozomu je dale rozd€lena na apikalni Cast, hlavni Cést
a ekvatorialni segment. Velikost téchto oblasti se lisi podle tvaru spermie. Plazmaticka
membrana postakrozomalni oblasti pokryva pasmo mezi spodnim okrajem akrozomu a krckem
(Toshimori & Eddy 2015).

Bicik spermie je tvofen stfedni, hlavni a koncovou c¢asti. Bicik obsahuje komplex
mikrotubuld tvofici axonemu (Toshimori & Eddy 2015). Axonema se tahne celym bic¢ikem,
obsahuje 2 centrdlni tubuly obklopené 9 mikrotubularnimi dublety, které jsou spojené
dyneinovymi raminky. Kréek savct (kromé hlodavcit) obsahuje proximalni centriolu. Axonema
je ve stiedni ¢asti bi¢iku pokryta hustou Sroubovici mitochondrii, které generuji energii pro
pohyb spermie (Sutovsky & Manandhar 2006). Axonemu obklopuji cytoskeletalni struktury
zvané vngj$i hustd vldkna vedouci od kré¢ku po hlavni ¢ast biciku. VéEtsinu biciku tvoii hlavni
¢ast s jemnymi vlakny obalujici vnéjsi husta vlakna a axonemu. Stfedni ¢ast od hlavni ¢asti
oddéluje cytoskeletalni prstenec — annulus (Toshimori & Eddy 2015). Schématicky nakres
kan¢i spermie s popisky k vybranym strukturam je zobrazen na Obr. 2.
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Obr. 2. Schématicky nakres kanci spermie. A — priifez spermii: 1 — plazmatickd membrana, 2 — vnéjsi
akrozomalni membrana, 3 — akrozomalni matrix, 4 — vnitrni akrozomalni membrana, 5 — jaderny obal,
6 — jadro, 7 — kréek, 8 — mitochondrie, 9 - stredni Ccdst biciku, 10 — annulus,
11 — jemna vldkna tvorici pochvu, 12 — axonema a vnéjsi husta viakna, B — povrch hlavicky a stredni
casti biciku spermie: 13 — apikalni ¢ast akrozomu, 14 — hlavni édst akrozomu, 15 — ekvatorialni segment
akrozomu, 16 — postakrozomalni oblast. Prevzato a upraveno podle Gadella et al. (2008).



3.2 Glykoproteinovy obal spermie

Vsechny bunky jsou pokryté obalem zvanym glykokalyx, hustou vrstvou glykanda,
oligosacharidli a polysacharidi pfipojenych k proteinim a lipidim plazmatické membrany.
Glykokalyx spermie je 20-60 nm silny (Bonet et al. 2013) a bohaty na sialové kyseliny (Schroter
et al. 1999). Cukerné zbytky mohou byt bud’ zakotvené do lipidové dvojvrstvy anebo
kovalentné pfipojeny na povrch membrany pies polarni skupiny molekul (proteint a lipida) ¢i
pres hydrofobni interakce (Obr. 3) (Schréter et al. 1999). Glykosylace spermie tvofi
sacharidovou signaturu a zvySuje specifitu interakce gamet. Mezi druhy se velmi rtizni (Dell et
al. 1999). Zraly glykokalyx tvofi ochrannou bariéru proti prostfedi v sami¢im reproduk¢énim
traktu, mezibunéény komunikacni kanal pro spermie a ma diileZitou roli pfi rozpoznavéani gamet
(Schroter et al. 1999; Diekman 2003).
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Obr. 3. Hlavni skupiny glykanii a glykokonjugdtii na spermii. Prevzato od Tecle & Gagneux (2015).

Nékteré¢ glykoproteiny ¢i glykolipidy, které jsou soucéasti plazmatické membrany
spermie, mohou byt syntetizované ve varlatech, jiné jsou produkovany vyvodnymi kanalky,
epitelem nadvarlat nebo piidatnymi pohlavnimi Zldzami. Na povrch butiky jsou inkorporovany
behem post-testikularni maturace. Dal$i reorganizace nastava v reprodukénim traktu samice,
kde dochazi k odstranéni glykoproteint, kterym fikdme dekapacitacni faktory. Také délozni
a oviduktalni sekrety upravuji povrch spermie, coz vede k in vivo kapacitaci. Povrchové
glykoproteiny na spermii se mohou vazat na fasnatou vystelku epitelovych bunék oviduktu
a vytvaret tak oviduktalni rezervoar spermii nebo se zapojuji do rozpoznani a vazby spermie na
glykoproteinovou vrstvu oocytu — zona pellucida (ZP). Dale se také podili na tvorbé vazby
s plazmatickou membranou oocytu pii samotném oplozeni (Brewis & Gadella 2009).
Schématicky souhrn funkci glykokalyxu spermie je zobrazen na Obr. 4.
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Obr. 4. Funkce glykokalyxu spermie. A — Shalovani glykosylovanych proteinii béhem spermatogeneze,
B — Modifikace glykanii v epididymu, C — Priddvani soucasti semenné plazmy na glykokalyx a udrzeni
spermie v nekapacitovaném stavu s neporusenym akrozomem, D — Potieba urcitych glykoproteinii pro
priichod spermie skrz cervikalni mukus, E — Sacharidové struktury chranici spermii pred imunitnim
systemem samice a pomahajici spermii prezit v deloze, F — Priichod uterotubalnim spojem umozneny
glykosylaci proteinii spermie, G — Tvorba oviduktalniho rezervodaru vazbou na epitel pomoci
sacharidovych struktur, H — Ztrata glykani, glykoproteinii a cholesterolu béhem kapacitace,
| — Odhaleni maskovanych funkcnich molekul na povrchu spermie diky ztraté glykanii a glykokonjugatii
umoznuje interakci gamet. Prevzato od Tecle & Gagneux (2015).



3.3 Epididymalni maturace

Jakmile spermie opusti varle, neni jeste schopna progresivniho pohybu ani oplozeni. Aby
tyto schopnosti ziskala, musi projit procesem epididymalni maturace v nadvarleti samce
a procesem kapacitace v reproduk¢nim traktu samice (Gervasi & Visconti 2017). S tim, jak
spermie postupné prochazi nadvarletem, stoupa jeji fertilizaéni schopnost (Robaire & Hinton
2015). Soucasti tohoto procesu jsou ¢etné biochemické a fyziologické zmény, které zahrnuji
inkorporaci novych molekul produkovanymi epitelem nadvarlete a post-translacni modifikace
proteinli syntetizovanych béhem spermatogeneze uvnitf buiiky, nebot' spermie jiz nejsou
schopny si vyrobit vlastni proteiny (Gervasi & Visconti 2017). Do post-translacnich modifikaci
patii 1 pfidavani nebo odebirdni fosfatovych skupin u proteinti. Reverzibilni proteinova
fosforylace hraje klicovou roli v mnoha molekularnich procesech (Baker et al. 2012).
Epididymis prasete je segmentovany organ a déli se na tii ¢asti — caput, corpus a cauda. Kazda
z téchto ¢asti vykazuje rozdilnou genovou expresi (Gervasi & Visconti 2017). Jak uz bylo
uvedeno, troven motility spermie se pii epididymalni maturaci vyrazné¢ méni. Testikularni
spermie jsou bud’ nepohyblivé, nebo pouze slabé cukaji bi¢ikem. Spermie z caput epididymis
se pohybuji v kruhu a spermie z cauda uz se pohybuji progresivné vpired (Robaire & Hinton
2015). Béhem maturace také dochazi k migraci cytoplazmatické kapky z kréku na annulus.
Jestli pfi ejakulaci dojde ke ztrate této kapky, zalezi na druhu. Také stale neni jasné, jestli ma
zadrzeni cytoplazmatické kapky na zralé spermii n&jaky funkéni vyznam (Cooper 2011).

Béhem prichodu epididymem se také meéni obsah proteinového, sacharidového
a lipidového obsahu spermie. Prenos proteinli a dalSich molekul na spermii zajistuji hlavné
epididymozomy — extracelularni vezikuly produkované tkani epididymu. Na spermii je
prenaSeno mnoho proteinl, které ovliviiuji motilitu, akrozomalni reakci nebo oplozeni
(Sullivan & Saez 2013). Zaroven zménou prochazi i sacharidy a lipidy v plazmatické
membrané. Dochazi k jejich pfidani, odebrani nebo modifikaci (Saez et al. 2011).

3.4 Kapacitace

Biologicka cesta spermii k oocytu zacind ejakulaci. Spermie jsou nuceny se pied
imunitnim systémem samice maskovat, aby nedoslo k jejich zni¢eni. V momentu ejakulace
spermie vykazuji vysokou uroven progresivni motility, ale jinak nejsou schopné rozpoznani
a oplozeni oocytu. Jakmile dosahnou isthmu oviduktu, dojde ke kontaktu spermii s epitelem
oviduktu, navazi se na néj a vytvoii tzv. oviduktalni rezervoar (Aitken & Nixon 2013). Vazba
spermie na epitel prodluzuje jejich dobu preziti (Gwathmey 2006). Nasledné dochazi ke sledu
postupnych a koordinovanych matura¢nich zmén spermie v pohlavnim traktu samice, ktery
oznacujeme jako kapacitaci. Zajimavé je, ze d¢loha a vejcovody pfi tom plisobi synergicky,
nebot’ spermie, které nejdiive projdou délohou a ndsledné dosdhnou vejcovodii kapacituji kratsi
dobu, nez spermie pifimo vlozené do vejcovodi (Hunter & Rodriguez-Martinez 2004). Pti
kapacitaci dochazi k sérii molekuldrnich modifikaci na povrchu i1 uvniti spermii, dokud nejsou
ptipravené k oplozeni a dostanou signal k uvolnéni z rezervoaru. Nasledné pokracuji na své
cesté k oocytu (Aitken & Nixon 2013). Proces kapacitace je shrnut na Obr. 5.



vazba spermie na ovidukt interakce gamet

Obr. 5. Shranuti procesu kapacitace. Spermie je zachycena v isthmickém regionu oviduktu a navizana
na epitel pomoci sacharidovych struktur. Kdyz se blizi ovulace, je zapocata kapacitace. Spermie se
uvolnuje a plave sméerem k oocytu a dokoncuje proces kapacitace. Kapacitovand spermie ndsledné
rozpozndva oocyt. Prevzato od Topfer-Petersen et al. (2004).

Kapacitace zaujima relativné dlouhé ¢asové obdobi. Lisi se v zavislosti na savéim druhu
in vivo, od 1 hodiny u mysi az po 6 hodin u nékterych primati. Ve vSech ptipadech ale musi
spermie zustat po delsi dobu uvniti sami¢iho reprodukéniho traktu (Florman & Fissore 2015).
Pojmem kapacitace se obvykle rozumi pifeména charakteru a vlastnosti spermie az béhem jejiho
pobytu v samic¢im reprodukénim traktu, nicméné je mozné, ze kapacitace ve skutecnosti zac¢ina
behem ejakulace, jakmile je spermie vystavena semindlni tekutin€. Celkovy vyznam navozeni
kapacitace seminalni plazmou neni zcela jasny a riizni se podle druhu savce (Caballero et al.
2012). Pti kapacitaci dochazi ke zménam na plazmatické membrané a povrchu bunky, napiiklad
desorpci — uvoliovani nekovalentné uchycenych proteind, redistribuci — pterozdéleni proteinti
plazmatické membrany, difizi lipidl, reorganizaci membranovych domén, zméndm
Vv rozmisténi fosfolipidii plazmatické membrany, vyrazné hyperpolarizaci (posun do zapornych
hodnot membranového napéti) membranového potencialu a ztraté membranového cholesterolu.
Déle dochazi ke zvySeni fosforylace proteinti, zméndm hodnot pH, koncentraci intracelularniho
vapniku a jinych iontii. K tomuto rozsahlému pteprogramovani dochdzi jak v hlavicce, tak
v bic¢iku spermie (Florman & Fissore 2015). Béhem kapacitace dochazi k hyperaktivaci motility
spermie (Yanagimachi 1970). Aktivovana spermie Se po ejakulaci pohybuje pomoci témet
symetrickych ohybu bi¢iku (Ho et al. 2002). Hyperaktivovana spermie ma zvysenou amplitudu
ohybu biciku, 1 kdyZ vétSinou pouze jen na jedné strané, coz zplsobuje asymetricky ohyb
(Suarez 2008). Hyperaktivace bi¢iku se spousti zvysenim Ca?* iontii v bi¢iku (Xia et al. 2007).
Hyperaktivni pohyb je nezbytny pro oplozeni, nebot’ zajist'uje pruchod ZP oocytu (Quill et al.
2003). S velkou pravdépodobnosti také pomaha spermiim pierusit vazbu s epitelem oviduktu
a opustit oviduktalni rezervoar. Také nejspiSe zjednodusuje pruchod skrz mukus v oviduktu
nebo vrstvu folikularnich bunék cumulus oophorus (Jansen 1980; Suarez & Ho 2003).



3.5 Sialova kyselina

Tato kapitola je vénovana cukrim kyselé povahy zvanym sialové kyseliny a jejich
biologické roli v organismu se zaméfenim na reprodukci. Sialova kyselina je skupinové
oznaCeni pro derivaty neuraminové kyseliny (Schauer 1982). Tvofi rozmanitou rodinu
monosacharidl, typicky navazanych na konce sacharidovych fetézcti glykoproteina
a glykolipidi (Ledeen & Yu 1976). Sialové kyseliny se hojné vyskytuji na sav¢ich bunéénych
povrsich a v sekretech. Je znamo, ze sialoglykany reguluji strukturu, stabilitu, transport a funkci
glykoproteint a glykolipidu (Biill et al. 2014). Vzhledem K jejich umisténi a velkému poctu
mohou sialové kyseliny zprostfedkovavat a/nebo modulovat Sirokou Skélu fyziologickych
i patologickych procestt (Varki et al. 2017). Jsou dilezitymi regulatory bunéénych
a molekularnich interakci, v nichZ maji dvoji funkci. Mohou bud’ maskovat rozpoznavaci misto
a fungovat jako molekularni mimikry usnadiiujici uniknuti pfed imunitnim systémem (Varki
2008) nebo slouzit jako epitop (Kelm & Schauer 1997). Jejich negativni naboj a hydrofilni
povaha jim udava mnoho roli. Pfestoze v ptirod¢ existuje ptes padesat riznych forem sialovych
kyselin, N-acetylneuraminova kyselina (NeuSAc), ktera je zobrazena na Obr. 6 a jeji derivat
N-glykolylneuraminova kyselina (Neu5Gc) jsou dvé nejcastéjsi savéi sialové kyseliny (Varki
et al. 2017).

(a)

OH
HO

N-acetylneuraminova kyselina (Neu5Ac) neboli sialova kyselina

Obr. 6. Struktura sialové kyseliny, Neu5Ac. (a) — schématicky chemicky model, (b) — barevny
stereograficky model, Seda — uhlik, cervena — kyslik, modra — dusik, bila — vodik. Prevzato a upraveno
podle Hernandez-Arteaga et al. (2017).

3.5.1 Biologicka role sialové kyseliny

Sialoglykany vdzané na membranu poskytuji povrchu buiiky aniontovy neboli negativni
naboj (Jeanloz & Codington 1976), ktery funguje jako bariéra a reguluje funkce povrchu bunky
(Varki et al. 2017). Odpudivé elektrostatické sily ovlivituji konformaci makromolekul
a bunécnych membran, zvysuji viskozitu glykoproteinti (Ahmad & McPhie 1980) a u nékterych
typt bun¢k zabranuji agregaci (Schauer 1982). Dale se podileji na pevnosti bunééného povrchu
(Crook 1993). Sialové kyseliny tak zptsobuji vysoky stupen viskozity mnohych mukdznich
sekret naptiklad v dychacim, travicim nebo urogenitalnim traktu (Devine & McKenzie 1992).
Muciny obsahujici sialové kyseliny fungujici jako hydratacni a ochranna bariéra na povrchu
tkani, které jsou v kontaktu s okolnim prosttedim (Bansil et al. 1995). Zaroven jsou ale také
zakladni jednotkou rozpoznéavacich molekul a jejich role se méni podle typu bunky, tkdné
adruhu (Varki et al. 2017). Sialova kyselina u obratlovci muize slouzit jako biologicka
kamuflaz, zamezuje totiZ rozpoznani glykant skrytych pod nimi. Skupinu siglektt (sialovou



kyselinu vazajicich lektini imunoglobulinové povahy), které 1ze najit na vét$in€ bilych krvinek
imunitniho systému, hraji kritickou roli v bunééné signalizaci imunitni odpovédi. Pomahaji
imunitnimu systému rozpoznavat rozdil mezi vlastnimi a nevlastnimi molekulami (Duan &
Paulson 2020). Dulezitou funkci maji sialové kyseliny i v nervovém systému. V mozku
se nachazeji dve¢ skupiny sialoglykant — gangliosidy a polysialové kyseliny. Gangliosidy jsou
sialované glykosfingolipidy a jsou hlavnimi komponentami nervovych bunék. Polysialova
kyselina je nutna pro spravny vyvoj mozku (Schnaar et al. 2014).

Na druhou stranu, jelikoz je sialové kyselina na povrchu buiiky ¢etné zastoupend, neni
ptekvapenim, Ze si pocetné zvifeci patogeny vyvinuly mechanismy, jak na n¢ zacilit. Vysoce
specifické proteiny vazajici sialovou kyselinu byly nejprve objeveny praveé u patogent a jejich
toxind a jsou u nich $iroce rozsifené (Varki et al. 2017). Nejznamé;jsi je virus chiipky (Weis et
al. 1988), dale pak naptiklad bakterie Helicobacter pylori (Simon et al. 1997), paraziticky prvok
zpusobujici malarii Plasmodium falciparum (Reed et al. 2000) nebo i SARS-CoV-2 virus
zpusobujici onemocnéni Covid-19 (Baker et al. 2020). Nékteré bakterialni toxiny také cili na
sialoglykany, jako piiklad Ize uvést toxiny cholery (Vibrio cholearae) (Moustafa et al. 2004).
Pozoruhodna je role sialové kyseliny u rakovinovych bunék. Nadorové buiiky maji zvySenou
expresi sialové kyseliny na membranovych glykoproteinech a glykolipidech a také sekreci
sialovych kyselin uvniti tumoru (Biill et al. 2014). Hypersializace podporuje rust nadorovych
bunék a koreluje se Spatnou progndézou onemocnéni pacientd s rakovinou (Schneider et al.
2001; Varki et al. 2009).

3.5.1.1 Role v reprodukci

Sialové kyseliny maji v reprodukci saveli mnoho podstatnych funkci. Jak uz bylo
uvedeno, spermii savct obklopuje glykokalyx bohaty na sialové kyseliny, ktery ji dava dilezité
vlastnosti (Tecle & Gagneux 2015). Sialom (soubor sialovych kyselin uvnitf i na povrchu)
kazdé zralé spermie se sklada z desitek milionii sialovych kyselin. Koncové sialové kyseliny
jsou na spermie piidavany béhem prichodu rete testis nebo ductuli efferentes. Glykoproteiny
bohaté na sialové kyseliny jsou sekretovany a ptidavany na spermie i v epididymu (Calvo et al.
2000). U byka a berana je potvrzeno, ze sializace spermie roste s prichodem skrz nadvarle
(Holt 1980).

Hlavni funkei sialové kyseliny je ochrana spermie proti pisobeni samiciho imunitniho
systému. Spermie jsou V sami¢im reprodukénim traktu cizi buiiky, a proto musi celit riznym
vyzvam béhem jejich cesty k oplozeni. Latkova a buné¢nad imunitni odpovéd’ samice vede
K vyraznému snizeni poctu spermii hned po inseminaci, kdy je do dé€lohy vpusténo mnoho
leukocyt (Thompson et al. 1992). Celkova mira sialové kyseliny na sav¢i spermii pozitivné
koreluje s ochranou pred fagocytoézou leukocyty (Toshimori et al. 1991). Savéi leukocyty
produkuji lektiny vazajici sialovou kyselinu, které reguluji imunitu — siglekty (viz kap 3.5.1).
Vétsina siglektl mé inhibi¢ni efekt po navazani sialové kyseliny, jinymi slovy vede
k signalizaci zabranujici aktivaci imunitni odpovédi. Spravné =zapojeni siglektt je
pravdépodobné velice dulezité pro pieziti spermie. Nedostateény pocet sialovych kyselin na
povrchu znamena pro spermii zvysSené riziko odstranéni samiCim imunitnim systémem
(Crocker et al. 2007; Ma et al. 2016). Pritomnost sialovych kyselin na povrchu spermii totiz
slouzi jako maskovani antigennich skupin (Toshimori et al. 1988; Yudin et al. 2005).
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Déle je uvadéno, ze sialové kyseliny pomahaji spermii prochazet skrz cervikalni mukus
(Tollner et al. 2008b) a vazat se na oviduktalni epitel a vytvaret oviduktalni rezervoar (Tollner
et al. 2008a). Jeji nedostatek na spermii koreluje se subfertilitou a neschopnosti migrace
v reproduk¢énim traktu (Tollner et al. 2011; Fernandez-Fuertes et al. 2018). Tvrzeni, ze se
sialové kyseliny zapojuji do tvorby oviduktalniho rezervoaru bylo potvrzeno u vice savc¢ich
druhti v¢etné prasete, ale v téchto ptipadech byly naopak nalezeny na epitelu oviduktu (Cortés
et al. 2004; Kadirvel et al. 2012; Miller 2015). Naopak u né€kterych savcu negativné koreluji
se schopnosti spermie vazat se na ZP oocytu. U lidskych spermii, které byly inkubovany
s neuraminidazou (sialiddzou) doslo k trojnasobnému zvyseni poctu spermii, které dokdzaly
rozeznat ZP (Lassalle & Testart 1994). Podobné vysledky byly uvedeny i u byka (Fernandez-
Fuertes et al. 2018). Tento vysledek je nicméné v rozporu s poznatky u mysich kapacitovanych
spermii (Mus musculus), u kterych vysoké davky neuraminidazy znemoznily schopnost spermii
vazat a oplodnit vaji¢ko. Zajimavé je, Ze stejny pokus u Mus caroli na spermie nemél zadny
efekt (Lambert & Van Le 1984). Toto zjisténi potvrzuje, ze existuji velké vnitrodruhové
a mezidruhové rozdily v molekularnich mechanismech rozpoznani ZP spermii. Ozgur et al.
(1998) zjistili, Zze po oSetieni lidskych vaji¢ek neuraminidazou doslo také ke zvySeni poctu
spermii, které se navazaly na ZP. Soucasné¢ uvadéji, ze na ZP vedle sebe pravdépodobné
koexistuji vazebna mista pro sialovou kyselinu a vazebna mista, ktera jsou sialovou kyselinou
skryté a po odstépeni neuraminiddzou se odhali. Toto naznacuje, Ze na oocytu musi na
nékterych mistech dojit k redukei sialovych kyselin pro uspésnou vazbu na ZP, ale zaroven na
jinych mistech musi byt stale pfitomnd. U prasete je potvrzené, Ze ZP oocytu obsahuje rizné
pfipojené sialové kyseliny (Rath et al. 2005). Na hlavi¢ce lidskych, by¢ich a beranich spermii
navic byly nalezeny siglekty se schopnosti vazat sialovou kyselinu (Alkhodair et al. 2018).

Je prokazano, Ze pii kapacitaci u savcll dochazi ke ztraté sialovych kyselin na spermii
(Focarelli et al. 1995; Vazquez et al. 1996; Jiménez et al. 2003; Ma et al. 2012; Fernandez-
Fuertes et al. 2018). Ma et al. (2012) detekovali dvé sialidazy (Neul a Neu3) zapojujici se do
desializace spermie béhem kapacitace (Obr. 7).

Model desializace spermie
Sialové kyseliny maskuji funkci proteint dulezitych pro reprodukci

Samici reprodukéni trakt
kapacitace

¢ Sialova kyselina
! Gangliosid
" GPI zakotveny sialoglykoprotein

4 Neu1

@ Neu3
Membrénovy protein s
funkcemi ve fertilizaci

Signalizace odkrytymi
membranovymi proteiny

Obr. 7. Model desializace spermie béhem kapacitace. Neul a Neu3 jsou zodpovédné za odstranéni
terminalnich sialovych kyselin a nasledné jsou samy uvolneny. Gangliosidy a sialoglykoproteiny jsou
také uvolnény. Odkryté glykoproteiny se zapojuji do signalizace behem kapacitace. Prevzato a upraveno
podle Ma et al. (2012).
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Poukazuji na to, ze nedostatecnd mira sialiddz ma spojitost s nékterymi formami
idiopatické neplodnosti u muzii. Céaste¢na ztrata sialovych kyselin by mohla odkryt funkéni
skupiny a receptory pod nimi nutné pro navazani na ZP oocytu a podilet se na signalizaci
a reorganizaci membrany spermie (Ma et al. 2012). Napiiklad je mozné, Ze odkryva receptory
na lidské spermii, které umoziuji se navazat na sializovany ligand na ZP oocytu, jak popisuji
Pang et al. (2011). S timto tvrzenim souhlasi i Ma et al. (2016), kteti uvadéji, ze pro usp&sné
oplozeni se musi udrZet spravna rovnovaha mezi sializaci a desializaci spermie. Velasquez et
al. (2007) potvrzuji klicovou roli sialové kyseliny pii vazbé spermie na ZP u skotu. Dale navic
uvadéji, ze po oplozeni je neuraminiddza pravdépodobné uvolnovana kortikdlnimi granuly
a brani tak polyspermii. U skotu je nicméné po pridani neuraminidazy k oocytim s cumulus
oophorus soucasné popisovano snizeni Sance Uspé$ného oplozeni a nasledny zhorSeny vyvoj
embrya (Fernandez-Fuertes et al. 2018).

Mnozstvi sialové kyseliny je uvadéno v pozitivni (Lassalle & Testart 1994; Fernandez-
Fuertes et al. 2018) i negativni (van Vuuren et al. 1992; Ortiz et al. 2011) souvislosti s motilitou
a Vv pozitivni korelaci s morfologickymi vlastnostmi spermie u ¢lovéka (Gabriel et al. 1994).
Sialova kyselina nachazi své vyuZiti i v asistované reprodukci jako marker pro selekci spermii
na zakladé¢ tzv. zeta potencialu. Zeta potencial je naboj o velikosti -16 az -20 mV, ktery nese
zrala spermie a je lokalizovan na rozhrani membrany spermie a okoli (Chan et al. 2006; Zahedi
et al. 2013). Jak uz bylo zminéno v piedchozi kapitole, negativni naboj na spermii je zptisoben
hlavné sialovymi kyselinami navazanymi na povrchu spermie (Holt 1980). Zeta metoda je
neinvazivni metoda vyuzivajici tento jev pro selekci spermii snormdlni morfologii
a hyperaktivnim pohybem (Chan et al. 2006). Zeta potencial je mozné vyuzit i pro selekci
spermii na zaklad€ jejich pohlavniho chromozomu. Divodem je fakt, Ze spermie s X
chromozomem maji o 33 % véEtsi negativni naboj nez spermie s chromozomem Y (Ishijima et
al. 1991).

3.6 Detekce sialové kyseliny v glykoproteinech spermii pomoci lektinu

Glykoproteiny jsou strukturné komplexni molekuly sestavené z peptidové kostry
s jednim nebo vice kovalentné navdzanych sacharidovych fetézcl. V zavislosti na vazbé mezi
aminokyselinovym zbytkem a cukernou sloZzkou je 1ze rozd¢€lit na dva hlavni typy, N-vazané
glykany a O-vazané glykany. Zmény glykoproteinti na povrchu spermii byly popsany u riznych
druhti savcti béhem jejich vyvoje, maturace, kapacitace a akrozomalni reakce (Calvo et al.
2000). Presnéjsi popis téchto modifikaci by nam umoznil 1épe pochopit klicové procesy
fertilizace. Ke sledovani takovych zmén se Casto pouzivaji lektiny. Lektinova histochemie
dovoluje hodnotit expresi, distribuci a obménu glykokonjugati na membrané spermie (Vazquez
et al. 1996). Lektiny mizeme najit v mnoha organismech jako zprostiedkovatele biologickych
procest. Tvoii skupinu neimunitnich proteind nejen rostlinného plvodu schopnych
rozpoznavat a specificky vazat rizné sacharidové struktury (Vijayan & Chandra 1999). Jsou to
zpravidla multimerni molekuly obsahujici dvé a vice vazebnych mist pro jejich cukerny ligand
(Koehler 1981). Lisi se od imunoglobulind, které maji sacharidy jako substrat (Brooks 2017).
Lektiny se diky jejich schopnosti rozliSovat izomery cukrt, jejich vétveni, vazby a terminalni
retézce komplexnich glykanti, pouzivaji pro analyzu glykosylace bunéénych povrchii (véetné
spermii) a tkani po fadu let (Accogli et al. 2017). Pro sledovani zmén povrchovych sacharidi
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lze vyuzit lektiny spojené s fluorochromy nebo biotinovymi systémy (Lis & Sharon 1998).
Specifita lektinu je obvykle vyjadiena pomoci jednoduchého sacharidu, disacharidu nebo
trisacharidu, ktery nejefektivnéji inhibuje jeho vazbu, napiiklad lektin Maackia amurensis
(MAA) s vazbou/specifitou k a-2,3 vazané sialové kyseliné (Brooks 2017).

Specifita vybranych lektind rozpoznavajicich sialovou kyselinu je popsana v Tab. 1.

Tab. 1. Pivod a vazebnad specifita vybranych lektinii. Upraveno podle Calvo et al. (2000).

Lektin Zkratka | Vazebna specifita

Maackia amurensis aglutinin MAA | Sialova kyselina (vazana a-2,3)
Sambucus nigra aglutinin SNA | Sialova kyselina (vazana a-2,6)
Triticum vulgaris (Wheat germ) WGA | Sialova kyselina (multivalentni vazba)
aglutinin N-acetylglukosamin

Limax flavus aglutinin LFA Sialova kyselina (multivalentni vazba)

3.6.1 Zmény sialoglykoproteinii béhem epididymalni maturace

Jak jiz bylo uvedeno, sav¢i epididymis poskytuje patii¢né molekularni prostedi pro zrani
spermii. Takovy proces zahrnuje intracelularni a extracelularni zmény ve spermiich, véetné
pretvaieni plazmatické membrany a Upravy cukernych slozek povrchovych glykoproteint
(Tulsiani 2003, 2006). Povrchové proteiny béhem prichodu epididymem mizi, jsou upravovany
nebo jsou naopak nove pridavany. Tyto nové komponenty pochéazeji z epididymalnich sekreti.
Ptitomnost nebo naopak absence nékterych z téchto antigendi se Casto dava do souvislosti
s vlastnostmi spermie jako je rozpoznani nebo vazba na ZP a plazmatickou membranu oocytu.
Nicméné ptesné molekularni mechanismy, které zptisobuji maturaci u spermii, nebyly dodnes
s presnosti definovany (Dacheux et al. 2003).

Glykohydrolazy a glykosyltransferazy jsou enzymy obsazené ve vysokych koncentracich
v epididymalni tekuting, ktera obklopuje spermie, a jsou schopné upravovat jejich
povrchové glykoproteiny. Glykohydroldzy odstépuji cukerné zbytky z glykokonjugatu.
Glykosyltransferazy piidavaji cukerné zbytky na akceptorovou molekulu — glykoprotein nebo
glykolipid. Napiiklad v luminalni tékutin€ potkana byla v caput epididymis detekovana vysoka
aktivita sialyltransferaz, které zptisobuji navazani sialovych kyselin na povrch epididymalnich
spermii (Tulsiani et al. 1993).

Fakt, zZe n¢které luminalni glykoproteiny sekretované epitelem epididymu se vdZou na
spermie béhem priichodu epididymem, byly ovéfeny v mnoha studiich pomoci lektinti. Tato
skutecnost je diisledkem pfidavani novych glykoproteinti na povrch spermii a novych sacharida
pravé pomoci luminalnich glykosyltransferaz (Calvo et al. 2000). Naopak ztrata afinity pro
nektery z lektinit béhem prichodu epididymem na povrchu spermii mize byt bud’ maskovanim
terminalnich cukernych zbytki pfidanim jinych cukra glykosyltransferdzami nebo oddélenim
terminalniho cukerného zbytku glykohydrolazami (Tulsiani 2006).

Lektinli pouzivanych pfi studiich zmén na povrchu spermii je nespocet, dale budou
zminény jen lektiny svazbou na sialovou kyselinu. Lektin MAA (Maackia amurensis
aglutinin) rozpoznava sialovou kyselinu vazanou a2,3 na galaktozu N- a O-vazanych glykant.
V kanc¢im epitelu byly nalezeny MAA pozitivni buiiky ve vSech tfech ¢astech epididymu. Tento
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lektin neznacil testikularni spermie, ale vazal se také na spermie jak v caput, corpus, tak
I cauda. Vzhledem k témto informacim lze piedpokladat, Ze nejen u kanciho epididymu
dochazi k rozsahlé sialyzaci spermii ptisobenim lumindlnich sialotransferaz nebo zaclenénim
novych sialoglykoproteinti sekretovanych z bunék epitelu (Calvo et al. 2000). MAA znaci
Vv lidském epididymu buriky, které se podileji na sekreci, dale se vaze i v lumindlni tekutiné
epididymu (Arenas et al. 1998).

SNA lektin (Sambucus nigra aglutinin) také rozpoznava sialovou kyselinu, ale vazanou
a-2,6 na galaktézu N- a O-vazanych glykand. Tento lektin znacil u ¢lovéka bunky epididymu,
které se podileji na sekreci, ale v lumen nalezen nebyl. U kance znacil buiiky ve vSech tfech
¢astech epididymu a velmi slab¢ znacil spermie pouze v cauda epididymis (Calvo et al. 2000).

Tabulka (Obr. 8) souhrnné popisuje zmény vybranych lektinti béhem epididymalni
maturace u riznych druht savcu. Pokud se zaméfime na lektin WGA (Triticum vulgaris, Wheat
germ aglutinin), ktery rozpoznava N-acetylglukosamin (GlcNAc) a také sialovou kyselinu,
zjistime, ze u byka a opice byl pozorovan pokles v mnozstvi tohoto lektinu na spermii, kdezto
u kozla, mysi, berana, potkana a hiebce byl detekovan nartst vazby v priabéhu epididymalni
maturace. U kralika byl detekovan narist i pokles vazby WGA na krali¢i epididymalni spermie
diky odliSnym vysledkiim studii, které se touto problematikou zabyvaly.

Species Bull Goat Monkey Mouse Rabbit Ram Rat Stallion
Lectin Sugar residue Comparison of caput vs. cauda spermatozoa
Con A D-mannose ¢ t va a +b ND
p-glucose
SBA p-N-acetyl-galactosamine - - ND ND ND [ ND ND
RCA p-galactose and L-arabinose ND ND ND va y ND
PNA p-galactose T (acrosome) ND ND ND 4 v (58 kDa) a
WGA Sialic acid and ) T(acrosome) | b va 1 1(86,47 and
N-acetyl- p-glucosamine *(acrosome) b 37 kDa) a
1 (acrosome) c
DBA p-N-acetyl-galactosamine v 1 ND ND ND ND ND
UEA a-L-fucose f ND ND ND ND 1
PSA D-mannose ND ND ND ND ND ND + (118 kDa) a ND
4 (58 kDa) a
References Arya & Bains Fain-Maurel a: Schlegel a: Nicolson Magargee a: Srivastava &  Retamal
Vanha-Perttula et al. (1993) etal. (1984) et al. (1986) et al. (1977) et al. Olson (1991) et al.
(1985) b: Kumar b: Kumar (1988) b: Olson & (2000)
et al. (1990) et al. (1990) Danzo (1981)
c: Kumar
et al. (1990)

Obr. 8. Zmény v kompozici glykokalyxu spermie béhem epididymdlni maturace u riiznych zviiat.
Sipky znaci nariist nebo pokles sacharidovych struktur béhem maturace spermie. Zkratka ND znaci
nedostupna data. Lektin WGA vazajici sialovou kyselinu a N-acetylglukosamin je zelené zvyraznen.
Prevzato z Gervasi & Visconti (2017).

Arenas et al. (1996) popsali WGA pozitivitu u lidskych vyvodnych kanalku, celého
epididymis a epididymalni tekutiny. Vazba WGA lektinu také na tekutinu v lumen epididymu
ukazuje na sekreci glykoproteinu se sacharidovymi strukturami rozpoznavanymi WGA.
V kan¢im epididymu byla vazba WGA také zaznamenana ve vSech Castech epitelu 1 na
spermiich (Calvo et al. 2000) a také zde byl nalezen sialoglykoprotein, ktery vaze WGA lektin
v corpus a cauda (Dacheux & Dacheux 1988). Lektin WGA znacil siln€ kanci spermie z caput
a cauda, spermie z cauda ale znacil s mensi intenzitou, coz znaci ubytek sialovych kyselin
a GIcNAc na povrchu spermii (Calvo et al. 2000). U psa byly epididymalni spermie v caput
a corpus znacéeny lektinem WGA na akrozomu, ale jen ¢aste¢né, zatimco v cauda a vas deferens
byl znacen cely akrozom (Bains et al. 1993). Jak uz bylo uvedeno, vazba spermii pro WGA
roste pii priachodu epididymem i u berana, kdy byla na zacatku epididymalniho kanalku
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nalezena pouze slaba vazba WGA na celém povrchu spermie. Nicméné béhem priichodu
nastava velky narlst znaceni WGA, ktery zlstava i po ejakulaci, coz ukazuje na pfidani
N- acetylglukosaminylovych nebo sialylovych zbytkd na povrch spermie (Magargee et al.
1988). Hammerstedt et al. (1982) uvadé;ji, Zze u berana se WGA nevéazalo na spermie v caput a
corpus, ale v proximalni i distalni ¢asti cauda uz ano. Po pfidani neuramidazy k spermiim
z cauda epididymis, se troven glykosylace spermie vratila zpét uroven glykosylace spermie
pozorované v caput, coz potvrzuje skutenost, Ze jde o sialové zbytky, které jsou piidavany na
povrch spermie a jsou pro zrani spermie podstatné (Magargee et al. 1988). Epididymalni
sialoglykoproteiny byly popsany u riiznych druhl savet a souvisi s epididymalni maturaci
(Harayama et al. 1994).

3.6.2 Zmény sialoglykoproteinii béhem ejakulace

Glykokalyx ejakulovanych spermii obsahuje glykoproteiny sekretované epitelem
vyvodnych kanalki, nadvarletem, semennych vacki, prostaty a Cowperovych zlaz, které se
vazi na povrch spermii béhem prichodu sam¢im pohlavnim traktem (Accogli et al. 2017).
Proteom epididymalnich a ejakulovanych spermii se kvantitativné 1i$i. Bylo identifikovano
1723 proteint v ramci kanciho proteomu spermie a 22 z nich se vyskytovalo ve vétsi mife na
ejakulovanych spermiich v porovnani s epididymalnimi. Glykokalyx ejakulovanych spermii je
obohacen adsorpci novych glykanii sekretovanych ze samcich ptidatnych pohlavnich Zlaz,
obalujici celou buiiku vrstvou antigenii a glykokonjugati ovliviiujicich imunitni odpovéd.
Nékteré tyto glykokonjugaty maji svou roli v pieZiti nebo transportu spermii samcéim
| sami¢im reproduk¢énim traktem jako napt.: sialova kyselina, beta-defensin, glykodelin-S,
CD glykoproteiny, N-acetylglukosamin, monosacharidy jako je manoza, glukoza, fukoza,
galaktoza, glykosaminglykany a jiné. U berana semindlni plazma zapficinuje zvySeni N-
acetylglukosaminu, ale snizeni sialové kyseliny. Tyto dulezit¢ zmény glykokalyxu spermie
maji klicovou roli v tom, jakym smérem se bude spermie pohybovat, jak bude interagovat
s cervikdlnim hlenem, uterinnim a oviduktadlnim epitelem, s buikami imunitniho systému
a oocytem v prubéhu oplozeni (Rickard & de Graaf 2020).

I znaceni lektiny se po ejakulaci méni a znaci tak zmény glykokonjugatli na povrchu
spermie. Xin et al. (2014) pomoci mikro¢ipt zanalyzovali vazbu 50 riznych lektinti na lidské,
praseci, by¢i, kozli a krali¢i ejakulované spermie (Obr. 9). Uvadi, Ze nejvetsi miru sializace 1ze
najit na ejakulovanych spermii ¢lovéka, u kterého byla nalezena silna detekce a-2,3 (MAA)
a a-2,6 (SNA) vazanych sialovych kyselin. U kance, byka, kozla nebo kralika Ize najit sialovou
kyselinu v mensi mife. Dale udava, ze vyrazné niz8i mira sializace spermie je specialné u
prasete. Jako divod nicméné uvadi kryoprezervaci spermii, ktera by moha zpiisobovat
¢astecnou ztratu sialové kyseliny z kan¢ich spermii.

Holt (1980) také potvrzuje, ze ejakulované byci a berani spermie obsahuji na svém
povrchu sialovou kyselinu. Pomoci neuraminidazy zjistili, Ze vice sialové kyseliny je na bi¢iku
spermie nez na hlavic¢ce (Holt 1980). Magargee et al. (1988) tuto informaci potvrzuje a uvadi,
7e narust vazby WGA z cauda epididymis na povrch berani spermie zistal i po ejakulaci.
Jiménez et al. (2003) sledovali vazbu lektinu WGA u kance a u ejakulovanych spermii se vazalo
na celou spermii. Robles-Gomez et al. (2021) pomoci vazby WGA objevili vazbu na akrozomu
nebo celé hlavicce. Wang et al. (2018) pomoci boronové kyseliny lokalizovali sialovou kyselinu
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na celé kanci ejakulované spermii. Dalsi studie zabyvajici se vazbou WGA na kanci
ejakulované spermie lokalizovala sialovou kyselinu na celé spermii bez postakrozomalni
oblasti (Vazquez et al. 1996). WGA na by¢ich spermiich po ejakulaci vykazovalo vazbu hlavné
na piedni ¢ast hlavicky (Medeiros & Parrish 1996). Vazbu lektinu WGA na lidské spermie
studovali i Gomez-Torres (2012) a popisuji vazbu na akrozomu. Hieb¢i ejakulované spermie
vykazovaly vazbu s MAA, SNA i WGA (Desantis et al. 2010). Zajimavosti jsou buvoli
ejakulované spermie, u kterych je signal lektinu MAA viditelny pouze na bi¢iku (Batra et al.
2020). Lasalle & Testart (1994) uvadi, ze u 80 % ejakulovanych lidskych spermii byla nalezena
vazba lektinu WGA. Focarelli et al. (1995) pomoci lektint MAA a SNA lokalizovali sialovou
kyselinu na lidskych ejakulovanych spermiich.

-
$338¢

353787543 339343

E

GalNAc

Obr. 9. Kvantitativni vysledky vazby lektinii na spermie élovéka, kance, byka, kozla a krdlika pomoci
mikroéipu. Gal — galaktéza, GalNAc — N-acetylgalaktosamin, GIcNAc — N-acetylglukosamin, Man/Glc
— manoza/glukoza, Sia — sialova kyselina, Fuc — fukoza. Skupina lektinii vazajici sialovou kyselinu je
zvyraznéna zelené. Prevzato od Xin et al. (2014).
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3.6.3 Zmény sialoglykoproteini béhem in vitro kapacitace

Je znamo, Ze glykokalyx spermie prochazi pii kapacitaci zménami, které jsou nutné pro
navazani spermie na oocyt a akrozomalni reakci. Tyto zmény nejsou dosud piesné pochopeny,
ale jsou velmi diilezité pro rozpoznavani gamet a oplozeni savcii. Béhem kapacitace dochazi
k biochemickym modifikacim povrchu membrany. Periferni glykoproteiny se z povrchu
odstranuji, integralni proteiny se pfemistuji. Membranu kanci spermie hojné obklopuje
N-acetylglukosamin, sialovd kyselina a zbytky manoézy a fukdzy. Lze je najit na celé
plazmatické membrang, véetné biciku a akrozomu (Jiménez et al. 2003). Je prokdzano, Ze pfi
kapacitaci usavci dochazi ke ztraté sialovych kyselin na spermii (Focarelli et al. 1995;
Vazquez et al. 1996; Jiménez et al. 2003; Ma et al. 2012). Ma et al. (2012) nastinili, pro¢
k takové ztraté béhem kapacitace dochazi. Detekovali u ¢lovéka volné Neu5Ac a u mysi i volné
Neu5Gc monosacharidy v in vitro kapacitatnim médiu po inkubaci se spermiemi. Takové
zjiSténi naznacuje, ze ke sniZeni pocCtu sialovych kyselin dochdzi pomoci sialidaz. Sialidazy na
spermii nalezli dvé, Neul a Neu3. Pravé tyto sialidazy by se mély podilet na odstranovani
sialovych kyselin béhem kapacitace. Navic u mysi béhem kapacitace detekovali ubytek
sializovaného glykoproteinu CD52 (Ma et al. 2012).

Snizeni sialové kyseliny po kapacitaci bylo také pozorovano u motilnich lidskych spermii
(Lassalle & Testart 1994). Ubytek WGA po kapacitaci u ¢lovéka potvrzuji Gomez-Torres et al.
(2012). U buvolich spermii po kapacitaci klesl fluorescenéni signal lektinu MAA 0 77 % (Batra
et al. 2020). Wang et al. (2018) pomoci lektinu WGA lokalizovali sialovou kyselinu na
ejakulovanych a kapacitovanych kancich spermiich. Priitokova cytometrie potvrdila, Ze po
kapacitaci doslo ke sniZzeni miry sializace spermie. Wang et al. (2018) dale detekovali dva
sializované dekapacita¢ni faktory AWN (Dostéalova et al. 1995a; Dostalova et al. 1995b) a PSP-
I (Nimtz et al. 1999) pochazejici z kan¢i semenné plazmy, u kterych po kapacitaci zaregistrovali
ubytek. Pokles vazby WGA lektinu po kapacitaci u kance potvrzuje i Vazquéz et al. (1996),
kdy byl detekovan celkovy ubytek WGA na akrozomu spermie. Jiménez et al. (2003) sledovali
stejny lektin u kance a po kapacitaci potvrdil vyrazné sniZzeni vazby, a to hlavné na biciku,
vétSina zbyvajiciho signalu byla koncentrovana na akrozomu. Robles-Goméz et al. (2021)
nezaznamenali po kapacitaci vyrazné zmény v lokalizaci vazby WGA lektinu, ale uvadgji, ze
doslo k odstranéni sialovych kyselin z oblasti akrozomu. Pomoci pritokové cytometrie bylo
potvrzeno, ze vazba WGA na spermie skotu po kapacitaci klesd o 78 % a ztrata byla viditelna
hlavné na hlavi¢ce (Medeiros & Parrish 1996). Taitzoglou et al. (2007) uvadi dokonce 91 %
ztratu. Pokles vazby WGA po kapacitaci byl také popsan u kiecka (Ahuja 1984), kozla (Bawa
et al. 1993), morcete a mysi (Koehler 1981). Focarelli et al. (1995) sledovali zmény sializace
béhem kapacitace na lidskych spermii pomoci lektint MAA a SNA, kdy byl signal vazby po
elektroforézy u ejakulovanych lidskych spermii nékolik povrchovych sialoglykoproteint.
Pozdé¢ji vSak pak po kapacitaci detekovali pouze jeden sialovany povrchovy glykoprotein
a potvrdili tak jejich silny ubytek (Focarelli et al. 1995).
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4 Metodika

4.1 Priprava vzorkl spermii

Nativni ejakuldt a inseminacni davky pochazely z ISK SkrSin nebo od dodavatele
PROAGRO Nymburk a.s. Vzorky spermii byly odebrany od dospélych kancti plemene Duroc
nebo Landrase a nasledné transportovany ve zkumavkach a ochranném boxu na KVD CZU.
Se zpracovanim nativniho ejakulatu se zacalo nejpozdéji do 5 hodin od doby odbéru kvili
moznosti znehodnoceni po delsi ¢asové prodleve. Inseminacni davky byly skladovany pti 17 °C
a zpracovany nejpozdeji do 2 dni od odbéru.

4.1.1 Priprava ejakulovanych spermii z nativniho ejakulatu

U nativniho ejakuldtu byla spocitana koncentrace spermii na 1 ml. K 10 pl nativniho
ejakulatu bylo ptidano 990 pl destilované vody. Spermie se pocitaly na svételném mikroskopu
Nikon (YS100; Nikon, Japonsko) pomoci Biirkerovy komirky (hloubka: 0,1 mm, plocha
malého é&tverce: 0,0025 mm?, plocha velkého &tverce 0,04 mm?). Mezi komirku a kryci sklo
bylo naneseno 10 pl suspenze spermii a v pocitaci mfizce byl seéten celkovy pocet spermii v 40
¢tvercich na levé a horni obvodové strané. Toto Cislo bylo néasledné dosazeno do vzorce
pro vypoéet poétu bunék v 1 mm?suspenze (b):

n = celkovy pocet napocitanych bungk, ¢ = pocet ctverci, ve kterych se pocitalo (40),
v = plocha pouzitého ¢tverce, h = hloubka komurky, z = pouzité fedéni suspenze

Podle vysledku byl nativni ejakulat nafedén v Basic TL-Hepes (v 1 litru destilované vody
bylo rozpusténo 6,6634 g NaCl, 0,2386 g KCl, 0,0408 g NaH2POg4, 1,4 ml laktatu sodného,
0,1018 g MgCl> x 6H.0, 2,383 g HEPES, 0,0220 g pyruvatu sodného, 2,186 g sorbitolu, 0,025
g gentamicinu, 0,065 g penicilinu a 0,1 g polyvinylalkoholu) zahfatym ve vodni 1azni na 38 °C
na pozadovanou koncentraci 5x10” bunék/ml. Nafedény ejakulat o objemu 10 ml byl za u¢elem
odmyti semenné plazmy stocen na centrifuze (LC-8 5000, Benchmark Scientific Inc., USA) po
dobu 10 minut pfi 300 x g a pfi laboratorni teploté. Nasledné¢ byl odstranén supernatant
a k peleté spermii bylo napipetovano 10 ml Basic TL-Hepes zahiatym na 38 °C a suspenze byla
jemné a opatrné promichdna, tak aby nedoSlo k poSkozeni spermii. Cely krok byl tfikrat
zopakovan. Ejakulované spermie byly nasledné jesté tfikrat promyty stejnym zplsobem
v promyvacim roztoku PBS (Phosphate-buffered saline; 0,01 M fosfatovy puft, 0,138 M NaCl,
0,0027 M KClI, pH 7,5; Sigma-Aldrich USA) a nafedény na 10 ml. Obsah byl rozdélen po 1 ml
do mikrozkumavek a opét odstfedén na centrifuze (Mikro 22R Hettich Zentrifugen, DJB
Labcare, UK) po dobu 10 minut, 300 x g pfi 17 °C. Po stoceni byl odstranén supernatant
a vzorky byly rovnou pouzity pro SDS gelovou elektroforézu, neptfimou fluorescencni
mikroskopii nebo zamrazeny pfti - 20 °C.
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4.1.2 Priprava in vitro kapacitovanych spermii z nativniho ejakulatu

K in vitro kapacitaci byly pouzity spermie v peletach po téetim promyti Basic TL-Hepes.
K peleté¢ spermii bylo napipetovano 10 ml kapacitacniho média a spermie byly opatrné
resuspendovany. Kapacitacni médium bylo piipraveno smichanim 50 ml Basic TL-Hepes
50,099 g 11 mM glukoézy, 0,0275 g 5 mM pyruvatu, 1 g 2% BSA (bovinni sérovy albumin),
0,0084 g NaHCOs3 a 0,0147 g 2 mM CaCl; x 2H.0. Zkumavky byly nasledn¢ vlozeny do
termostatu s pootevienymi vicky na 4 hodiny pfi teploté 38 °C a 5 % CO». Po dvou hodinach
byla suspenze jemné promichdna a opét vloZzena na zbyvajici 2 hodiny do termostatu. Po
uplynuté dobé byly spermie stoceny po dobu 10 minut pii 300 x g pii laboratorni teploté.
Supernatant byl odstranén a kapacitované spermie byly nasledné jesté trikrat promyty v PBS
a nafedény v tomto roztoku na objem 10 ml. Obsah byl rozdélen po 1 ml do mikrozkumavek
a odstiedén na centrifuze (10 minut, 300 x g pti 17 °C). Po stoceni byl odstranén supernatant a
vzorky byly pouZity pro SDS gelové elektroforézu, neptimou fluorescencni mikroskopii nebo
zamrazeny pii - 20 °C.

4.1.3 Priprava ejakulovanych a kapacitovanych spermii z insemina¢ni davky

Z inseminacni davky bylo odebrdno 5 ml a zbytek byl uloZen do chladiciho boxu
s nastavenou teplotou na 17 °C. Obsah byl stoc¢en na centrifuze pfi 300 x g po dobu 10 minut
pfi laboratorni teploté. Pomoci pipety byl odstranén supernatant a k usazené peleté spermii bylo
pridano 5 ml roztoku PBS. Obsah byl resuspendovan a stejnym zptisobem stocen na centrifuze
za ucelem odmyti fedidla. Tento krok byl tiikrat zopakovan. K ziskani vzorkt ejakulovanych
spermii byly promyté spermie natedény pomoci roztoku PBS na 5 ml (koncentrace spermii:
5x107/ml), resuspendovany, po 1 ml rozpipetovany do mikrozkumavek a odstfedény
v centrifuze (10 minut, 300 x g pii 17 °C). K in vitro kapacitaci byly pouzity promyté spermie
Vv peletach, postup byl totozny jako u spermii z nativniho ejakulatu (pfedchozi kapitola). Doba
kapacitace v termostatu byla zkracena na 2 hodiny. Poté byly spermie sto¢eny po dobu 10 minut
pfi 300 x g pii laboratorni teploté. Supernatant byl odstranén a kapacitované spermie byly
nasledné jesté tfikrat promyty v PBS a nafedény vtomto roztoku na 5 ml. Obsah byl
rozpipetovan do mikrozkumavek a odstfedén v centrifuze (10 minut, 300 x g pii 17 °C). Po
stoCeni byl odstranén supernatant a vzorky byly rovnou pouzity pro SDS gelovou elektroforézu,
nepiimou fluorescencni mikroskopii nebo zamrazeny pii - 20 °C.

4.1.4 1Izolace povrchovych proteint spermii

K izolaci povrchovych glykoproteinti byla pouzita sada Cell Surface Protein Isolation Kit
(Thermo Fisher Scientific, USA). K pravé promytym ejakulovanym nebo kapacitovanym
spermiim bylo do zkumavky ptidano 10 ml biotinyla¢niho ¢inidla za u¢elem navazani biotinu
a oznaceni proteinll na povrchu spermii. Biotinylac¢ni ¢inidlo bylo vyrobeno rozpusténim12 mg
Sulfo-NHS-SS-Biotinu v 48 ml PBS. Suspenze spermii a biotinyla¢niho ¢inidla byla v ruce
opatrné promichana. Suspenze byly poté uloZeny na 30 minut do lednice pii teploté 4 °C
a obsah byl pribézné lehce promichavan. Tento krok zajistil rovnomérné navazani biotinu. Po
inkubaci byl obsah rozdélen do dvou zkumavek a stocen na centrifuze (10 minut, 300 X g pfi
20 °C). Po odsati supernatantu bylo k vytvotené pelet¢ spermii pfidano 10 ml Ix
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koncentrovaného TBS pufru (Tris buffered saline; 25 mM Tris, 160 mM NaCl, pH 7,8) a obsah
byl resuspendovan a znovu odstfedén na centrifuze (10 minut, 300 X g pii 20 °C). Tento krok
byl dvakrat zopakovan. Po promyti a odsati supernatantu bylo k peletce pfiddno 500 pl 1x
koncentrovaného TBS, suspenze byla opatrné resuspendovéna a piepipetovana do novych
mikrozkumavek a naposledy stejnym zplisobem stocena na centrifuze. Po odsati supernatantu
bylo do mikrozkumavek napipetovano 250 ul lyzacniho pufru ze sady (Lysis Buffer). Obsah
byl kratce vortexovan a vlozen do nadoby s ledem. DalSich 30 minut byly vzorky kazdych
5 minut po dobu 5 sekund vortexovany a opét ulozeny na led. Lyzaty byly ndsledn¢ odstfedény
(2 min, 10 000 x g pti 4 °C) a supernatanty byly piepipetovany do novych mikrozkumavek. Ze
sady byly vybrany 2 kolonky (Columns), které byly vlozeny do sbérnych mikrozkumavek
(Collection Tubes), dale lahvicka s avidinem navdzanym na agar6zové mikrokulicky
(NeutrAvidin Agarose), ktery ma schopnost navazat se na biotinylované proteiny. Obsah
V lahvicce byl jemné promichdn, aby se vytvofila jednotnd suspenze. Na kolonku bylo
napipetovano 500 pl suspenze agar6zovych kuli¢ek. Kolonka byla centrifugovana 1 min,
1000 x g a supernatant byl odstranén. Kolonka byla promyta 500 pl promyvaciho pufru ze sady
(Wash Buffer) anebo 500 ul PBS-T (Phosphate-buffered saline with Tween; 1x konc. PBS,
0,1% Tween) a byla centrifugovana 1 min pti 1000 x g. Tento krok byl dvakrat zopakovan.
Kolonka byla uzaviena zatkou, aby bylo zamezeno vyteceni obsahu pii centrifugovani. Na
kolonku byly poté ptidany pfipravené lyzaty spermii. Po uzavieni byla kolonka vloZena na
rotacni tiepacku (MX-T6-Pro, DLAB Scientific, USA), kde byly biotinylované proteiny
inkubovany 1 hodinu s avidinem.

Po uplynuti doby byla kolonka oteviena a zatka byla odstranéna. Obsah byl stocen (1 min,
1000 x g) a supernatant byl vylit. Na kolonku bylo pfidano 500 pl promyvaciho pufru (Wash
Buffer), do kterého byly piidany inhibitory proteaz (Complete™, Mini, EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail, Svycarsko). Mikrozkumavka s kolonkou byla poté zcentrifugovana (1 min,
1000 x g) a supernatant byl odstranén. Tento krok byl tfikrat zopakovan. Sbérna
mikrozkumavka byla vyménéna za novou pro eluci zachycenych proteind. Byl piipraven
vzorkovy pufr s dithiotreitolem (DTT) pro uvolnéni disulfidové vazby spojujici proteiny
s biotinem. DTT bylo rozpusténo v destilované vode o vysledné koncentraci 50 mM. Roztok
DTT byl poté ptidan do 1 ml vzorkového pufru pro SDS elektroforézu (Sample Buffer; 0,5 M
Tris-HCI, pH 6,8 — Bio-Rad, USA; glycerol, 2% SDS, 0,05% bromfenolova modi — Sigma-
Aldrich, USA). 200 pl vzorkového pufru s DTT bylo napipetovano na zazatkované kolonky
V novych sbérnych mikrozkumavkach a probéhla jejich inkubace na rota¢ni tfepacce po dobu
1 hodiny. Poslednim krokem bylo stoceni obsahu po dobu 2 min pti 1000 x g. Vysledny eluat
byl rovnou pouZit pro SDS-elektroforézu a Western blot analyzu anebo zmrazen pii - 20 °C pro
pozdéjsi pouziti. Shrnuti celé metodiky je znazornéno na Obr. 10.

pfidani vzorkového @— _ -

promyti pufru s DTT SDS- -
’ > * P clektroforéza » -

protein - SH SH —_

NeutrAvidin™ Bioti
$-S-protein Biotin-Binding Protein » lotin

Obr. 10. Shrnuti metodiky biotinylace a izolace povrchovych proteinii. Prevzato a upraveno
podle www.thermofisher.com, User Guide: Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit.
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4.2 SDS-PAGE (SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu)

K separaci proteini ejakulovanych a kapacitovanych spermii byla provedena
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). SDS je
detergent, ktery udava proteinim negativni naboj, diky kterému putuji ke kladn¢ nabité anode¢.
Proteiny byly v gelu separovany podle molekulové hmotnosti na zakladé jejich pohyblivosti
v elektrickém poli, jak je zndzorn€no na Obr. 11.
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Obr. 11. Schéma elektroforézy v polyakryamidovém gelu. Prevzato a upraveno podle
www.bio-rad.com, A guide to Polyacrylamide Gel Electrophoreis and Detection.

Z ptipravenych vzorkl spermii bylo nejprve zapotiebi extrahovat proteiny. 50 pl vzorku
spermii bylo smichano s 150 ul vzorkového pufru, smés byla dikladné promichana a vlozena
na led. Suspenze byla po dobu 30 minut pribézné vortexovana a nasledné byla povatrena
v termobloku po dobu 5 min (100 °C), coz mélo za nasledek lyzaci bunék. Vzorky byly poté
odstiedény na centrifuze (2 minuty, 10 000 x g pfi 4 °C). Vysledny supernatant obsahujici
proteiny byl pouzit pro SDS-elektroforézu.

Pro analyzu proteini byla pouZita aparatura pro vertikalni elektrofézu (Mini-PROTEAN
Tetra, Bio-Rad, USA). Nejdtive byl pfipraven spodni separaéni (resolving) gel, u kterého byla
zvolena koncentrace 12 %. Pro ptipravu dvou gelti bylo zapotiebi 3,5 ml destilované H20, 2,5
ml pufru pro separacni gel (Resolving gel buffer, 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; Bio-Rad, USA), 4 ml
30% akryl-bisakrylamidového roztoku (Acrylamide/bis-acrylamide 30% solution; Bio-Rad,
USA), 100 pl 10% roztoku SDS (dodecylsiran sodny; Bio-Rad, USA). Pied aplikaci roztoku
gelu bylo ptidano jeste¢ 70 ul 10% roztoku APS (persiran amonny, Amersham Biosciences,
Svédsko), ktery aktivuje volné radikaly a 4,5 pl TEMED (tetramethylethylendiamin, Pharmacia
Biotech, Svédsko), ktery volné radikaly stabilizuje. Gely byly napipetovany mezi zespodu
tésnéna skla, kterd byla upevnéna do stojankl. Navrch gelt byla potom napipetovana vrstva
destilované vody zabranujici pfistupu vzduchu. Gely byly ponechany tuhnout po dobu 30 minut
pfi laboratorni teploté. Horni, zaostfovaci (stacking) 4% gel byl pfipraven smichdnim 1,52 ml
destilované H20, 0,625 ml pufru pro zaostfovaci gel (Stacking gel buffer, 0,5 M Tris-HCL, pH
6,8; Bio-Rad, USA), 0,325 ml akryl-bisakrylamidového roztoku (Acrylamide/bis-acrylamide
30% solution) a 25 pl 10% roztoku SDS. Tésné pied aplikaci bylo do smési ptidano 50 ul 10%
roztoku APS a 3,8 ul TEMED. Ze ztuhnutého separacniho gelu byla odlita vrstva destilované
vody a nasledné na néj byl napipetovan piipraveny roztok zaostfovaciho gelu a vlozen
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15jamkovy hiebinek. Gely byly ponechany tuhnout 15 minut. Nésledné byla skla, ve kterych
byly ztuhlé gely, vlozena do elektroforetické jednotky a umisténa do vanicky. Vanicka s gely
byla zalita elektrodovym pufrem (15 g Tris, 72 g glycin, 5 g SDS, 1 1 destilované H20, fedéno
1:4 sdest. H,O; pH 8,3). Hiebinky byly opatrné vytazeny a do vytvofenych jamek byly
naneseny 3 pl standardu molekulovych hmotnosti 10-250 kDa (Precision plus Protein™
WesternC™ Blotting Standards; Bio-Rad, USA) a 10 pl vzorku spermii. Nakonec byla vani¢ka
prikryta vikem s elektrodami. Elektrody byly zapojeny ke zdroji stejnosmérného proudu, ktery
byl nastaven na konstantni napéti 80 V a elektroforéza byla spuSténa. Po 30 minutach bylo
napéti navySeno na 150 V a ponechéno takto dalsi hodinu.

4.3 Elektroprenos proteini (\Western blot)

Pro ptenos separovanych proteinti v polyakrylamidovém gelu po SDS-elektroforéze na
nitrocelul6zovou membranu byla pouzita metoda vyuzivajici elektricky proud, tzv. Western
blot neboli elektroptenos. Pti této metodeé migruji proteiny od negativniho ndboje k membrané,
kde je néboj pozitivni, jak je zndzornéno na Obr. 12. Pro elektropienos byla pouzita stejna
aparatura (Mini-PROTEAN Tetra) jako pro SDS-elektroforézu, pouze s jinymi soucastkami,
do kterych byly gely s membranami vlozeny. Do nizké nadoby s transferovym pufrem ve
slozeni 3,03 Tris, 14,4 g glycinu, 200 ml metanolu (VWR, BDH Chemicals, Francie) doplnény
do objemu 1 I destilovanou H20O byly namoceny 4 houbicky, 4 vystiizky chromatografického
papiru Whatman (GE Healthcare, USA) a jedna nitrocelulozovd membrana (Hybond C,
Amersham, Svédsko). Po 15 minutach, kdy byly komponenty dostateéné nasaklé pufrem, byla
do blotovaciho rdmu postupné naskladdna — houbicka, 2 chromatografické papiry, gel,
membrana, a nakonec dal$i vrstva papirt a houbicka. Stejny postup byl opakovan pro druhy
gel. Vrstvy byly dikladné stlaceny, aby mezi nimi nezlstaly zadné bublinky vzduchu.
Blotovaci ram byl poté vloZen spravnou stranou (gel smérem k zapornému naboji, membrana
smérem ke kladnému) do kazety, ktera byla umisténa do vanic¢ky plné transferového pufru.
Vanicka byla ptikryta vikem s elektrodami. Vanicka byla vlozena do nddoby se studenou vodou
a ledem, ktery aparaturu chladil. Zdroj byl nastaven na konstantni elektricky proud 0,5 A.
Elektroptenos proteinli byl spustén a ponechan bézet po dobu 1 hodiny a 10 minut. Po skonceni
byla kazeta vytaZena, obsah byl rozebran a membrana byla pouzita pro imunodetekci proteint.
Pro zviditelnéni pfenesenych proteint bylo na membranu napipetovano 5 ml Ponceau S barviva
(Ponceau S, Sigma-Aldrich, USA). Barvivo bylo ponechano pusobit 1 minutu. Membrana
s vizualizovanymi proteiny byla vyfocena pro srovnani celkové nanasky proteinti. Barva byla
Z membrany nasledn¢ odstranéna promytim v destilované vod¢ a PBS.

smér migrace
proteinti v el. poli

gel

—+- membrana

Obr.12. Schéma elektroprenosu. Vytvoreno v programu Goodnotes.
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4.4 Imunodetekce proteinii na membrané

Pro blokovani nespecifickych vazeb na volnd mista na membran¢ byla namichana 2%
Zelatina (Gelatin from cold water fish skin, Sigma, Kanada) nebo 5% mléko (Blotting-Grade
Blocker, Bio-Rad, USA) zfedéné Vv roztoku PBS. Zelatina nebo mléko byly promichavany
1 hodinu pfi 50 °C, aby bylo zajisténo jejich dokonalé rozpusténi. Potom, co byla membrana
promyta, bylo na jeji povrch nalito 10 ml 2% zelatiny nebo 5% mléka. Mista na membrang se
blokovala na linearni tfepacce (SK-L180-E, DLAB Scientific, USA) 1 hodinu pfi laboratorni
teploté¢. Membrana byla opakované na tfepacce promyta v PBS-T. Membrana byla opatrné
rozstiihana na jednotlivé Casti. Kazda cast obsahovala standard molekulovych hmotnosti
a vzorky s proteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Jednotlivé ¢asti byly vlozeny do
parafilmovych kapsicek. Do kazdé kapsicky byl pfidan bud’ biotinem znaceny lektin (Vector
laboratories, USA) fedény v Hepes pufru (10 mM HEPES, 0,1 mM CaCl,, pH 7,5) nebo krali¢i
polyklonalni protilatka proti sialové kyseliné (Rabbit Polyclonal Antibody to Sialic Acid,
vyrobena firmou Abbexa, kat. ¢. abx100414, UK nebo CloudClone, kat. &. PAS099Ge01, Cina)
fedéna v PBS v poméru 1:500. Redéni lektinti se lisilo podle druhu a vychozi koncentrace:

e MAL II (Biotinylated Maackia Amurensis Lectin, 1 mg/ml), 5 pl/ml

e SNA (Biotinylated Sambucus Nigra Lectin, 1 mg/ml), 2 pl/ml

e  WGA (Biotinylated Wheat Germ Agglutinin, 5 mg/ml), 1 pl/ml

Jako pozitivni kontrola pro ovéfeni koncentrace pfenesenych proteind byla pro celkové
proteinové extrakty pouzita ¢ast membrany inkubovana s a-tubulinem. Povrchové proteinové
extrakty byly vztahovany ke koncentracim spermii jednotlivych kanct. Informace
o0 koncentracich pochazely z inseminacni stanice kancu, ze které byly nativni ejakulaty
dovezeny. Do kapsic¢ky proto byla pfidana i my$i monoklonalni protilatka proti a-tubulinu
(DM1A; Sigma-Aldrich, USA) nafedéna v PBS na koncentraci 1:1000. Pro negativni kontrolu
byl pouzit pouze roztok PBS. Kapsicky byly vloZeny do lednice a inkubace probihala pfes noc.
Naésledujici den byla z kapsicek vylita vSechna tekutina a jednotlivé kousky membran byly
pinzetou opatrné pfesunuty do 50 ml zkumavek. Kazd4 zkumavka byla zalita PBS-T a vloZena
na rotacni tfepacku na 10 minut za ucelem promyti. Tento krok byl dvakrat zopakovan.
Nasledovala inkubace (1 hodina, laboratorni teplota) na rota¢ni tiepacce:

e se sekundarni protildtkou proti kralicim imunoglobulinim konjugovanou

s kfenovou peroxidazou (Goat Anti-Rabbit IgG (L+H), Horseradish Peroxidase-
Linked, Bio-Rad, USA) v koncentraci 1:3000 pro ¢ast membrany s protilatkou proti
sialové kyseling
e s avidinem konjugovanym s kfenovou peroxidazou (1 pg/ml, fedéno v PBS)
Vv koncentraci 1:1000 pro ¢ast membrany s biotinylovanymi lektiny

e se sekundarni protilatkou proti mySim imunoglobulinim konjugovanou
s kfenovou peroxidazou (Goat Anti-Mouse 1gG (L+H), Horseradish Peroxidase-
Linked, Bio-Rad, USA) v koncentraci 1:3000 pro ¢ast membrany pro detekci a-
tubulinu

Nasledné byly membrany promyty 4x po 5 minutach v PBS-T a 2x po 5 minutach v PBS.
Pro vizualizaci detekce sacharidovych struktur a o-tubulinu na membrané byl pouzit
chemiluminiscencni substrat (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo
Fisher Scientific, USA) fungujici jako substrat pro kienovou peroxiddzu. Detekce
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chemiluminiscence byla provedena pomoci pfistroje Azure c300 (Azure ¢300 Gel Imaging
System, Azure Biosystems, USA).

Pro vyhodnoceni zastoupeni sializovanych glykoproteini pied a po kapacitaci byla
provedena denzitometricka analyza v programu ImageJ (LOCI, University of Wisconsin,
USA). Pro statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy byl pouzit parovy t-test v programu
GraphPad Prism 9.3.2 (GraphPad Software Inc., USA). Vysledky byly normalizovany
k ejakulovanym spermiim. Jako statisticky vyznamny byl hodnocen rozdil na hladiné
vyznamnosti p=0,05. Molekulové hmotnosti glykoproteini byly vypocitany v programu
Microsoft Excel pomoci kalibracnich kiivek z molekulovych hmotnosti standardti v zavislosti
na jejich vzdalenosti od horni ¢asti membrany.

4.5 Neprima fluorescencni mikroskopie

Neptimé fluorescenéni mikroskopie je laboratorni technika vyuZivajici mikroskop
nejcasteji pro vizualizaci reakce antigen — protilatka za pomoci jevu zvaného fluorescence, kdy
latka po absorpci excitacniho zéafeni uvoliiuje emisni zafeni s del$i vinovou délkou. Muze se
ale vyuzivat nejen v kombinaci s protilatkou, ale napiiklad u lektind lze sledovat reakci biotin
— streptavidin. Na protilatku/streptavidin je navazan tzv. konjugat — fluorescenéni barvivo.
Nepiima fluorescence se skldda ze dvou kroka. Nejprve se protilatka/biotinylovany lektin
navaze na substrat, nasledné se na protilatku/biotinylovany lektin navaze konjugat.

45.1 Priprava mikroskopickych preparati

Pro zjiSténi lokalizace glykoproteinovych struktur ejakulovanych a kapacitovanych
spermii, na které¢ se lektiny nebo protilatka proti sialové kyseliné vazi, bylo nejprve nutné
pfipravit mikroskopické preparaty. Na podlozni sklicka byla pomoci hydrofobni fixy PAN
liquid rocker (Sigma-Aldrich, USA) nakreslena 3 kolecka o pfiblizné stejné velikosti, do
kterych byla nasledné napipetovana jiz pfipravend suspenze spermii.

4.5.1.1 Fixace spermii

Fixace spermii slouzi k jejich ochrané pfed degradaci a zastaveni metabolickych d&ju
Vv buiice. RUzné fixacni tekutiny méni nekteré charakteristiky bun¢k rozli¢énymi zptsoby, proto
bylo pouzito vice druhd.
Chemicka fixace spermii byla provedena nékterym z nésledujicich zpiisobt:
a) VIhka fixace roztokem acetonu-metanolu na skle
Z mikrozkumavky bylo odebrano 100 ul suspenze spermii do nové, ke které bylo ptidano
500 pl PBS a obsah byl promichan pipetou. Do kolecek bylo napipetovano 20 pl suspenze
spermii. Preparaty spermii byly prevrstveny 50 ul vymraZzeného acetonu (Lach-Ner, CR)
s metanolem (VWR, BDH Chemicals, Francie) v poméru 1:1. Po 5 minutach byly
preparaty dikladné oplachnuty PBS a osuseny.
b) Vilhka fixace formaldehydem s BSA na skle
Z mikrozkumavky bylo odebrano 100 pl suspenze spermii do nové, ke které bylo pfidano
500 pl PBS a obsah byl promichén pipetou. Do kolecek bylo napipetovano 20 pl suspenze
spermii. Preparaty spermii byly ptevrstveny 50 pl 2% formaldehydu s 2% BSA (Sigma-
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Aldrich, USA). Poté byly preparaty ulozeny do zatemnéné vlhké komurky, po 30
minutach byly vytdhnuty a diikkladn¢ oplachnuty PBS a osusena. Tento typ fixace slouzil
pro vzorky urcéené pro kontrolu kapacitace pomoci protilatky proti fosfotyrosinu.

C) ZasuSeni spermii s naslednou fixaci acetonem na skle
Z mikrozkumavky bylo odebrano 100 ul suspenze spermii do nové, ke které bylo ptidano
500 ul PBS a obsah byl promichan pipetou. Do kole¢ek bylo napipetovano 20 pl suspenze
spermii a byl proveden roztér. Preparaty spermii byly ponechany zaschnout na vzduchu
pti laboratorni teploté a nasledné byly vlozeny na 5 minut do sklenéné kyvety naplnéné
vymrazenym acetonem (Lach-Ner, CR). Preparaty byly poté ponechany zaschnout na
vzduchu.

d) Fixace paraformaldehydem v suspenzi
Mikrozkumavka se suspenzi promytych spermii (1 ml) byla sto¢ena na centrifuze (5 min,

300 x g pii 20 °C). Supernatant byl odstranén a k peleté spermii bylo pfidano 500 pl 4%
paraformaldehydu v PBS, ktery byl pfipraven nasledovné: 0,4 g paraformaldehydu za
stdlého michani bylo rozpusténo v 10 ml PBS pti 70 °C v digestofi, poté ptidano par
kapek 5 M NaOH, po vycefeni bylo pH upraveno na 7,4. Inkubace probihala 30 min pii
laboratorni teploté. Po skonceni inkubacni doby byl obsah odstfedén, supernatant byl
odstranén a spermie byly dvakrat promyty v PBS. Po promyti byla peleta spermii
resuspendovana v 1 ml PBS a po 20 pl napipetovana do kolecek na podloznim sklicku
a byl proveden roztér. Preparaty byly poté ponechany zaschnout na vzduchu.

4.5.1.2 Ptiprava vzorku v suspenzi spermii

Z mikrozkumavky bylo odebrano 200 ul suspenze spermii do nové, ke které bylo piidano
300 pul PBS (pro vzorky urcené pro inkubaci s protilatkou proti sialové kyselin¢) nebo Hepes
pufru (10 mM HEPES, 0,1 mM CaCls, pH 7,5) (pro vzorky uréené k inkubaci s lektiny). Obsah
byl promichan a rozpipetovan po 100 ul do 5 novych mikrozkumavek, do kterych byly poté
pfidany biotinylované lektiny (MAL II lektin, SNA lektin v poméru 1:50 a WGA lektin
v poméru 1:250) a polyklonalni krali¢i protilatka proti sialové kyseliné (abx100414 nebo
PAS099Ge01) v poméru 1:50.

Posledni mikrozkumavka se spermiemi byla ponechana jako negativni kontrola. Vzorky
byly vlozeny na 2 hodiny do tfepaciho termobloku (Thermo Shaker TS-100, Biosan, Litva) pti
37 °C. Po inkubaci byly vzorky 2x na 3 minuty sta¢eny pii 300 x g a laboratorni teploté, po
prvnim stoCeni byly zkumavky pootoCeny o 90°, aby se vytvofila ucelend peleta spermii.
Supernatant byl odsan pipetou. K peleté bylo pfidano 100 pul PBS/Hepes pufru za ucelem
promyti spermii, obsah byl resuspendovan, opét stejnym zplisobem stoc¢en (2x na 3 minuty pii
300 x g) a supernatant byl odstranén. Spermie byly dvakrat promyty. Promyt4 peleta byla
nafedéna v 50 ul PBS/Hepes pufru. Obsah byl po 20 pul napipetovan na preparaty, do levého
a prostfedniho kolecka suspenze s lektiny nebo protilatkou, do pravého kolecka negativni
kontrola. Spermie byly poté zafixovany roztokem acetonu a metanolu (viz kap 4.5.1.1).

4.5.2 Detekce sacharidovych struktur

Preparaty byly rovnou pouzity nebo uloZeny do lednice. Pokud byly pro detekci
pouzivany preparaty skladované v lednici, byly nejdiive oplachnuty roztokem PBS a osuseny.
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Nasledné bylo do vsech tifi kolecek napipetovano 150 pl blokovaciho média Superblock
(Blocking Buffer in PBS; Thermo Fisher Scientific, USA) a vzorky byly 30 minut inkubovany
ve vlhké zatemnéné komtirce pti laboratorni teploté. Poté byla skla omyta roztokem PBS. Pti
praci s fluochromy byla laboratof zatemnéna.

Do vsech kolecek bylo poté napipetovano 100 pul:

e Streptavidinu konjugovaného s FITC (ThermoFisher Scientific, USA) fedéného
1:300 v PBS na vzorky s lektiny, které byly nasledn¢ ponechany inkubovat 45 minut
v zatemnéné vlhké komtrce v lednici.

e sekundarni protilatky proti kralicim IgG konjugované s Alexa Fluor 488
(ThermoFisher Scientific, USA) fedéné 1:300 v PBS na vzorky s protilatkou proti
sialové kyseling, které byly néasledné ponechany inkubovat 45 minut v zatemnéné
vlhké komiirce v lednici.

Preparaty byly poté znovu omyty PBS, osuSeny a do levého kolecka bylo napipetovano

100 ul PNA konjugovaného s rhodaminem (Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector Laboratories,
USA) fedéného v PBS v poméru 1:700 pro detekci integrity akrozomu. Preparaty byly vlozeny
do vlhké zatemnéné komurky na 30 minut pfi laboratorni teploté. Po skonceni inkuba¢ni doby
byly preparaty oplachnuty PBS a destilovanou H2O a osuSeny. Nakonec bylo do vSech kolecek
pfidano 5 pl montovaciho média s DAPI (VectaShield Antifade Mounting Medium, Vector
Laboratories, USA) znacici DNA a zachovavajici fluorescencni vlastnosti vzorkl. Preparaty
byly piikryty krycimi sklicky a vlozeny na 10 minut do zatemnéné komurky. Takto pfichystané
vzorky byly pfipraveny pro snimdni pod fluorescenénim mikroskopem (Nikon Eclipse E600,
Japonsko). Snimky byly potizovany kamerou (Nikon Digital Sight DS-Fi 1, Japonsko)
v programu NIS Elements. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit parovy t-test v programu
GraphPad Prism 9.3.2 (GraphPad Software Inc., USA). Jako statisticky vyznamny byl
hodnocen rozdil na hladin€ vyznamnosti p=0,05.

4.5.3 Detekce fosforylace pro kontrolu kapacitace

Ptipravené preparaty spermii fixované formaldehydem urcené pro detekci fosfotyrosinu
a kontrolu kapacitace byly nejdiive oplachnuty roztokem PBS a osuSeny. Nésledné bylo do
vSech tii kolec¢ek napipetovano 150 pl blokovaciho média Superblock a vzorky byly 30 minut
inkubovany ve vlhké zatemnéné komiirce pii laboratorni teploté. Poté byla skla omyta roztokem
PBS. Nasledné bylo do levého a prostiedniho kolecka napipetovano 100 pl monoklonalni mysi
protilatky proti fosfotyrosinu (klon 4G10; EMD Milipore, USA) fedéné 1:300 a do pravého
ptredstavujiciho negativni kontrolu 100 ul PBS. Preparaty byly ponechany inkubovat pfes noc
v zatemnéné vlhké komirce v lednici. Druhy den byly preparaty omyty PBS a do vSech kolecek
bylo napipetovano 100 pl sekundérni protilatky proti mysim IgG konjugované s Alexa Fluor
488 (ThermoFisher Scientific, USA) fedéné 1:300 v PBS. Vzorky byly nasledné ponechany
inkubovat 1 hodinu v zatemnéné vlhké komirce v lednici. Preparaty byly poté znovu omyty
v PBS, osuseny a do levého bylo aplikovano PNA s rhodaminem a montovaci médium s DAPI,
postup byl totozny jako v piedchozi kapitole (4.5.2). Preparaty byly piikryty krycimi sklicky
a vlozeny na 10 minut do zatemnéné komurky. Takto pfipravené vzorky byly pfipraveny pro
snimani pod fluorescen¢nim mikroskopem (Nikon Eclipse E600, Japonsko). Snimky byly
potizovany v programu NIS Elements.
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Na nasledujicim obrazku (Obr. 13) je schéma shrnujici pouzité metody pro studium
sializace spermie v pribéhu in vitro kapacitace. Modie jsou ozna¢eny metody, které se zamé&iuji
na studium podilu sialovych kyselin v celé spermii. Metody, které se zabyvaji sialovymi
kyselinami pouze na povrchu spermie jsou ozna¢eny zelend. Cervené je oznadena metoda
urcena pro kontrolu in vitro kapacitace.

vlhka fixace roztokem aceton-metanolu na skle
Z vlhké fixace formaldehydem s BSA na skle
quorescengm — zasusSeni spermii s naslednou fixaci acetonem na skle
mikroskopie \
fixace paraformaldehydem v suspenzi

vazba v suspenzi spermii

/ povrchové proteiny (biotinylace)

celkové proteiny

Western blot

Obr. 13. Souhrnné schéma pouzitych metod pro studium sializace spermie v pritbéhu in vitro
kapacitace. Vytvoreno v programu Goodnotes.
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5 Vysledky

5.1 Lokalizace sialové kyseliny na spermiich pred a po kapacitaci

Pro lokalizaci mist na kan¢i spermii, na kterych je navazana sialova kyselina, byla vyuzita
metoda nepiimé fluorescencni mikroskopie (viz kap 4.5). U vSech pokust byly pouzity pouze
vzorky spermii z nativniho ejakulatu. Detekce sializovanych struktur na spermii byla provedena
za pouziti lektinti, které maji schopnost vazat se na specifické sacharidové struktury. Byly
vybrany tfi druhy biotinylovanych lektini: MAA (MAL II), SNA a WGA, které se vazi na
sialovou kyselinu v riizném spojeni. Lektin MAL II preferuje sialovou kyselinu s vazbou a-2,3,
zatimco lektin SNA upfednostiiuje vazbu a-2,6. Lektin WGA nevaze pouze sialovou kyselinu
ale i N-acetylglukosamin. Vizualizace byla provedena na principu vazby biotin-streptavidin
pomoci streptavidinu konjugovaného s fluorochromem pro zviditelnéni oblasti s navazanou
sialovou kyselinou na spermii ve fluorescenénim mikroskopu. Déle byla vyzkouSena detekce
pomoci primarni polyklondlni krali¢i protilatky proti sialové kyseling s naslednou vizualizaci
sekundarni protilatkou proti kralicim IgG konjugovanou s Alexa Fluor 488. Reakce
s protilatkou byla vSak negativni, proto vysledky nejsou uvedeny.

Mikroskopické preparaty se spermiemi byly pfipravovany rdznymi technikami
(kap 4.5.1). Ejakulované a kapacitované spermie byly bud’ fixované roztokem aceton-metanolu
pfimo na skle, nebo 4% paraformaldehydem v suspenzi a az poté inkubovény s lektiny. Pfi
dal$im zptsobu pfipravy vazba s lektinem probéhla rovnou v Suspenzi spermii a az nasledné
byly spermie zafixovany pomoci aceton-metanolu. U lektinu MAA byla vyzkouSena 1 fixace
pouze acetonem. Fixace 4% paraformaldehydem byla ve vSech ptipadech negativni, proto zde
vysledky nejsou uvedeny. Preparaty urcené pro kontrolu kapacitace, na kterych byl detekovan
fosfotyrosin, byly fixované 2% formaldehydem s 2% BSA.

Pro kazdy lektin a zplsob piipravy byly provedeny minimalné 3 opakovani. U dvou
opakovani bylo napocitano 100 bunék u ejakulovanych a kapacitovanych spermii, které byly
rozdéleny do kategorii podle viditelného vzoru. Spermie zcela bez signélu nebyly zapocitavany.
Nasledné byly vytvofeny grafy porovnavajici zastoupeni jednotlivych kategorii znaceni
u ejakulovanych a kapacitovanych spermii v ramci 100 bun¢k napocitanych u tfi zkoumanych
kancti dohromady. Soucasné byly vytvoieny i grafy porovnavajici zmény na akrozomu a bic¢iku
pted a po kapacitaci pocitané u dvou kancti oddélené s primérem a stiedni chybou priméru
(SEM) a vysledky byly statisticky vyhodnoceny. Nakonec byly vytvofeny tabulky
porovnavajici detekci signalu na spermiich pro kazdy lektin a zptisob pfipravy.
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5.1.1 Hodnoceni in vitro kapacitace

Pro kontrolu in vitro kapacitace byla porovnavana mira fosforylace proteind
u ejakulovanych a kapacitovanych spermii pomoci primarni monoklonalni protilatky proti
fosfotyrosinu (4G10). Spermie byly fixovany 2% formaldehydem s 2% BSA a inkubovany pies
noc s protilatkou. Spermie byly nasledné inkubovany se sekundarni protildtkou konjugovanou
s Alexa 488 (zeleny signal). Jadra spermii byla znaCena pomoci DAPI (modry signal).
Tyrosinova fosforylace proteint je dllezitd soucést kapacitace. Na kancich spermiich se mira
fosforylovanych proteind pfed a po kapacitaci vyrazn¢ lisi na hlavicce spermie. Na Obr. 14 Ize
vidét rozdil mezi signdlem u ejakulovanych spermii, kde byl vyrazny signal v subekvatoridlni

¢asti spermie, kdezto u kapacitovanych spermii lze navic vidét i silny signal na akrozomu.

Obr. 14. Detekce fosfotyrosinu u ejakulovanych (A) a kapacitovanych (B) spermii: A — signal viditelny
pouze V subekvatoridalni dsti spermie, B — signdl viditelny v subekvatoridalni ¢dsti a v akrozomu; DAPI
(modre), pozitivni reakce s protilatkou proti fosfotyrosinu (zelené). Bila Sipka znaci signal
V subekvatorialni ¢asti, Cervend Sipka znaci signal v akrozomu. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

5.1.2 Vazba lektini na spermie v suspenzi

Vazba lektind v suspenzi byla vybrana za G¢elem detekce sialové kyseliny na povrchu
spermie. Tato metoda pfedstavovala nejSetrnéj§i postup zajiStujici co nejpfirozenéjsi
podminky, pfi kterych nedochazelo k poskozeni epitopti, precipitaci nékterych proteini nebo
narusSeni plazmatické membrany spermie fixazi. Byly pouZity spermie z nativniho ejakulatu,
u kterych dochazi k odmyti povrchovych glykoproteini pouze V minimalni mife. Pro
vizualizaci detekce sacharidovych struktur byl pouzit streptavidin konjugovany s FITC, pro
oznaceni akrozomti byl pouzit lektin PNA konjugovany s rhodaminem a pro jadra bylo pouZito
DAPI v montovacim médiu. U kazdého experimentu byla provedena negativni kontrola bez
inkubace s lektinem.
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5.1.2.1 Lokalizace sialové kyseliny pomoci MAA lektinu pred a po kapacitaci

Na Obr. 15 je vidét lokalizace a-2,3 vazané sialové kyseliny pomoci lektinu MAA
Vv suspenzi u ejakulovanych spermii. Na vybranych spermiich lze pozorovat silny signal na celé
spermii nebo chybéjici pouze v postakrozomalni oblasti (bila Sipka). U nékterych spermii byl
viditelny i vyrazny signal na kréku spermie (modré Sipka), znacici rezidualni cytoplazmatickou
kapku.

Obr. 15. Detekce a-2,3 vazané sialové kyseliny na ejakulovanych spermiich v suspenzi: A — jadra
znacené DAPI (modrie), B — pozitivai reakce s MAA lektinem (zelené), C — akrozomy znacené PNA
lektinem (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni kontrola. Bila Sipka znaci
chybéjici signal v postakrozomalni oblasti, modra Sipka znaci rezidudlni cytoplazmatickou kapku,
Cervend Sipka znaci poSkozeny akrozom. Zvétseni 400x, méritko 10 um.



Na Obr. 16 je zhodnoceno procentudlni zastoupeni jednotlivych vzorG vazby MAA
lektinu u 100 ejakulovanych spermii napoc€itanych u tfi rdznych kanct dohromady. Nejvice
prevladal signal na celé spermii krom¢ postakrozomalni oblasti, tento vzor byl zastoupeny
vV 67 %. 18 % tvofil signél na celé spermii v€etné postakrozomalni oblasti spermie. Pouze v 5 %
pfipadd nebyl znacen bic¢ik spermie a v 2 % nebyl nalezen signal na akrozomu. 8 % spermii
viditelné chybél signal na ekvatorialnim segmentu akrozomu a v postakrozomalni oblasti.

Ejakulované spermie v suspenzi
MAA lektin

f‘m cela spermie bez akrozomu —| 2
@ <@ pouze hlavi¢kal/jen akrozom 5

@ cela spermie bez ekv. segmentu akrozomu a postakr. oblasti 8

@ cela spermie - |18

@ cela spermie bez postakrozomalni oblasti _ 67

I T T T 1
0 20 40 60 80

procentualni zastoupeni

Obr. 16. Grafické porovnani procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzori vazby MAA lektinu na
ejakulované spermie v suspenzi.

Na Obr. 17 jsou zobrazeny detaily nejcastéji nalezenych vzort na ejakulovanych
spermiich s navazanym MAA lektinem znacici a-2,3 vazanou sialovou kyselinu. Vlevo (4A) je
vlozena spermie se znafenim celého povrchu kromé ekvatoridlniho segmentu akrozomu
a postakrozomalni oblasti. Uprostied (4B) je vlozen obrazek spermie se signalem na celé
spermii a vpravo (4C) je obrazek spermie se signalem chybéjicim pouze v postakrozomalni
oblasti.

Obr. 17. Ejakulované spermie v suspenzi s MAA lektinem — detaily nejéastéji zastoupenych kategorii
znaceni: A — signal na celé spermii kromé ekvatoridalniho segmentu a postakrozomalni oblasti spermie,
B — signal na celé spermii se znacenim proximalni cytoplazmatické kapky, C — signal na celé spermii
kromé postakrozomalni oblasti.
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Na Obr. 18 je vidét lokalizace a-2,3 vazané sialové kyseliny pomoci lektinu MAA na
povrchu kapacitovanych spermii. U vybranych spermii jsme zaznamenali snizenou intenzitu
signalu vazby MAA po kapacitaci. Nejvyrazngjsi rozdil 1ze pozorovat hlavné na bic¢iku spermi,
kde po kapacitaci na vét§in¢ spermii signal zcela vymizel. Vzory se tak liSily hlavné v oblasti
akrozomu spermii. Oproti ejakulovanym spermiim byl signdl MAA detekovéan na akrozomu
Casto pouze v jeho apikalni ¢asti.

Obr. 18. Detekce a-2,3 vdzané sialové kyseliny na kapacitovanych spermiich: A — jadra znacené DAPI
(modre), B — pozitivni reakce s MAA lektinem (zelené), C — akrozomy znacené PNA lektinem (Cervené),
D — sloZeni obrdzek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni kontrola. Cervend Sipka znaci poskozeny
akrozom. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

Na Obr. 19 je znazornéno procentualni zastoupeni jednotlivych vzorti vazby MAA lektinu
u 100 kapacitovanych spermii napocitanych u tfi riznych kanct dohromady. Nejvice ptrevladal
signal pouze na akrozomu spermie, tento vzor byl zastoupeny v 46 % ptipadd. Signal pouze
Vv apikélni ¢asti akrozomu tvoftil 22 % z celkového zastoupeni. U 20 % spermii byla detekce
nalezena spolu s apikalni ¢asti akrozomu i v postakrozomalni oblasti. Pouze v 5 % ptipadi byla
sialové kyselina detekovana na celé hlavicce spermie. Jak uz bylo uvedeno, nejvétsi rozdil po
kapacitaci lze pozorovat u signdlu na bi¢iku spermie, kde byl nalezen signél pouze u7 %
spermii.
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Kapacitované spermie v suspenzi
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Obr. 19. Grafické porovnani procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzori vazby MAA lektinu na
kapacitované spermie v suspenzi.

Na Obr. 20 lze vidét detaily nejcastéji nalezenych vzort na kapacitovanych spermiich
S navazanym MAA lektinem znacici a-2,3 vazanou sialovou kyselinu liSici se pouze rozdilnym
signalem na hlavicce.

C

)

Obr. 20. Kapacitované spermie v suspenzi s MAA lektinem — detaily nejcastéji zastoupenych kategorii
znaceni. A — signdl v apikalni ¢asti akrozomu, B — signal v apikalni édsti akrozomu a postakrozomalni
oblasti, C — signdl v apikalni casti, hlavni casti akrozomu a slabé v ekvatorialnim segmentu akrozomu.

Na Obr. 21 je uvedeny graf predstavujici rozdil v lokalizaci signalu na apikalni casti
akrozomu a hlavni ¢asti akrozomu u spermii s vazbou MAA pied a po kapacitaci. Bylo
napocitano 100 ejakulovanych a 100 kapacitovanych spermii dvou kancii oddélené, u kterych
byl sledovan pouze signal na akrozomu. Z hodnot bylo nasledné¢ vypocitdno procentudlni
zastoupeni, primér a stanovena standardni chyba priméru. Z grafu lze vycist, ze doslo ke
zméné v sacharidovych strukturdch na hlavicce spermii a lokalizace vazby MAA se po
kapacitaci lisi. Po kapacitaci bylo detekovano vice spermii se sialovou kyselinou vazanou pouze
Vv apikalni ¢asti akrozomu nez pted kapacitaci. Primérny narist této populace spermii byl 15%.

33



Naprosta vétSina jak ejakulovanych (93,5 %), tak kapacitovanych (78,5 %) spermii vsak
vykazovala signal jak na apikalni ¢asti, tak i na hlavni ¢asti akrozomu.
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Obr. 21. Grafické porovnani pritmérného procentudlniho zastoupeni signdlu vazby MAA lektinu na
akrozom spermii v suspenzi pied a po kapacitaci. Odchylka z priiméru je vyjadiena + SEM,;

NS — rozdil neni signifikantni.

Na Obr. 22a je graf predstavujici rozdil v lokalizaci vazby MAA na bi¢iku u spermii pied
a po kapacitaci. Postup vypoctu byl totozny jako u predeslého grafu. V grafu lze pozorovat
velmi vyrazny, statisticky vyznamny pokles (86 %) v mnozstvi kapacitovanych spermii, které
byly znateny MAA na biciku. Statisticky vyznamny rozdil p<0,05 je vyjadien v grafu na Obr.

22b hvézdickou.
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Obr. 22a. Grafické porovndni primérného Obr. 22b. Signifikantni pokles (p<0,05)
procentudlniho zastoupeni signdlu vazby V priiomérném  procentudlnim  zastoupeni

MAA lektinu na bicik spermii v suspenzi pied
a po kapacitaci. Odchylka zpriaméru je
vyjadirena + SEM.
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5.1.2.2 Lokalizace sialové kyseliny pomoci SNA lektinu pred a po kapacitaci

Na Obr. 23 je ukazana lokalizace a-2,6 vazané sialové kyseliny pomoci lektinu SNA
v suspenzi u ejakulovanych spermii. Na spermiich v obrazku je zfejmé, ze signal viditelné
chybél hlavné v postakrozomdlni oblasti a dale v mensi mife i v ekvatoridlnim segmentu
spermie, nicméné celkovy signal byl velice vyrazny na celé spermii v¢etné biciku. Je také
patrné, ze intenzita signalu v apikalni ¢asti akrozomu byla vyraznéjsi nez na ostatnich ¢astech
spermie.

Obr. 23. Detekce a-2,6 vdzané sialové kyseliny na ejakulovanych spermiich v suspenzi: A — jadra
znacené DAPI (modre), B — pozitivai reakce S SNA lektinem (zelené), C — akrozomy znacené PNA
lektinem (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni kontrola. Zlutd Sipka znaci
spermie zcela bez signalu. Zvetseni 400x, méritko 10 um.

Na Obr. 24 je uveden graf s procentudlnim zastoupenim jednotlivych vzori vazby SNA
lektinu u 100 ejakulovanych spermii napocitanych u tii riznych kanct. Z 22 % byla sialova
kyselina lokalizovana na celé spermii. Nejvice zastoupenou skupinou byly spermie s detekci
sialové kyseliny na celé spermii kromé postakrozomalni oblasti, tato skupina tvofila 69 %. Na
biciku byl signal detekovan v 93 % ptipadi. Obdobné¢ jako v ptfipadé ejakulovanych spermii
inkubovanych v suspenzi s MAA lektinem byla i v této skupiné pomémneé casto viditelna
cytoplazmatické kapka.
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Obr. 24. Grafické porovndni procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzorii vazby SNA lektinu na
ejakulované spermie v suspenzi.

Na Obr. 25 Ize vidét detaily nejcastéji nalezenych vzord na ejakulovanych spermiich
s navazanym SNA lektinem znacici a-2,6 vadzanou sialovou kyselinu lisici se rozdilnym
signalem na hlavic¢ce. V obou ptipadech je viditelna vyrazna intenzita signalu.

Obr. 25. Ejakulované spermie v suspenzi s SNA lektinem — detaily nejcastéji zastoupenych kategorii
znaceni: A — signdl na celé spermii, B — signdl na celé spermii kromé postakrozomalni oblasti.

Na Obr. 26 a 27 l1ze vidét lokalizaci a-2,6 vazané sialové kyseliny pomoci lektinu SNA
Vv suspenzi u kapacitovanych spermii. Dva obrazky jsou uvedené z diivodu dvou populaci
spermii, které¢ byly v tomto piipadé pozorovany v podobné mitre. Na Obr. 27 je populace se
signalem pouze na hlavicce, zatimco na Obr. 26 je vybrana populace spermii s detekcei sialové
kyseliny i na bi¢iku spermie.
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Obr. 26. Detekce a-2,6 vdazané sialové kyseliny na kapacitovanych spermiich v suspenzi: A — jadra
znacené DAPI (modre), B — pozitivni reakce s SNA lektinem (zelené), C — akrozomy znacené PNA
lektinem (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni kontrola. Cervena Sipka

znaci poskozeny akrozom. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

Obr. 27. Detekce a-2,6 vdzané sialové kyseliny na kapacitovanych spermiich v suspenzi: A — jadra
znacené DAPI (modre), B — pozitivni reakce S SNA lektinem (zelené), C — akrozomy znacené PNA
lektinem (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni kontrola. Cervena Sipka

znaci poskozeny akrozom. Zvétseni 400x, mévitko 10 um.
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Na Obr. 28 je uveden graf s procentudlnim zastoupenim jednotlivych vzorti vazby SNA
lektinu na 100 kapacitovanych spermii napocitanych u tfi riznych kancti dohromady. Pomér
mezi spermiemi se signalem a bez signalu na biciku byl oproti ejakulovanym spermiim
pomérné vyrovnany. Signal na biciku byl viditelny u 54 % bunék. Naproti tomu u 46 % bunck
byl zaznamenan signdl pouze na hlavicce. Nejvice zastoupenou populaci s 27 % tvoftily spermie
s detekci sialové kyseliny na celé spermii. Druhou nejvétsi populaci tvotily spermie se signalem
pouze na celé¢ hlavicce (22 %). 20 % spermii chybél signdl jen v postakrozomalni oblasti
au 14 % spermii byla sialova kyselina lokalizovana pouze na akrozomu. V 10 % pfipada
vykazovala pozitivni reakci s lektinem pouze apikalni ¢ast akrozomu a ve zbylych 7 %
vykazoval pozitivni reakci i bi¢ik. Po kapacitaci vzrostl pocet spermii se signalem
V postakrozomalni oblasti o 23 %.
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Obr. 28. Grafické porovndni procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzorii vazby SNA lektinu na
kapacitované spermie v suspenzi.

Na Obr. 29 lze vidét detaily nejcastéji nalezenych populaci u kapacitovanych spermii
s navazanym SNA lektinem znacici a-2,6 vazanou sialovou kyselinu. Jak uz bylo zminéno,
Vv této skupin€ lze pozorovat rozdily jak v signalu na bi¢iku, tak i na hlavi¢ce spermie.

Obr. 29. Kapacitované spermie v suspenzi s SNA lektinem — detaily nejéastéji zastoupenych kategorii
znaceni: A — signal na celé spermii, B — signal na celé spermii kromé ekvatorialni segmentu akrozomu
a postakrozomdlni oblasti, C — signdl pouze v akrozomu, D — signdl na celé hlavicce.
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Na Obr. 30 je uvedeny graf predstavujici rozdil v lokalizaci signalu vazby SNA v apikalni
Casti akrozomu a hlavni ¢asti akrozomu u spermii pted a po kapacitaci. Jak je z grafu patrné,
velmi podobné jako v ptipadé¢ lektinu MAA po kapacitaci doslo k nariistu zastoupeni spermii
svazbou SNA lektinu na sacharidové struktury pouze v apikalni ¢asti akrozomu, nicméné
primérny procentualni rozdil byl pouze 9 %. Naprostd vétSina spermii (v priméru 89,5 %
ejakulovanych a 80,5 % kapacitovanych spermii) vykazovala signdl s lokalizaci sialové
kyseliny jak v hlavni ¢asti akrozomu, tak soucasn¢ i v hlavni ¢asti akrozomu.
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Obr. 30. Grafické porovnani pritmérného procentudlniho zastoupeni signdalu vazby SNA lektinu na
akrozom spermii v suspenzi pied a po kapacitaci. Odchylka z priiméru je vyjadiena = SEM;
NS — rozdil neni signifikantni.

Na Obr. 31 je graf ptedstavujici rozdil v lokalizaci signalu na bi¢iku u spermii s vazbou
SNA pted a po kapacitaci. U ejakulovanych spermii je vidét jasna pfevaha spermii se signalem
na biciku (96 %). Po kapacitaci nastal pokles v procentu znac¢enych spermii v priméru 0 45 %.
Podobné jako v pripadé¢ lektinu MAA 1ze tedy hovofit o vyrazném rozdilu v lokalizaci sialové
kyseliny na biciku pted a po kapacitaci.
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Obr. 31. Grafické porovndni priimérného procentudlniho zastoupeni signdlu vazby SNA lektinu na
bicik spermii v suspenzi a po kapacitaci. Odchylka z priiméru je vyjadiena + SEM; NS — rozdil neni
signifikantni.
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5.1.2.3 Lokalizace sialové kyseliny pomoci WGA lektinu pred a po kapacitaci

Na Obr. 32 Ize pozorovat lokalizaci nejen sialové kyseliny ale i N-acetylglukosaminu
pomoci lektinu WGA v suspenzi u ejakulovanych spermii. Na vét§iné spermii v obrazku je
patrny vyrazny signal na celé spermii kromé postakrozomalni oblasti. Celkova intenzita signalu
byla v ptipad¢ tohoto lektinu nejvyssi, nejvice zietelna byla detekce sialové kyseliny v apikalni
¢asti akrozomu.

Obr. 32. Detekce sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu na ejakulovanych spermiich v suspenzi:
A — jddra znacené DAPI (modie), B — pozitivni reakce s WGA lektinem (zelené), C — akrozomy znacené
PNA lektinem (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni kontrola. ZvetsSeni
400x, méritko 10 um.

Na Obr. 33 je zobrazeno grafické porovnani a procentudlni zastoupeni jednotlivych
populaci nalezenych u ejakulovanych spermii v suspenzi svazbou WGA lektinu. Jasnou
prevahu s 80 % tvofila populace spermii se signdlem na celé spermii. Do této skupiny byly
pocitany i1 spermie se slabou fluorescenci v postakrozomalni oblasti. Populace spermii, které
zcela chybél signal pouze v postakrozomalni oblasti tvotila 16 %. Zbytek (4 %) tvotily spermie
s detekci signalu pouze v apikalni ¢asti akrozomu a na biciku.
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Obr. 33. Grafické porovndni procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzori vazby WGA lektinu na
ejakulované spermie v suspenzi.

Obr. 34 ptedstavuje detaily spermii se vSemi nalezenymi vzory na ejakulovanych
spermiich s navazanym WGA lektinem znacici sialovou kyselinu a N-acetylglukosamin lisici
se rozdilnym signalem na hlavicce.

Obr. 34. Ejakulované spermie v suspenzi s WGA lektinem — detaily nejéastéji zastoupenych kategorii
znaceni: A — signal na celé spermii, B — signadl na celé spermii kromé ekvatorialni segmentu akrozomu
a postakrozomalni oblasti, C — signal pouze v apikalni casti akrozomu a na biciku.

Na Obr. 35 je =zobrazena lokalizace sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu
u kapacitovanych spermii v suspenzi. Na obrazku jsou jako v pfedchozim piipadé¢ vybrané
spermie se signalem na celé spermii kromé postakrozomalni oblasti, popt. s velmi slabou nebo
¢astecnou fluorescenci v této oblasti.
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Obr. 35. Detekce sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu na kapacitovanych spermiich v suspenzi:
A —jddra znacené DAPI (modre), B — pozitivni reakce s WGA lektinem (zelené), C — akrozomy znacené
PNA lektinem (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni kontrola. ZvetsSeni
400x, méritko 10 um.

Nasledujici graf (Obr. 36) ukazuje, Ze podil spermii bez signalu v postakrozomalni oblasti
po kapacitaci jasné vzrostl, a to z20 % na 88 %. Po kapacitaci je tedy mozné pozorovat
pokles poétu spermii s vazbou WGA na postakrozomalni oblast hlavicky o 68 %. Bicik
vykazoval jasnou fluorescenci u vSech spermii. Z grafli 1ze tedy vycist, Ze sialova kyselina nebo
N-acetylglykosamin po kapacitaci patrné z postakrozomalni oblasti odchazi.
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Obr. 36. Grafické porovnani procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzori vazby WGA lektinu na
ejakulované spermie v suspenzi.
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Na Obr. 37 je uvedeny graf ptedstavujici rozdil v lokalizaci signalu na apikalni ¢asti
akrozomu a hlavni ¢asti akrozomu u spermii s vazbou WGA pied a po kapacitaci. Bylo
napocitano 100 ejakulovanych a 100 kapacitovanych spermii dvou kancti oddélené, u kterych
byl sledovan pouze signél na akrozomu. Z hodnot byl nésledné vypocitan primér a stanovena
standardni chyba priméru. Z grafu lze vycist, ze pocet spermii se signalem V hlavni
¢asti akrozomu po kapacitaci narozdil od piedchozich ptipadti pramérné vzrostl, piesnéji o 8
%. U naprosté vétSiny spermii, at’ uz ejakulovanych (86,5 %) nebo kapacitovanych (94,5 %)
byl signal lokalizovan jak v apikalni, tak i v hlavni ¢asti akrozomu.
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Obr. 37. Grafické porovndni pritmérného procentudlniho zastoupeni signdlu vazby WGA lektinu na
akrozom spermii v suspenzi pied a po kapacitaci. Odchylka z priiméru je vyjadiena = SEM;
NS — rozdil neni signifikantni.

Signal na bi¢iku byl nalezen jak u ejakulovanych, tak u kapacitovanych spermii ve
100 % ptipadi, a proto v tomto piipad¢ graf neni uveden.
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5.1.3 Vazba lektini na spermie po fixaci aceton-metanolem

Vazba lektinu na sacharidové struktury glykoproteini spermii byla sledovana také na
preparatech fixovanych vymraZzenym roztokem aceton-metanolu na mikroskopickém sklicku.
Aceton spolu s metanolem ma nejen schopnost bunky fixovat, ale také permeabilizovat jejich
plazmatickou membranu. Vazba lektinu na sialovou kyselinu tak muze probihat i uvnitf
spermie. Pro vizualizaci detekce sacharidovych struktur byl pouzit streptavidin konjugovany
s FITC, pro oznaceni akrozomil byl pouzit lektin PNA konjugovany rhodaminem a pro jadra
DAPI v montovacim médiu. U kazdého experimentu byla provedena negativni kontrola bez
lektinu.

5.1.3.1 Lokalizace sialové kyseliny pomoci MAA lektinu pi‘ed a po kapacitaci

Na Obr. 38 1ze vidét, ze na spermiich po vlhké fixaci a nasledné inkubaci s lektinem MAA
nebyl detekovan zadny signal. Negativni reakce byla pozorovana na ejakulovanych
| kapacitovanych spermiich.

--

Obr. 38. Negativni reakce s lektinem MAA u ejakulovanych spermii fixovanych aceton-metanolem:
A — jddra znacené DAPI (modre), B — akrozomy znacené PNA lektinem (Cervené), C — reakce s MAA
lektinem. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

Byla také vyzkouSena Setrnéjsi fixace pouze pomoci acetonu. Na Obr. 39 Ize pozorovat
velmi vyrazny signdl na ejakulovanych spermiich a slabsi signal na kapacitovanych spermiich.
Zaroven je viditelné silné pozadi. Zeleny signal znacici navdzani MAA lektinu na spermiich,
ktery vykazuje vazbu s a-2,3 sialovou kyselinou, byl patrny vzdy na celé spermii.

Obr. 39. Pozitivni reakce s lektinem MAA u ejakulovanych a kapacitovanych spermii fixovanych
pouze acetonem: A — ejakulované spermie, B — kapacitované spermie. Zelena barva znaci pozitivni
reakci s lektinem MAA. Zvétseni 400x, méritko 10 um.
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5.1.3.2 Lokalizace sialové kyseliny pomoci SNA lektinu pred a po kapacitaci

U ejakulovanych spermii fixovanych aceton-metanolem vykazovala vazba s SNA
lektinem typicky vzor, ktery je mozno vidét na Obr. 40. Detekce signalu nebyla oproti spermiim
Vv suspenzi vibec nalezena na biciku, pouze na hlavicce. Na obrazku je vidét silna fluorescence
v apikalni ¢asti akrozomu a dale slabsi fluorescence v hlavni ¢asti akrozomu a postakrozomalni
oblasti. Signal viditeln¢ chybi v ekvatoridlnim segmentu akrozomu.

Obr. 40. Detekce a-2,6 vazané sialové kyseliny na ejakulovanych spermiich fixovanych aceton-
metanolem: A — jadra znacené DAPI (modre), B — pozitivni reakce S SNA lektinem (zelene),
C — akrozomy znacené PNA lektinem (Cervené), D — sloZeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni
kontrola. Cervend Sipka znact poskozeny akrozom. Zvétseni 400x, méritko 10 um.
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Na nasledujicim grafu (Obr. 41) Ize vidét, ze populace spermii se signalem na celé
hlavi¢ce spermie kromé ekvatoridlniho segmentu byla nejvice zastoupena, a to v 88 %. Ostatni
vzory byly pozorované pouze v jednotkach procent ptipadd. Pouze v 7 % ptipadii byl signal
lokalizovén na biciku.
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Obr. 41. Grafické porovnani procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzori vazby SNA lektinu na
ejakulované spermie fixované aceton-metanolem.

Na Obr. 42 je zvétSeny vytez nejCastéji zastoupeného vzoru v této skupiné. Lze pozorovat
zvySenou intenzitu v apikalni ¢asti akrozomu (modré Sipka) a chybéjici signal v ekvatorialnim
segmentu (bila Sipka).

Obr. 42. Ejakulované spermie fixované aceton-metanolem s SNA lektinem — detail nejéastéji
zastoupeného vzoru: Signal na apikalni casti akrozomu, hlavni casti akrozomu a postakrozomalni
oblasti, modra Sipka ukazuje silny signdl v apikalni Cdasti akrozomu, bild Sipka chybéjici signdl
V ekvatorialnim segmentu.
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Lokalizace a-2,6 vazané sialové kyseliny na kapacitovanych spermiich Ize vidét na Obr.
43. Signal na vybranych spermiich byl detekovan pouze v apikalni ¢asti akrozomu (bila Sipka)
a slab¢ v postakrozomalni oblasti (modra Sipka). U spermie s poskozenym akrozomem (Cervena
Sipka) neni vazba s SNA.

Obr. 43. Detekce a-2,6 vizané sialové kyseliny na kapacitovanych spermiich fixovanych aceton-
metanolem: A — jadra znacené DAPI (modre), B — pozitivni reakce S SNA lektinem (zelene),
C — akrozomy znacené PNA lektinem (Cervené), D — sloZeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni
kontrola. Cervend Sipka znaci poskozeny akrozom, modra Sipka znaci slaby signal v postakrozomalni
oblasti, bild Sipka znaci signal v apikalni ¢asti akrozomu. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

Na Obr. 44 je graficky znazornéné zastoupeni jednotlivych vzord po vazbé s SNA
lektinem. Vzor vyskytujici se u ejakulovanych spermii se signalem na celé hlavicce kromé
ekvatorialniho segmentu klesl po kapacitaci z 88 % (viz Obr. 41) na 37 %. Z grafu je patrné, ze
detekce sialové kyseliny v oblasti hlavni ¢asti akrozomu po kapacitaci do ur¢ité miry vymizela
a zustala pouze V apikalni ¢asti akrozomu a v postakrozomalni oblasti (41 %).
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Obr. 44. Grafické porovndani procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzorii vazby SNA lektinu na
kapacitované spermie fixované aceton-metanolem.

47



Ve 12 % ptipadl zlstal signal pouze v postakrozomalni oblasti spermie a 10 % spermii
naopak vykazovalo vazbu s lektinem pouze na akrozomu. Signal na bic¢iku spermie nebyl
viditelny u zadné spermie.

Na Obr. 45 jsou detaily dvou nejcastéjSich vzoru, které vazba SNA lektinu na
kapacitovanych spermiich vykazovala.

Obr. 45. Kapacitované spermie s SNA lektinem — detaily nejcastéji zastoupenych kategorii znaceni:
A — signal Vv apikalni casti akrozomu a slabé v postakrozomadlni oblasti, B — signdl na celé hlavicce
kromé ekvatorialniho segmentu akrozomu.

Na Obr. 46 je uvedeny graf piedstavujici rozdil v lokalizaci signalu v apikalni ¢asti
akrozomu a hlavni ¢asti akrozomu u spermii s vazbou lektinu SNA pied a po kapacitaci. Jak si
Ize v§imnout, pocet spermii se signalem v hlavni ¢asti akrozomu po kapacitaci klesl primérné
0 16 % a detekce byla lokalizovana ve vétsi mife pouze v apikalni ¢asti akrozomu.
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Obr. 46. Grafické porovnani priimérného procentudliniho zastoupeni signdlu vazby SNA lektinu na
akrozom spermii fixovanych aceton-metanolem pied a po kapacitaci. Odchylka z priméru je
vyjadiena £ SEM; NS — rozdil neni signifikantni.
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Na Obr. 47 je obdobny graf popisujici zmény v lokalizaci sialové kyseliny pted a po
kapacitaci na bi¢iku spermie. Jak je z grafu patrné, v této skupiné byly rozdily minimalni.
V priméru 94,5 % u ejakulovanych a 89 % kapacitovanych spermii nebyla viditelnd zadna
fluorescence na bi¢iku. Po kapacitaci piibylo pouze v priméru 0 5,5 % spermii, u kterych bicik
vykazoval pozitivni reakci s lektinem SNA.
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Obr. 47. Grafické porovndni priimérného procentudlniho zastoupeni signdlu vazby SNA lektinu na
bicik spermii fixovanych aceton-metanolem pied a po kapacitaci. Odchylka z priiméru je vyjadiena
+ SEM; NS — rozdil neni signifikantni.

5.1.3.3 Lokalizace sialové kyseliny pomoci WGA lektinu pi'ed a po kapacitaci

Lokalizace sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu na ejakulovanych spermiich
fixovanych aceton-metanolem je zobrazena na Obr. 48. Na obrazku lze vidét spermie
s pozitivni detekci na celé spermii pouze s chybé&jicim signdlem v postakrozomalni oblasti
(modra Sipka). Je vidét zfetelny rozdil mezi intenzitou signélu v rliznych ¢astech akrozomu.
Intenzita v apikalni ¢asti a ekvatorialnim segmentu akrozomu byla vyrazné silnéjsi, zatimco
V hlavni ¢asti akrozomu byla znateln¢ slabsi.
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Obr. 48. Detekce sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu na ejakulovanych spermiich fixovanych
aceton-metanolem: A — jdadra znacené DAPI (modrie), B — pozitivni reakce S WGA lektinem (zelené),
C — akrozomy znacené PNA lektinem (Cervené), D — slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni
kontrola. Modra Sipka znaci chybéjici signal v postakrozomalni oblasti. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

Na Obr. 49 je uvedeno grafické znazornéni procentualniho zastoupeni jednotlivych
populaci. V grafu je vidét, Ze nejveétsi skupinu tvofil vzor spermii se signdlem po celé buiice
kromé& postakrozomalni oblasti. Tento vzor vazby WGA lektinu byl nalezen u 61 % spermii.
Druhou nejvétsi skupinou byly spermie se signalem pouze na bi¢iku a apikalni ¢asti akrozomu
a/nebo i v ekvatorialnim segmentu, tato skupina tvotila 36 %. U 97 % spermii byl detekovan
signal na biciku a pouze u 3 % svitila jen hlavicka spermie. ZvétSené vyfezy s dvéma skupinami
nejCastéji zastoupenych vzort Ize vidét na Obr. 50.

Ejakulované spermie fixované aceton-metanolem
WGA lektin

@ cela spermie bez postakr. oblasti pouze s apik. ¢asti (popf. i s ekv. seg.) - |36
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Obr. 49. Grafické porovndni procentudlniho zastoupeni jednotlivych vzorii vazby WGA lektinu na
ejakulované spermie fixované aceton-metanolem.
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Obr. 50. Ejakulované spermie WGA lektinem — detaily nejcastéji zastoupenych kategorii znaceni:
A —signal na celé spermii kromé postakrozomalni oblasti, B — signal na celé spermii kromé
postakrozomalni oblasti a hlavni casti akrozomu

Na nasledujicim obrazku (Obr. 51) je vidét pozitivni reakce s WGA lektinem
u kapacitovanych spermii fixovanych aceton-metanolem. Na vybranych spermiich byl zfetelny
signal na celé spermii kromé postakrozomalni oblasti a u jedné buniky navic chybéla detekce
i v oblasti hlavni ¢asti akrozomu (oznac¢eno bilou Sipkou).

Obr. 51. Detekce sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu na kapacitovanych spermiich fixovanych
aceton-metanolem: A — jdadra znacené DAPI (modrie), B — pozitivni reakce s WGA lektinem (zelené),
C — akrozomy znacené PNA lektinem (Cervené), D — sloZeny obrdzek (DAPI, lektin, PNA), K — negativni
kontrola. Bila sipka znaci spermii bez signalu v hlavni casti akrozomu. Zvetseni 400x, méritko 10 um

Na Obr. 52 je graf s procentualnim zastoupenim nalezenych vzort u kapacitovanych
spermii s pozitivni reakci s lektinem WGA. U 98 % spermii byl nalezen signal na biciku.
V zastoupeni jednotlivych vzorti doSlo po kapacitaci pouze k malym zménam. Nejcastéji
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nalezenym vzorem byla s 67 % spermie s lokalizaci signalu na celé spermii kromé
postakrozomalni oblasti. Druhd nejvice zastoupena skupina zlstala také stejnd, spermie se
signalem V apikalni ¢asti akrozomu a biciku nyni tvotily 31 %.

Kapacitované spermie fixované aceton-metanolem

WGA lektin
@ pouze hlavicka-{| 2
@ cela spermie bez postakr. oblasti pouze s apik. ¢asti (popf. i s ekv. seg.) 31
@ cela spermie bez postakrozomalni oblasti s celym akrozomem 67
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Obr. 52. Grafické porovndni procentudlniho zastoupeni jednotlivpch vzorii WGA lektinu na
kapacitované spermie fixované aceton-metanolem.

Na Obr. 53 jsou vlozeny detaily spermii, které reprezentuji vzory, které dohromady
tvotily 98 % zastoupeni u kapacitovanych spermii s navazanym WGA lektinem.

Obr. 53. Kapacitované spermie WGA lektinem — detaily dvou nejéastéji zastoupenych kategorii
zhaceni: A — signal v apikadlni casti akrozomu a slabé v ekvatoridlnim segmentu, B — signal na celé
hlavicéce kromé postakrozomalni oblasti.

Zmény v signdlu na akrozomu spermie s vazbou WGA lektinu pted a po kapacitaci Ize
vidét na nasledujicim grafu (Obr. 54). Jak lze z grafu vy¢ist, lokalizace signalu se po kapacitaci
zménila jen mirné. PocCet spermii se signalem pouze V apikalni ¢asti akrozomu po kapacitaci
lehce klesl, a to v priméru 0 8 %. Témér tii ¢tvrtiny ejakulovanych i kapacitovanych spermii
ovsem vykazovaly signal jak v apikalni ¢asti akrozomu, tak i v hlavni ¢asti akrozomu.
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Obr. 54. Grafické porovndni priimérného procentudlniho zastoupeni signdlu vazby WGA lektinu na
akrozom spermii fixovanych aceton-metanolem pied a po kapacitaci. Odchylka z priméru je
vyjadiena £ SEM; NS — rozdil neni signifikantni.

Obr. 55 pak piedstavuje graf, kde je porovnavan signal na bi¢iku u ejakulovanych
a kapacitovanych spermii. Jak Ize vidét, témét 100 % spermii mélo pozitivni reakci s WGA
lektinem na biciku jak pred kapacitaci, tak i po kapacitaci.
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Obr. 55. Grafické porovndni priimérného procentudlniho zastoupeni signdalu vazby WGA lektinu na
bicik spermii fixovanych aceton-metanolem pied a po kapacitaci. Odchylka z priiméru je vyjadiena
+ SEM; NS — rozdil neni signifikantni.
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5.14 Procentuilni zastoupeni signalu vazby lektinti na spermiich

Na zavér této kapitoly jsou prilozeny tabulky (Tab. 2 a Tab. 3) s procentudlnim
zastoupenim spermii, na kterych byl detekovan signal s vybranymi lektiny. Tabulky jsou
rozdélené dle lektint a zpasobu piipravy mikroskopickych preparati. Jak je mozné vidét, lektin
MAA znacil ejakulované spermie Vv suspenzi ve 44 % a po kapacitaci ve 33 % ptipadt. Pii
vazbé po fixaci aceton-metanolem nebyla detekovana zadna spermie se signalem. Lektin SNA
znacil 52 % ejakulovanych a 58 % kapacitovanych spermii v suspenzi, pfi fixaci aceton-
metanolem se znaceni zvysilo na 94 % u ejakulovanych a 65 % u kapacitovanych spermii.
Z hodnot v tabulkach lze vyvodit, Ze ze vSech lektini nejvice spermie znacil lektin WGA s 75
a 76 % u vazby v suspenzi a 89 a 94 % s vazbou po fixaci aceton-metanolem.

Tab. 2. Porovndni procentudlniho zastoupeni signdlu na spermiich svazbou lektinu v suspenzi
U jednotlivych skupin.

Suspenze
Spermie se0 signalem MAA SNA WGA
v %
Ejakulované 44 52 75
Kapacitované 33 58 76

Tab. 3. Porovndni procentudlniho zastoupeni signdlu na spermiich s vazbou lektinu po fixaci aceton-
metanolem u jednotlivych skupin.

Aceton-metanol

Spermie se0 signalem MAA SNA WGA
v %
Ejakulované 0 94 89
Kapacitované 0 65 94

5.2 Detekce sialové kyseliny v extraktech spermii pred a po kapacitaci

Za ucelem detekce sializovanych proteind ve spermiich pred a po kapacitaci byla
provedena extrakce proteini a naslednd SDS-elektroforéza. Gelova elektroforéza zajistila
rozdéleni proteinli podle jejich molekulové hmotnosti. Rozdélené proteiny byly nésledné
pfeneseny na membranu, na které byly detekovany proteiny s navazanou kyselinou sialovou.
Pro detekci pouze sacharidovych struktur na povrchu bunky vazanych na glykoproteiny na
plazmatické membrané byly izolovany povrchové glykoproteiny spermii. Byla tak zkouména
mira sializace glykoproteind na povrchu a v celé spermii. Pro extrakci povrchovych proteini
byly pouZzity nativni ejakulaty. Pro extrakci celkovych proteinli byly pouZity inseminaéni
davky. VSechny vzorky byly pfipraveny v neredukujicich podminkach. U detekce pomoci
lektinu nebo protilatky proti sialové kyselin¢ je vzdy uveden pouze jeden reprezentativni
obrazek z vybraného opakovani.

54



5.2.1 Denzitometricka a statisticka analyza

Pro vyhodnoceni zastoupeni sializovanych glykoproteinti pfred a po kapacitaci byla
provedena denzitometricka analyza a vysledky byly normalizovéany k ejakulovanym spermiim.
Vytvotené grafy zobrazuji hodnoty relativni optické denzity detekované sialové kyseliny
pomoci lektinu nebo protilatky v glykoproteinech spermii. Hodnoty jsou vztazené k signélu
tubulinu za ucelem zahrnuti rozdilného mnozstvi proteint v celkové nanédsce ejakulovanych
a kapacitovanych spermii. K vyhodnoceni vysledkl u celkovych protein byly analyzovany
3 méfeni z inseminacnich ddvek od riznych kanct a byly porovnavany celkové signaly
sializovanych proteinti pied a po kapacitaci. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci
parového t-testu a jako statisticky vyznamny byl hodnocen rozdil na hladiné¢ vyznamnosti
p=0,05. Z vysledkii byl vytvofen graf s uvedenymi smérodatnymi odchylkami u hodnoty
primé&ru. U povrchovych glykoproteinll z nativniho ejakulatu nebylo moZné zmény statisticky
vyhodnotit kvlli experimentim s pozitivnim signdlem v negativni kontrole nebo netspésné
detekci sializovanych glykoproteinti. V tomto piipad¢ byla provedena denzitometricka analyza
u vybranych glykoproteini a vytvoreny grafy porovnavajici optickou denzitu pied a po
kapacitaci pro jedno opakovani.

5.2.2 Detekce v celkovych proteinovych extraktech spermii

Proteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii byly inkubovany s biotinem
znacenymi lektiny MAA a SNA a dale byla vyzkousena detekce pomoci polyklonélni krali¢i
protilatky proti sialové kyseling€. Tato metoda korespondovala s metodou lokalizace sialové
kyseliny na spermiich pii vazbé lektini na spermie fixované aceton-metanolem pomoci
fluorescenniho mikroskopu. U kazdé detekce je pfiloZzen vyfez membrany s negativni
kontrolou inkubovanou pouze s avidinem konjugovanym s kienovou peroxidazou a pozitivni
kontrolou po inkubaci s a-tubulinem u ejakulovanych a kapacitovanych spermii. U pozitivni
kontroly lze vidét detekci a-tubulinem o velikosti 50 kDa. Tubulin slouzil jako referen¢ni
protein pro urceni celkové nanasky proteint.

5.2.2.1 Detekce sialové kyseliny pomoci MAA lektinu

Pro detekci a-2,3 vazané sialové kyseliny v celkovych glykoproteinech spermii byl pouzit
lektin MAA, pro vizualizaci proteint byl pouzit avidin konjugovany s kifenovou peroxidazou.
Na Obr. 56A je nitrocelul6zova membrana, na které jsou viditelné proteiny z ejakulovanych
a kapacitovanych spermii s pozitivni reakci s lektinem. Na Obr. 56B je ukazana kontrolni
detekce o-tubulinu a obrazek 56C zobrazuje negativni kontrolu. Byly detekovany
glykoproteiny o velikosti 150 a 98 kDa a dale glykoproteiny s velikosti 61-95 kDa, 45-50 kDa
a33-39 KDa. Signal vazby MAA lektinu byl vztaZen k celkové nanaSce extrahovanych proteint
ejakulovanych a kapacitovanych spermii vyjadiené detekci a-tubulinu.
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Obr. 56. Detekce a-2,3 vazané sialové kyseliny v extraktu spermii pied a po kapacitaci pomoci lektinu
MAA (A), pozitivni kontrola detekci a-tubulinu (B), negativni kontrola po inkubaci pouze s avidinem
konjugovanym s kienovou peroxiddazou (C): 1 — ejakulované spermie, 2 — kapacitované spermie.

Na Obr. 57 lze vidét statistické vyhodnoceni vysledk denzitometrické analyzy
Vv primérné intenzité signalu MAA lektinu reagujiciho s a-2,3 vazanou sialovou kyselinou
v extraktu celkovych glykoproteinti spermii pied a po kapacitaci. Hodnoty jsou vztazeny
k signalu protilatky proti a-tubulinu. Pokles v mnozstvi sialové kyseliny u kapacitovanych
glykoproteini byl vyrazny, a to zhruba na tfetinu své plivodni hodnoty stanovené
u ejakulovanych spermii. Hvézdic¢ka znaci statisticky vyznamny rozdil s hodnotou p<0,05
(p=0,0272).
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Obr. 57. Primér intenzity signdlu lektinu MAA s vazbou na a-2,3 vazdnou sialovou kyselinu
Vv celkovém extraktu spermii pied a po kapacitaci; statisticky vyznamny rozdil p<0,05.
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5.2.2.2 Detekce sialové kyseliny pomoci SNA lektinu

Byla provedena detekce a-2,6 vazané sialové kyseliny Vv celkovych glykoproteinech spermii
pomoci lektinu SNA, pro vizualizaci proteinii byl pouzit avidin konjugovany s kienovou
peroxidazou. Na Obr. 58A je nitrocelulézovd membrana, na které jsou viditelné proteiny
spermii pfed a po kapacitaci s pozitivni reakci s lektinem. Na Obr. 58B je ukazana kontrolni
detekce o-tubulinu a obrazek 58C zobrazuje negativni kontrolu. Byly detekovany
glykoproteiny o velikosti 150 a 97 kDa, coz naznacuje, Ze by se mohlo jednat o stejné proteiny
jako u detekce lektinem MAA. Dale byly detekovany glykoproteiny s velikosti 75 kDa a 48,5
kDa.
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Obr. 58. Detekce a-2,6 vdazdné sialové kyseliny v extraktu spermii pied a po kapacitaci pomoci lektinu
SNA (A), pozitivni kontrola detekci a-tubulinu (B), negativni kontrola po inkubaci pouze s avidinem
konjugovanym s ki‘enovou peroxidazou (C): 1 — ejakulované spermie, 2 — kapacitované spermie.

Na Obr. 59 lze vidét statistické vyhodnoceni vysledk denzitometrické analyzy
V primérné intenzité signalu SNA lektinu reagujiciho s a-2,6 vazanou sialovou kyselinou
Vv extraktu spermii pfed a po kapacitaci. Hodnoty jsou vztaZzeny k signalu protilatky proti
a-tubulinu. Pokles v mnozstvi sialové kyseliny u kapacitovanych glykoproteinti byl opét
vyrazny, a to také zhruba na ttetinu své ptivodni hodnoty stanovené u ejakulovanych spermit
podobné jako u lektinu MAA. Dvé hvézdi¢ky znadi statisticky vyznamny rozdil s hodnotou
p<0,01 (p=0,0060).
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Obr. 59. Primér intenzity signdlu lektinu SNA svazbou na a-2,6 vazdinou sialovou kyselinu
Vv celkovém extraktu spermii pied a po kapacitaci; statisticky vyznamny rozdil p<0,01.

5.2.2.3 Detekce sialové kyseliny pomoci protilatky

Pro detekci sialové kyseliny v glykoproteinech na PVDF membrané byla vyzkousena
polyklonalni protilatka proti sialové kyseliné (abx100414) a jako sekundarni protilatka byla
pouzita protilatka proti kralicim imunoglobulinlim konjugovana s kienovou peroxidazou. Na
Obr. 60 1ze vidét dvé membrany s pifenesenymi proteiny od dvou rdznych kancti, na obou
membranach je viditelny proteinovy prouzek o molekularni hmotnosti 54,5 a 55 kDa, coz
naznacuje, Ze by se mohlo jednat o stejny glykoprotein. Na Obr. 61 je ukdzana kontrolni detekce
a-tubulinu a negativni kontrola.

Obr. 60. Imunodetekce celkovych proteinii 7 inseminaéni ddavky pomoci protildtky proti sialové
kyseliné (abx100414), kanec A (A) a kanec B (B): 1 — ejakulované spermie, 2 — kapacitované spermie
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Obr. 61. Pozitivni kontrola detekci a-tubulinu (A), negativni kontrola po inkubaci pouze s avidinem
konjugovanym s ki‘enovou peroxiddazou (B): 1 — ejakulované spermie (kanec A), 2 — kapacitované
spermie (kanec A), 3 — ejakulované spermie (kanec B), 4 — kapacitované spermie (kanec B).

Viditelna detekce byla pozorovana pouze u dvou opakovani, proto nebylo mozné rozdil
v detekci signalu pied a po kapacitaci statisticky ovéfit. Na Obr. 62 lze vidét vysledky

denzitometrické analyzy v intenzité¢ signalu protilatky proti sialové kyseliné Vv celkovém
extraktu spermii pted a po kapacitaci pocitané z membran na Obr. 60. Hodnoty jsou vztazeny
k signalu protilatky proti a-tubulinu. Z grafii je patrny pokles v mnozstvi sializovaného 54,5
a 55 kDa proteinu po kapacitaci. Signal vyrazné klesl z hodnoty 1 relativni optické denzity
u ejakulovanych spermii na hodnotu 0,272 u kance A a 0,216 u kance B.
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Obr. 62. Intenzity signdlu protilatky proti sialové kyseliné v celkovém extraktu spermii pied a po

kapacitaci.
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5.2.3 Detekce v povrchovych proteinovych extraktech spermii

Vzorky spermii pochazely znativnich ejakulatd plemene Duroc. Pro detekci
sializovanych glykoproteinii na povrchu spermii pfed a po kapacitaci byly izolovany povrchové
proteiny ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Tato metoda korespondovala s metodou
lokalizace sialové kyseliny na spermiich pii vazb¢ lektinti v suspenzi pomoci fluorescencniho
znaceni. B€hem procesu zvaného biotinylace se na NH2 skupiny proteinii na povrchu bun¢k
kovalentné navézal biotin, ktery slouzil jako znacka. Po lyzaci spermii byly biotinylované
proteiny z lyzatu vyvazany avidinem konjugovanym na gelovych kuli¢kach. Protoze v tomto
ptipadé nebylo mozné vyuzit a-tubulin jako referen¢niho proteinu urcujiciho rozdil v nanasce
proteinti, byla jako referencni hodnota brana koncentrace spermii jednotlivych kanci.
Informace o koncentraci spermii jednotlivych kanct pochézela z inseminacni stanice kanct, ze
které nativni ejakulaty pochazely. Po kapacitaci se pocitalo s univerzalni ztratou 20 %
Vv koncentraci spermii. Byly pouZity lektiny MAA, SNA a WGA. Pro vizualizaci proteind byl
pouzit avidin konjugovany s kienovou peroxidazou. Byla vyzkousena i protilatka proti sialové
kyselingé, nicméné¢ u zadného experimentu nebyly proteiny detekovany, proto neni dale
uvadéna. Celkem byly provedeny pokusy u 7 raznych kancl, nicméné ve velké c&asti
negativnich kontrol bylo detekovano vysoké mnozstvi proteini a vysledky tak nemohly byt
vyhodnoceny. Z téchto divodi nemohla byt provedena statisticka analyza. Byl vybran jeden
reprezentativni kanec, u kterého byla izolace 1 detekce uspeSna a mohla tak byt provedena
denzitometrick4 analyza a vysledky této analyzy mohly byt vloZeny do grafu.
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5.2.3.1 Detekce sialové kyseliny pomoci MAA lektinu

Pro detekci a-2,3 vazané sialové kyseliny Vv povrchovych glykoproteinech spermii byl
pouzit lektin MAA. Na Obr. 63 je nitrocelulozova membrana, na které jsou viditelné
glykoproteiny spermii pied a po kapacitaci s pozitivni reakci s lektinem. Vlevo je pfilozen
snimek membrany obarvené Ponceau pro ukazku celkové nanasky proteinti, kde 1ze pozorovat
pokles v mnozstvi pied a po kapacitaci (Obr. 63A). Na Obr. 63B je vloZen vyfez membrany
detekovanych sializovanych glykoproteinii pomoci lektinu MAA, na kterém lze vidét dva
viditelné proteinové prouzky s povrchovymi glykoproteiny s navdzanou sialovou kyselinou
0 molekulové hmotnosti 360 a 20,7 kDa. Signdl vazby MAA u obou glykoproteini po
kapacitaci vyrazné klesl.
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Obr. 63. Celkovd nandska proteinii na membrdané (barveni Ponceau) (A), detekce povrchovych
proteinii 7 nativniho ejakulatu pomoci MAA lektinu (B), negativni kontrola (C): 1 — ejakulované
spermie, 2 — kapacitované spermie.

Na Obr. 64 1ze vidét vysledky denzitometrické analyzy v intenzité signalu u vybranych
glykoproteint Vv extraktu povrchovych glykoproteinti spermii pfed a po kapacitaci. Hodnoty
jsou vztazeny ke koncentraci spermii. Pokles v mnozstvi sialové Kyseliny u kapacitovanych
glykoproteint byl velmi vyrazny, u obou glykoproteinii klesl signal po kapacitaci zhruba na
¢tvrtinu své puvodni hodnoty oproti ejakulovanym spermii.
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Obr. 64. Intenzity signdalu MAA lektinu s vazbou na a-2,3 vazanou sialovou kyselinu u vybranych
povrchovych glykoproteinii pied a po kapacitaci.

5.2.3.2 Detekce sialové kyseliny pomoci SNA lektinu

Pro detekci 0-2,6 vazané sialové kyseliny v povrchovych glykoproteinech spermii byl
pouzit lektin SNA. Na Obr. 65 je nitrocelul6zova membrana, na které jsou viditelné proteiny
spermii pted a po kapacitaci s pozitivni reakci s lektinem. Vlevo je ptilozen snimek membrany
obarvené Ponceau pro ukazku celkové nanaSky proteint, kde 1ze pozorovat pokles v mnoZzstvi
pfed a po kapacitaci (Obr. 65A). Na Obr. 65B je vyifez membrany s detekci sializovanych
glykoproteinti pomoci lektinu SNA. U ejakulovanych spermii byly detekovany glykoproteiny
o velikosti 20-21 kDa a 14,8 kDa. Je pravdépodobné, Ze detekovany 20-21 kDa glykoprotein je
shodny s proteinem detekovanym pomoci lektinu MAA. Jak lze vidét, u kapacitovanych
spermii mira signalu téchto glykoproteinti klesla, v extraktu neni viditelny zadny detekovany
prouzek.
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Obr. 65. Celkova nandSka proteinii na membrané (barveni Ponceau) (A), detekce povrchovych
proteinii 7 nativniho ejakuldatu pomoci SNA lektinu (B), negativni kontrola (C): 1 — ejakulované
spermie, 2 — kapacitované spermie.
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Na Obr. 66 1ze vidét vysledky denzitometrické analyzy v intenzité signalu u vybranych
glykoproteina v extraktu povrchovych glykoproteinti spermii pfed a po kapacitaci. Hodnoty
jsou vztazeny ke koncentraci spermii. Pokles v mnozstvi sialové kyseliny u kapacitovanych
glykoproteinti byl znovu velmi vyrazny. U obou glykoproteint klesl signal po kapacitaci zhruba
na desetinu své pivodni hodnoty oproti ejakulovanym spermii.
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Obr. 66. Intenzity signdalu SNA lektinu s vazbou na a-2,6 vdazanou sialovou kyselinu u vybranych
povrchovych glykoproteinii pied a po kapacitaci.

5.2.3.3 Detekce sialové kyseliny pomoci WGA lektinu

Schopnost vazat sialovou kyselinu ma 1 lektin WGA, ktery ale zaroven umi vytvoftit vazbu
i S N-acetylglukosaminem. Lektin WGA byl vyuzit pro detekci téchto sacharidovych struktur
v povrchovych glykoproteinech. Na Obr. 67 lze vidét nitroceluldzovou membranu
s povrchovymi glykoproteiny z ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Vlevo je ptiloZen
snimek membrany obarvené Ponceau pro ukazku celkové nanasky proteini, kde 1ze pozorovat
pokles v mnozstvi pied a po kapacitaci (Obr. 67A). Na Obr. 67B je vyfez membrany s detekci
sializovanych glykoproteinti pomoci lektinu WGA.V tomto ptipadé byly detekovany vyrazné
signaly u glykoproteinti o tfech riznych molekulovych hmotnosti. Jako v ptipad¢ lektinu MAA
a SNA byl detekovan glykoprotein o velikosti 21. Déle byl detekovan signal u glykoproteinti
0 velikosti 350 a 16,5 kDa. Z obrazku je patrné, ze signal u 21 a 350 kDa proteint po kapacitaci
klesa. Naopak mira signalu 16,5 kDa proteinu po kapacitaci viditelné roste.
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Obr. 67. Celkovd nandska proteinii na membrdiné (barveni Ponceau) (A), detekce povrchovych
proteinii 7 nativniho ejakuldtu pomoci WGA lektinu (B), negativni kontrola (C): 1 — ejakulované
spermie, 2 — kapacitované spermie.

Po provedeni denzitometrické analyzy byl vytvofen graf (Obr. 68) popisujici zmény
v detekei signalu vybranych glykoproteinti pfed a po kapacitaci. Hodnoty jsou vztazeny ke
koncentraci spermii. Jak lze vidét, signal glykoproteinu o molekulové hmotnosti 16,5 kDa po
kapacitaci vzrostl z hodnoty 1 relativni optické denzity na hodnotu 1,271. U 21kDa proteinu
celkovd mira signalu klesla na hodnotu 0,424. Velmi podobnd zména byla pozorovana
i u 350kDa proteinu, kde hodnota klesla na 0,463.
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Obr. 68. Intenzity signilu WGA lektinu s vazbou na sialovou kyselinu a N-acetylglukosamin
u vybranych povrchovych glykoproteinii pied a po kapacitaci.
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6 Diskuze

Sialové kyseliny jsou sacharidy kyselé povahy, které lze Casto najit na bunécnych
povrsich (Varki & Varki 2007). Tyto cukry jsou dtlezitou soucasti glykoproteinového obalu
spermie, kterému davaji mnoho dulezitych vlastnosti (Tecle & Gagneux 2015). Bylo potvrzeno,
7e tyto kyseliny chrani spermii pfed imunitnim systémem reproduk¢niho traktu samice
(Toshimori et al. 1991; Crocker et al. 2007; Ma et al. 2016) a udavaji celé buiice negativni naboj
(Holt 1980), ktery zpisobuje odpuzovani ¢astic (Ahmad & McPhie 1980), zabrafiuje agregaci
bun¢k (Schauer 1982) a zvysuje rigiditu spermie (Crook 1993). Dostatek sialovych kyselin
navazanych na spermii zvysuje jeji Sanci na preziti a oplozeni. Dostate¢né mnozstvi negativné
nabitych sialovych kyselin na povrchu spermie slouzi jako marker pii selekci spermii (Chan et
al. 2006; Ainsworth et al. 2011). Podle dosavadnich studii 1ze ptfedpokladat, ze tyto cukry
pomahaji spermiim prochézet skrz mukus v sami¢im reprodukénim traktu (Tollner et al. 2008b;
Tollner et al. 2011) a ovliviiuji motilitu spermii (van Vuuren et al. 1992; Lassalle & Testart
1994; Fernandez-Fuertes et al. 2018). Sialové kyseliny jak na spermii, tak na oviduktu se také
zapojuji do vazby spermii na oviduktalni epitel, a tudiz do tvorby oviduktalniho rezervoaru
u riznych savcl veetné prasete (Cortés et al. 2004; Tollner et al. 2008a; Kadirvel et al. 2012;
Miller 2015). V neposledni fad€ je jim vénovana pozornost, kvili jejich roli ve vazbé spermie
na zona pellucida oocytu (Lambert & Van Le 1984; Lassalle & Testart 1994; Ozgur et al. 1998;
Velasquez et al. 2007; Pang et al. 2011). Mira sializace na spermii roste S tim, jak spermie
prochazi epididymem (Holt 1980; Toshimori et al. 1988). Pfi ejakulaci dochazi k za¢lenovani
sializovanych slozek semenné plazmy na plazmatickou membranu spermie (Ma et al. 2016).
Po kapacitaci by mélo u savcii dochazet k poklesu obsahu sialovych kyselin na spermii
(Focarelli et al. 1990b; Lassalle & Testart 1994; Focarelli et al. 1995; Ma et al. 2012; Ma et al.
2016; Fernandez-Fuertes et al. 2018). U kance byla tato zména také potvrzena (Vazquez et al.
1996; Jiménez et al. 2003; Wang et al. 2018). Podrobné molekularni mechanismy zapojeni
sialovych kyselin do reprodukénich procesti savct ale nejsou piesné€ popsany.

V ramci této diplomové praci jsme se zaméfili na detekci a lokalizaci sialové kyseliny na
kancich spermiich pied a po in vitro kapacitaci za pouziti vybranych lektind a protilatek proti
sialové kyseling. Pouzili jsme lektiny, které maji schopnost se specificky vazat na sialovou
Kyselinu s riznym typem vazby na koncovy sacharid glykoproteint na povrchu spermii. Lektin
s vazbou typu 0-2,3 — Maackia amurensis aglutinin (MAA), a-2,6 — Sambucus nigra aglutinin
(SNA) a Triticum vulgaris (Wheat germ) aglutinin (WGA), ktery vaze sialovou kyselinu
pfipojenou na koncovy sacharid vsemi typy vazeb a soucasné N-acetylglukosamin (GIcNACc).
Byla také vyzkouSena detekce vybranymi polyklonalnimi protilatkami proti sialové kyseliné.

Lokalizace sialové kyseliny na kancich spermiich pfed a po in vitro kapacitaci jsme
provedli pomoci nepfimé fluorescencni mikroskopie. Spermie byly ziskany z nativniho
ejakulatu kanct plemene Duroc. Do inseminacnich davek je b&zné ptidavano tedidlo, které
muZe zplsobit odstranéni né€kterych proteinli. Protoze sialové kyseliny byvaji terminalnimi
sacharidy na glykoproteinovém fetézci na povrchu spermie, jsou v piimém kontaktu s fedidlem
a Sance odmyti raznych periferné vazanych molekul je pravdépodobné vysoka. Oproti tomu
nativni ejakulat obsahuje molekuly, které tvofi pfirozené prostiedi pro spermie. Pfi zpracovani
vzorkd spermii pfirozen¢ dochazi k odmyti nékterych proteind, ale fedidlo pfidavané do
inseminaénich davek celkovou miru mozného odstranéni proteinovych slozek jesté zvysSuje.
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Pro sledovani zmén v lokalizaci sialové kyseliny na spermii byla pouzita vazba lektinu
Vv suspenzi piedstavujici nejSetrnéjsi metodu pro studium sacharidovych struktur na povrchu
spermie. Pfi této vazbeé by nemélo dochazet k permeabilizaci membrany a lze tak predpokladat,
ze pokud nebyly spermie poskozené, doSlo k navdzani pouze ve vrstvé nad a v urovni
plazmatické membrany (PM). Druhym zpisobem ptipravy spermii byla vlhka fixace roztokem
acetonu s metanolem vpoméru 1:1 na skle. Aceton naopak zpusobuje permeabilizaci
membrany (Jamur & Oliver 2010). V tomto piipadé byla vazba s lektiny provedena az po fixaci.
Lze tedy predpokladat, ze se lektiny pii vlhké fixaci vazaly i na sacharidové struktury uvnitt
bunky. Jako tieti zplsob fixace byla vyzkousSena fixace 4% paraformaldehydem v suspenzi.
Paraformaldehyd chrani spermie pfed permeabilizaci membrany, ale soucasné¢ zplsobuje, ze
proteiny vytvoii sitovitou strukturu a snizi tak pfistupnost pro lektiny nebo protilatky (Kim et
al. 2017), ¢imz si vysvétlujeme negativni vysledek nasich experimentd vazby lektinti na takto
fixované spermie.

Pro vazbu a-2,3 vazanych sialovych kyselin jsme vybrali lektin MAL II, dale uvadény
jako MAA (Knibbs et al. 1991). U ejakulovanych spermii byl MAA lektin vazany v suspenzi
detekovany nejCastéji na celé spermii kromé postakrozomalni oblasti. Tento vzor tvofil
populaci zastoupenou v 67 % ptipadl, nicméné 18 % spermii mélo viditelny signal
I V postakrozomalni oblasti. Signal byl silngjsi v oblasti akrozomu. U 95 % spermii byl
pozorovan intenzivni signal na bic¢iku. Spermie se signalem na akrozomu mély v této skupiné
98% zastoupeni. U urcité¢ ¢asti ejakulovanych spermii byla pozorovana proximalni
cytoplazmatickd kapka znacici netiplnou zralost spermie. Na rozdil od lektini SNA a WGA,
nebyla opakované u lektinu MAA nalezena zadna detekce pii vlhké fixaci aceton-metanolem
na skle. Je znamo, Ze metanol ¢aste¢né precipituje proteiny spermie (Wessel & Fliigge 1984).
Precipitace proteini ma za nasledek zhrouceni struktury proteinu a poSkozeni nebo
znepiistupnéni epitopl na spermii a soucasné obnaZeni struktur, které byly skryté. Je mozné,
ze epitopy S a-2,3 vazanou sialovou kyselinu byly timto zpisobem fixace poskozené nebo
pozménéné a vysledna reakce s lektinem nasledné byla negativni. Proto byla vyzkousena
u vSech lektinti vazba po fixaci spermii pouze acetonem na skle po jejich ptedchozim zasuseni
na vzduchu. Detekce signalu po vazbé s MAA byla u ejakulovanych spermii fixovanych
acetonem velmi silna a viditelna po celé spermii. Experiment byl proveden pouze jednou, ale
Ize z n&j vyvodit, ze metanol skute¢né zplisoboval naruseni struktur spermie pro vazbu tohoto
lektinu. Na rozdil od vazby v suspenzi byl signal detekovany V postakrozomalni oblasti
hlavicky spermie. Mizeme tedy predpokladat, ze v této oblasti doslo k vazbé na sialovou
kyselinu nikoliv na povrchu, ale pod Grovni PM spermie. Z téchto vysledkt Ize vyvodit, ze
krom¢ postakrozomalni oblasti je cely povrch kanci ejakulované spermie bohaty na a-2,3
sialové kyseliny. Dosud nebyla publikovana studie, ktera by popisovala vazbu tohoto lektinu
na ejakulovanych spermiich kance. U lidskych spermii byla detekovana slaba vazba MAA na
akrozomu a velmi silny signal pravé v postakrozomalni oblasti. Bi¢ik navic nevykazoval
zadnou detekcei a-2,3 sialové kyseliny. Signal vazby MAA lektinu na cytoplazmatické kapce
byl ale stejné jako v nasem ptipadé viditelny (Focarelli et al. 1995). U hiebce vykazovaly
spermie slabsi signal na akrozomu a sttedn¢ silny signal vazby MAA lektinu na zbytku spermie
(Desantis et al. 2010). U buvolich ejakulovanych spermii byl signal vazby lektinu MAL 1l
viditelny pouze na stfedni ¢asti bi¢iku (Batra et al. 2020). Lze tedy predpokladat, ze existuje
velka mezidruhova rtiznorodost v lokalizaci a-2,3 vazané sialové kyseliny na sav¢i spermii.
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Po in vitro kapacitaci jsme na spermiich s vazbou MAA lektinu v suspenzi pozorovali
celkové slabsi intenzitu fluorescence. Co se tyce lokalizace vazby s lektinem, nejvétsi populaci
zaujimaly spermie se signadlem pouze na akrozomu, tato populace tvotila 46 % a 42 % spermii
vykazovalo signal pouze na apikalni Casti akrozomu. Nejvyznamnéjsi rozdil ve vazbé¢ MAA
bylo mozné sledovat na bi¢iku, kde byl detekovan signal pouze u malého procenta spermii.
Pokud se zaméfime na zménu v oblasti akrozomu, piesnéji na rozdil signalu v apikalni ¢asti
a hlavni casti akrozomu pfed a po kapacitaci u vazby lektinu MAA, zjistime, ze Se signal po
kapacitaci mirné presunul do apikalni ¢asti akrozomu. Nelze fici, jestli doslo k navazani novych
sialovych kyselin na apikalni ¢ast anebo pouze k odkryti skupin, které mohly byt pred
kapacitaci maskovany jinymi molekulami. U naprosté vétSiny spermii, a to jak ejakulovanych
(93,5 %), tak kapacitovanych (78,5 %), byla sialova kyselina lokalizovana na apikalni i hlavni
asti akrozomu. Césteny ubytek na hlavni &asti akrozomu by mohl byt vyznamny pro
naslednou vazbu na ZP oocytu, kde bylo u ¢lovéka a skotu dokazano, ze Ubytek sialovych
kyselin na povrchu zvySuje pocet spermii navazanych na ZP (Lassalle & Testart 1994;
Fernandez-Fuertes et al. 2018). Tento ptedpoklad, by souhlasil s teorii, Ze negativni naboj, ktery
spermii davaji sialové kyseliny (Holt 1980) je nutné pti kapacitaci odstranit, aby mohlo dojit
k rozpoznani vajicka (Ainsworth et al. 2011). Pokles ve vazbé MAA po kapacitaci je
zdokumentovan i u lidskych (Focarelli et al. 1995) a buvolich spermii (Batra et al. 2020).
U lidskych spermii byl slabsi signal po kapacitaci viditelny pouze v Gzkém pasu
postakrozomalni oblasti (Focarelli et al. 1995). Velmi vyrazna zména ve vazbé a-2,3 vazané
sialové kyseliny v suspenzi byla sledovana na bi¢iku, kde byl po kapacitaci nalezen statisticky
vyznamny ubytek signalu. Z toho lze usuzovat, Ze desializace povrchu biciku je dilezitou
soucasti kapacitace. Jsou k dispozici studie popisujici pozitivni korelaci mezi mnozstvim
sialové kyseliny na spermii a motilitou spermie u ¢lovéka a byka (Lassalle & Testart 1994;
Fernandez-Fuertes et al. 2018). Fernandez-Fuertes et al. (2018) pomoci CASA analyzy
(Computer Assisted Sperm Analysis) zjistili, Ze odstranéni sialovych kyselin z povrchu bycich
spermii pomoci neuraminidazy zpasobilo sniZeni celkové a progresivni motility, ale neovlivnilo
parametry motility, které jsou spojované s hyperaktivnim pohybem spermie, kterého spermie
nabyva po kapacitaci (Suarez 2008). Lze tedy predpokladat, Ze sializace povrchu spermie je
potiebna pro ejakulované spermie pro prichod skrz cervikalni mukus (Tollner et al. 2008b)
a po kapacitaci jiz neni nutnd. Soucasné¢ ale neni potvrzeno, Ze by desializace indukovala
hyperaktivni motilitu spermii (Fernandez-Fuertes et al. 2018). U lidskych spermii je soucasné
popisovan i negativni vliv sialové kyseliny na motilitu spermii. Tento efekt je vysvétlovan
schopnosti sialové kyseliny maskovat receptory pro hormon melatonin na spermiich (van
Vuuren et al. 1992), u kterého byl potvrzen jeho pozitivni vliv na jejich motilitu (Ortiz et al.
2011).

Bohuzel jsme nemohli vysledky vazby v suspenzi porovnavat s vazbou lektinu na
spermiich fixovanych aceton-metanolem. U spermii fixovanych pouze acetonem, lze videt
viditelny tbytek intenzity fluorescence. Lokalizace sialové kyseliny ale zlistava stejnd, a to na
celé spermii, coz by mohlo znamenat, ze pod PM bic¢iku v postakrozomalni oblasti 1ze detekovat
a-2,3 vazané sialové kyseliny a mlize dochézet ke ztraté téchto molekul béhem kapacitace ve
vetsi mife spiSe z povrchu spermii.

Pro sledovani zmén a-2,6 vazanych sialovych kyselin jsme vybrali lektin SNA.
Lokalizace takto vazané sialové kyseliny v suspenzi vykazovala vzory, které byly velmi
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podobné vazbé lektinu MAA. Procentudlni zastoupeni nalezenych populaci bylo obdobné.
Intenzita signalu vazby SNA se liSila na apikalni ¢asti akrozomu, kde byla vyraznéjsi nez na
zbytku hlavicky. U ejakulovanych spermii fixovanych aceton-metanolem byl ale viditelny
velky rozdil v lokalizaci vazby. Témét vSechny spermie vykazovaly stejny vzor, a to vazbu
SNA lektinu po celé hlavi¢ce spermie kromé ekvatorialniho segmentu. Velmi vyrazny signal
bylo mozné pozorovat na apikalni ¢asti akrozomu. Na rozdil od vazby lektinu v suspenzi nebyl
u 95 % spermii signal lokalizovan na bi¢iku. Lze pfedpokladat, ze odlisna metoda fixace
zpusobila navazani lektinu SNA v postakrozomalni oblasti, jako tomu bylo v pfipadé fixace
acetonem u vazby MAA. Z vysledku lze usuzovat, ze metanol zpusobil nepfistupnost sialové
kyseliny na ekvatorialnim segmentu a bic¢iku kvili precipitaci sialoglykoproteinti v téchto
oblastech. Naopak v postakrozomalni oblasti na hlavi¢ce zpusobil odkryti dalsich sializovanych
skupin. Téméf identicky vzor na hlavicce byl nalezen u kancich spermii, které byly inkubovany
s protilatkou proti kan¢imu spermadhezinu AWN (Wang et al. 2018). Pii inkubaci byl nicméné
nalezen signal i na bi¢iku, ktery v naSem piipad¢ nalezen nebyl. AWN je protein z kanéi
semenné plazmy. U spermadhezinu AWN bylo popsano, Ze ma podobné jako lektiny schopnost
vazat koncové a-2,3 a a-2,6 vazané sialové kyseliny (Dostalova et al. 1995a). Je tedy mozné,
ze AWN ma podobnou vazebnou specifitu jako SNA lektin. Wang et al. (2018) pomoci
boronové kyseliny izolovali AWN a uvadéji tak, ze samotny AWN je sializovany. Toto tvrzeni
je ale v rozporu s Calvete et al. (1994), ktefi uvadéji, Ze na glykosylované formé¢ AWN neni
navazana sialova kyselina. Neni tedy jisté, jestli se v naSem experimentu vaze SNA lektin
spermadhezin AWN anebo ma AWN pouze stejné vazebné vlastnosti jako SNA a vykazuji tak
stejné znaceni. Ve studii Wang et al. (2018) byly spermie fixované 4% paraformaldehydem
ana rozdil od naseho experimentu by nemélo dochazet k permeabilizaci membrany. Vazbu
lektinu SNA na ejakulovanych kancich spermiich lze porovnavat se studiemi zabyvajicimi se
hieb¢imi a lidskymi spermiemi. U hiebcCich spermii byl po vazbé s SNA nalezen slaby signal
na akrozomu a stfedné silny signal na zbytku spermie, stejné jako u lektinu MAA (Desantis et
al. 2010). U lidskych spermii byla viditelna silna fluorescence v postakrozomalni oblasti a navic
i ve stiedni ¢asti bi¢iku (Focarelli et al. 1995).

Po in vitro kapacitaci jsme po vazbé SNA v suspenzi nalezli sest populaci s rozdilnym
vzorem. Nejvice zastoupenou skupinou byly spermie se signalem na celé spermii a dale
populace spermii, kde byl signal pouze na celé hlavicce. Zbylou populaci tvotily spermie, které
mély signal pouze na apikalni ¢asti akrozomu a poptipadé jesté na biciku. Signal na biciku byl
ale viditeln¢ slabs$i nez v pfipadé ejakulovanych spermii. Z vysledkii je patrné, ze se
Vv postakrozomalni oblasti po kapacitaci odhalily sializované struktury, na které se mohl SNA
lektin nasledné navazat. Pokud porovname vazbu SNA v suspenzi na akrozomu, zjistime, Ze
podobné jako u lektinu MAA se signal ¢astecné premistil do apikalni ¢asti akrozomu. O 9 %
vice spermii mélo signal viditelny pouze na apikalni ¢asti akrozomu. Nicméné naprostéd vétSina
spermii (az témet 90 %) méla detekovatelny signdl v obou ¢astech akrozomu. Rozdil byl ale
viditelny v pripadé bi¢iku. Stejné jako u MAA doslo po kapacitaci ke ztrat¢ signalu SNA na
bic¢iku az u poloviny spermii, ale neni tak dramaticky jako v ptipadé¢ MAA. Z toho miZeme
usuzovat, ze po kapacitaci dochazi k odstranéni a-2,6 sialové kyseliny na bi¢iku, ale ne v takové
mife jako utypu svazbou a-2,3 na koncovy sacharid. Zména po kapacitaci u spermii
fixovanych aceton-metanolem byla odligna. Cetnost typického vzoru se signalem na apikalni
a hlavni c¢asti akrozomu a souCasné¢ V postakrozomalni oblasti, ktery se vyskytoval

68



u ejakulovanych spermii, klesla vice jak o polovinu. Nejvice zastoupenou skupinou byly
spermie se signalem pouze v postakrozomalni oblasti a apikalni ¢asti akrozomu (témét polovina
spermii). Signal na bi¢iku nebyl nalezen u zadné spermie. V 90 % ptipada byl signal viditelny
na postkakrozomalni oblasti, signdl na této oblasti klesl pouze o 5 % a zda se tak, Ze po
kapacitaci a-2,6 vazana sialova kyselina z tohoto mista na spermii neodchazi. I v tomto piipadé
se po in vitro kapacitaci signal na akrozomu ¢aste¢né piesunul z hlavni do apikalni ¢asti. Po
kapacitaci doSlo pouze k minimdlni zméné na bic¢iku spermii. Pfi vlhké fixaci 94,5 %
ejakulovanych a 89 % kapacitovanych spermii nemélo viditelny zZadny signal na bi¢iku. Zménu
ve vazbé SNA lektinu po in vitro kapacitaci mizeme porovnavat pouze se studiemi na lidskych
spermiich (Focarelli et al. 1995), kdy byla vazba SNA lektinu 0 30 % redukovana a signal byl
viditelny pouze v tzkém pasu postakrozomalni oblasti, stejné jako u MAA. SNA ale tuto oblast
znacilo v porovnani s MAA mnohem jasnéji. Podobné jako v nasem piipad¢, doslo na bi¢iku
lidskych spermii po in vitro kapacitaci ke ztraté signalu (Focarelli et al. 1995).

Je znamo, Ze na povrchu spermii lze nalézt sialové kyseliny S vazbou a-2,3 a a-2,6 na
koncovy sacharid glykoproteinti (Focarelli et al. 1995; Calvo et al. 2000; Desantis et al. 2010;
Xin et al. 2014). U savcu vsak existuje jesté treti typ vazby a to a-2,8 (Tiralongo 2010). Lze ho
najit krom¢ centralniho nervového systému podle nejnovéjSich studii i na sav¢i spermii (Simon
et al. 2013). Jedna se o linearni homopolymer a-2,8 vazanych sialovych kyselin — polySia
(Mihlenhoff et al. 1998). U potkana, byka a clovéka byla tato polySia detekovana
Vv postakrozomalni oblasti ejakulované spermie (Simon et al. 2013). Predpoklada se, ze a-2,8
vazana sialova kyselina také chrani spermii pted imunitni odpovédi samice (Wang et al. 2011).
Bylo objeveno, ze polySia jsou syntetizovany epitelem epididymu v caput. Pfesny vyznam
polySia na spermii ale neni znamy (Simon et al. 2013). Lektin WGA vaze sialovou kyselinu
vazanou vSemi tiemi typy vazeb, vcetné 0-2,8. Zaroven se jedna o obecné nejpouzivangjsi
lektin pro studium sialovych zbytkd. Pouziti tohoto lektinu umoznilo porovnavat vysledky
méfeni s vysledky z jinych studii. Nevyhodou je jeho preference k vazbé N-acetylglukosaminu
(GIcNAC) (Gallagher et al. 1985). Nicméng Lasalle a Testart (1994) uvedli, ze u ejakulovanych
lidskych spermii vaze sialovou kyselinu a GlcNAC Vv poméru 3:1. Pro budouci studium
sializovanych struktur na povrchu spermie by bylo vhodné experimenty doplnit o vazbu
lektinem LFA (Limax flavus aglutinin), ktery vaze pouze sialovou kyselinu s vazbou a-2,3, a-
2,6 1 0-2,8 (Kurachi et al. 1998), nicmén¢ jeho pouziti ve studiich zabyvajicich se sav¢imi
spermiemi je vzacné a tudiz tézko porovnatelné.

Vazba lektinu WGA v suspenzi ejakulovanych spermii VnaSich experimentech
vykazovala ze vSech tii lektinti nejvice intenzivni fluorescenci, coz bylo pravdépodobné
zpusobené jeho specifitou k riznym cukernym zbytkiim. Na vSech spermiich byla detekovana
vazba lektinu na celém bic¢iku. Charakteristickym vzorem byl signal na celé bunice (80 %) se
zfetelné€ siln€jSim signdlem na apikalni ¢asti akrozomu a slabSim v postakrozomalni oblasti. Je
nutné podotknout, ze do této skupiny byly zapocitdvany spermie se slabou nebo velmi slabou
fluorescenci v postakrozomalni oblasti. Spermie, které na jakékoliv €asti postakrozomalni
oblasti zcela postradaly signal, tvorily skupiny s pomérné nizkym zastoupenim (16 9%).
Postakrozomalni oblast byla u predeslych lektini véazana pouze sporadicky, lze tedy
predpokladat, ze v tomto piipadé doslo k navazani GIcNAC nebo a-2,8 vazané sialové kyseliny
Vv této oblasti. Druha moZnost by byla v souladu vysledky u ¢lovéka nebo byka (Simon et al.
2013). Ze studie na lidskych ejakulovanych spermii je ale potvrzeno, ze se v této oblasti
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GIcNAc nachazi (Lassalle & Testart 1994). V postakrozomalni oblasti, bi¢iku a obcasné
I akrozomu u lidské ejakulované spermie byl detekovany sialoglykoprotein CD52 (Yeung et al.
1997) a tento protein byl nalezen i na spermiich skotu (Michalkova et al. 2010). Je mozné, ze
lektiny, které se vazaly v postakrozomalni oblast, znacily sialové kyseliny, které jsou soucasti
pravé CD52. U ejakulovanych spermii fixovanych roztokem aceton-metanolu byl vysledek ve
vazbé WGA lektinu na hlavi¢ce odlisny. Signal v postakrozomalni oblasti zcela chybél téméf
u v8ech spermii. Nejvice zastoupenym vzorem byla populace spermii se signalem na celé burce
kromé& postakrozomalni oblasti. Bylo mozné si vS§imnout odlisné intenzity fluorescence na
ruznych ¢astech akrozomu. Apikélni ¢ast a ekvatoridlni segment svitily jasnéji nez hlavni ¢ast
akrozomu. Podobné¢ jako pii vazbé v suspenzi byl témét u vSech takto fixovanych spermii
nalezen signal na celém bic¢iku. Nase vysledky jsou v souladu s pozorovanim ze studie Vazquez
et al. (1996), kde byla vazba tohoto lektinu na kancich spermiich viditelna ve stejnych
oblastech jako pti naSem hodnoceni vazby WGA lektinu v suspenzi spermii. Soucasné se
ztotozniuje se studii zabyvajici se lidskymi ejakulovanymi spermiemi, ve které se tento lektin
vazal na celou spermii s vyraznym signalem na apikalni ¢asti akrozomu (Lassalle & Testart
1994). U spermii s odstranénou plazmatickou membranou vazal WGA pouze ekvatorialni
segment a postakrozomalni oblast, pravdépodobné se ale jednalo o struktury s GICNAc, protoze
tuto vazbu vykazoval pouze sukcinylovany WGA, ktery vaze pravé pouze GICNACc (Lassalle &
Testart 1994). Wang et al. (2018) sledovali vazbu WGA lektinu na kancich ejakulovanych
spermiich a lokalizovali rzné populace liSici se vazbou na hlavicce. VétSina spermii méla
viditelny jasny signal v postakrozomalni oblasti a slabsi na akrozomu (Wang et al. 2018). Signal
na bi¢iku zmifovan neni. Hieb¢i ejakulované spermie vykazovaly také stfedné silny signél
vazby WGA na akrozomu (Desantis et al. 2010). WGA na by¢ich spermiich po ejakulaci
vykazovalo vazbu hlavné na pfedni ¢ast hlavicky (Medeiros & Parrish 1996). Jiménez et al.
(2003) také sledovali zmény ve vazbé lektinu WGA v suspenzi béhem kapacitace u kance
a u ejakulovanych spermii se WGA vazalo na celou spermii seslabsi fluorescenci
v postakrozomalni oblasti, coZ je shodné s naSimi vysledky ve vazbé v suspenzi. Podle
nejnovejsi studie od skupiny Robles-Goméz et al. (2021) sledujici vazbu lektinu WGA na
ejakulovanych kancich spermiich byla lokalizace vazby lektinu nejéastéji na predni a hlavni
¢asti akrozomu. Celkové 90 % spermii vykazovalo signal na akrozomu, druhym nej¢ast&j$im
vzorem s 30 % byly spermie se slabym signalem po celé hlavicce (Robles-Goméz et al. 2021).
Bicik opét neni zminovan.

Po kapacitaci jsme na spermiich svazbou v suspenzi pozorovali snizeni mnozstvi
sacharidovych skupin vazajici WGA Vv postakrozomalni oblasti. Pocet spermii se signalem na
celé spermii klesl 0 68 %. Nejvetsi skupinou u kapacitovanych spermii byly buniky s chybéjicim
signalem v postakrozomalni oblasti. Z tohoto vysledku mizeme vyvodit, ze po kapacitaci
dochazi k odstranéni sialovych kyselin nebo GICNAC z této oblasti. KdyZz se zaméfime na
zménu ve vazbé WGA na akrozomu pted a po kapacitaci, zjistime, Ze nedoSlo k velkym
zménam. U naprosté vétSiny spermii byl signal lokalizovany jak v hlavni, tak apikalni ¢asti
akrozomu. Na rozdil od ptedchozich dvou lektint se signdl u malého poctu spermii presunul
Signal na biciku se pied a po kapacitaci nezménil. U vSech ejakulovanych i kapacitovanych
spermii byla vazba WGA na bic¢iku detekovana. Jelikoz u lektint MAA i SNA k poklesu
doslo, 1ze pfedpokladat, Ze se po kapacitaci WGA navazalo na GICNAC struktury na bi¢iku nebo
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na a-2,8 vazané sialové kyseliny. Druhou variantu bychom museli potvrdit pomoci lektinu LFA
(Kurachi et al. 1998), ktery rozpoznava sialovou kyselinu vazanou v§emi tiemi typy vazeb nebo
protilatkou proti polySia (Simon et al. 2013). U kapacitovanych spermii fixovanych aceton-
metanolem byl vysledek velmi podobny jako pied kapacitaci, kdy byla nejvice zastoupenou
skupinou spermie se signalem WGA na celé bunice kromé postakrozomalni oblast. Signifikantni
zmény béhem kapacitace nebyly nalezeny ani na akrozomu ani na biCiku. Na rozdil od
pfedchozich dvou lektini bylo nicméné nalezeno primérné o 8 % vice spermii se signalem jak
v apikalni, tak i hlavni ¢asti akrozomu. Tento vysledek je shodny s vazbou v suspenzi. Vsechny
spermie mély pied i po kapacitaci viditelny signal na biciku. Pokles ve vazb¢ tohoto lektinu po
kapacitaci byl potvrzeny u nespoctu savc, a to nejen u kance (Vazquez et al. 1996; Jiménez et
al. 2003; Wang et al. 2018), ale i byka (Medeiros & Parrish 1996), ¢lovéka (Lassalle & Testart
1994; Gomez-Torres et al. 2012), kozla (Bawa et al. 1993), kiecka (Ahuja 1984), morcete
a mysi (Koehler 1981). N¢které studie potvrzuji tbytek ve vazbé tohoto lektinu po kapacitaci
pomoci pratokové cytometrie, jako napiiklad u by¢ich spermii o 91 % (Taitzoglou et al. 2007)
nebo u kancich spermii (Wang et al. 2018), ktefi pomoci WGA lokalizovali 3 vzory na
ejakulovanych a kapacitovanych kanéich spermiich. Vice jak polovina spermii méla jasny
signal v postakrozomalni oblasti a slabsi signal na zbytku hlavicky, kde po kapacitaci nebyl
viditelny rozdil. U dalsiho vzoru, kde byl viditelny signal na celé hlavicce spermie krome
apikalni ¢asti akrozomu, byl mnohem vyss§i u nekapacitovanych spermii. Tteti vzor, ktery
vykazoval slaby signal na celé hlavi¢ce po kapacitaci siln¢ vzrostl (Wang et al. 2018). Nase
vysledky byly odliSené, protoze jsme pozorovali primarné nartist populace se signalem na celé
spermii kromé¢ postakrozomalni oblasti. Vazquéz et al. (1996) detekovali béhem kapacitace
ubytek v detekci sialoglykoproteinti pomoci WGA hlavné na akrozomu kanéich spermii, oproti
tomu Jiménez et al. (2003) detekovali béhem kapacitace nejvétsi pokles vazby WGA lektinu na
bic¢iku kanci spermie. U byc¢ich spermii klesla vazba WGA 0 78 %, a to hlavné na hlavicce
spermie (Medeiros & Parrish 1996). U lidskych spermii po kapacitaci klesl signal vazby WGA
na celé spermii a zcela vymizel signal na apikélni ¢asti akrozomu, coz v ptipad¢ kancich spermiti
u nasich pokust potvrdit nemizeme. Stejna zména byla pozorovana u spermii bez plazmatické
membrany nebo imotilnich spermii (Lassalle & Testart 1994). Nejnov¢jsi studie (Robles-
Gomez et al. 2021) sledovala zmény vazby lektinu WGA u kance pied a po kapacitaci. Stejné
jako v nasem piipad¢ pii vazbée lektinu po fixaci aceton-metanolem nenalezli po kapacitaci
vyrazné zmény v lokalizaci vazby WGA. Nicméné intenzita signalu u vzoru spermii se slabou
fluorescenci po celé hlavicce po kapacitaci vyrazné klesla, coz znac¢i odstranéni sialovych
kyselin z oblasti akrozomu (Robles-Gomez et al. 2021). V naSich experimentech jsme nicméné
pozorovali tbytek pouze na postakrozomdlni oblasti, nikoliv na akrozomu. Gémez-Torres
(2012) také potvrzuji ubytek vazby WGA po kapacitaci na lidskych spermiich, soucasn¢ ale
popisuji nartist vazby na akrozomu spermie, coz je v souladu s nasimi vysledky u kance.

Jak uz bylo uvedeno, vyzkouseli jsme lokalizaci sialovych struktur na spermii i pomoci
dvou riznych polyklonalnich protilatek proti sialové kyseling, a to jak v suspenzi, tak po fixaci
aceton-metanolem. Ani jednou vsak nebyla viditelna pozitivni reakce se spermii. V budoucnu
bychom doporucili otestovat vazbu protilatky po fixaci pouze acetonem nebo 4%
paraformaldehydem v suspenzi. Wang et al. (2018) lokalizovali sialovou kyselinu pomoci
boronové kyseliny konjugované na latexovych a magnetickych kulickach s fluorescencnim
znacenim, ktera vaze specificky pouze sialovou kyselinu a nevykazuje nespecifickou vazbu na
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jiné sacharidové struktury jako lektiny (Gémez-Torres et al. 2012; Villaverde et al. 2016). Tato
metoda by byla vhodnym doplitkem nasi studie pro studium sialovych kyselin na kancich
spermiich. Na ejakulovanych spermiich znacila boronova kyselina celou spermii. Po kapacitaci
lokalizovali sialovou kyselinu bud’ na ekvatoridlnim segmentu a postakrozomalni oblasti anebo
na apikalni ¢asti akrozomu a ekvatoridlnim segmentu akrozomu. Také byl po kapacitaci
zaznamenan signal na hlavni a koncové ¢asti bi¢iku (Wang et al. 2018), coz je v rozporu s nasim
tvrzenim o poklesu vazby sialové kyselinu na bic¢iku spermie po kapacitaci. Toto zjisténi
nicmén¢ podporuje jiz diive zminénou teorii 0 moznosti existence a-2,8 vazané sialové kyseliny
na bic¢iku kan¢i spermie. Dale Wang et al. (2018) pomoci protilatek detekovali na spermiich
dva sializované dekapacita¢ni faktory AWN (Dostalova et al. 1995a) a PSP-I (Nimtz et al.
1999). AWN byl vyse zminovan v souvislosti se stejnou lokalizaci na hlavicce jako u vazby
lektinu SNA v nasi studii. Po kapacitaci signal z apikalni Casti akrozomu ¢asteéné vymizel.
Dostélova et al. (1995) také popsali ¢aste¢ny ubytek AWN na spermiich po kapacitaci a navic
uvedli, ze se zbytkové AWN pravdépodobné Gc¢astni vazby na ZP oocytu (Dostalova et al.
1995a). U proteinu PSP-I byl viditelny signal na celém akrozomu a u nékterych spermii na
biciku, ale chybél v postakrozomalni oblasti u nekapacitovanych spermii. Po kapacitaci signal
na akrozomu vyrazné klesl a na bi¢iku nebyl uz vibec viditelny (Wang et al. 2018), coz
koresponduje s nasimi vysledky vazby MAA v suspenzi.

Pokud shrneme vysledky lokalizace sialové kyseliny na povrchu kancich spermii pred
a po kapacitaci pomoci nepiimé fluorescencni mikroskopie, dojdeme k zavéru, ze zplsob
fixace spermii hraje pfi vazbé lektinu zésadni roli. Nase vysledky potvrzuji, Ze po kapacitaci
doslo k vyraznému snizeni poctu spermii se signalem na bi¢iku, a tim i vazby a-2,3 (86%
ubytek) a a-2,6 (45% ubytek) vazané sialové kyseliny na povrchu spermie. Desializace povrchu
bi¢iku je pravdépodobné dilezitou soucasti procesu kapacitace. Je moZné, Ze odstranéni
sializovanych struktur je podstatné pro hyperaktivovany pohyb spermie, ackoliv pfi samotné
desializaci byc¢ich spermii pomoci neuraminidazy nebyla pozorovana indukce hyperaktivace
motility (Fernandez-Fuertes et al. 2018). Jak uz bylo vySe zminéno, po kapacitaci z bi¢iku
odchazi spermadhezin PSP-1, coz s nasimi vysledky souhlasi, protoze jsme prokazali ubytek
MAA a SNA lektinu na bi¢iku po kapacitaci. Lze pfedpokladat, Ze spermadheziny AWN a PSP-
I jsou sialoglykoproteiny, které pii naSich experimentech z povrchu kanéi spermie odesly,
stejné jako v pripadé Wang et al. (2018). Bylo by vhodné nasi studii doplnit 0 méteni celkového
poklesu nebo narlstu vazby pomoci priitokové cytometrie, abychom snizeni sialovych kyselin
na povrchu spermie potvrdily kvantitativni metodou v porovnani s denzitometrickou analyzou
detekce signalu glykoproteini na membrané po SDS-elektroforéze, ktera je diskutovana nize.
Zobrazovaci pritokova cytometrie by nam navic umoznila lokalizovat sialovou kyselinu na
spermiich. Na nékterych mistech na spermii doslo po kapacitaci naopak ke zvyseni signalu
vazby lektint rozpoznavajicich sialovou kyselinu. Toto zjisténi by bylo v souladu s vysledky
Ma et al. (2016), ktefi uvadeji, ze pro Gspesné plozeni je nutna rovnovaha mezi sialializaci
a desializaci na Grovni spermie a vytvoreni ,,yin yang” mechanismu. Béhem kapacitace jsme
zaznamenali, ze doslo soucasné k mensimu ubytku signalu (9-15 %) vazby lektinit MAA a SNA
a mozné relokalizaci signalu z hlavni oblasti akrozomu do oblasti apikalni nebo odstranéni
sializovanych struktur. Mizeme piedpokladat, ze tato migrace sialovanych molekul je nutna
pro spravné navazani spermie na ZP oocytu. Co se tyce postakrozomalni oblasti, zvySena vazba
lektinu SNA na tuto oblast zna¢i navySeni mnozstvi a-2,6 vazané sialové kyseliny po kapacitaci
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na tomto misté. Zajimavé je, ze v pfipad¢ lektinu WGA naopak doslo k vyraznému poklesu
vazby Vv této oblasti, coz ale mize byt zpisobeno tbytkem mnozstvi GIcNAC po kapacitaci
nikoliv sialové kyseliny samotné. Na zavér je také vhodné zhodnotit vysledky popisujici
procentudlni zastoupeni signalu vazby lektinli na spermiich Vv naSich experimentech. Neni
prekvapenim, Ze nejvice se na spermie dokazal vazat lektin WGA. Toto zjisténi davame do
souvislosti s jeho jiz zmifovanym Sir§im spektrem vazebné specifity oproti zbylym lektinim.
U lektint MAA a SNA bylo v suspenzi nalezeno pomérné nizké procento spermii se signalem.
Muzeme se tedy domnivat, ze pouze Cast ejakulovanych spermii obsahuje na svém povrchu
sialové kyseliny, které¢ zvyhodnuji jejich Sanci na oplozeni. Pfi cesté spermii za oocytem by tak
mohlo dochazet k pfirozené selekci spermii a jen urcitd populace ejakulovanych spermii by
m¢éla predpoklady pro oplozeni vajicka. Pokud se zamétime na vazbu lektinli v suspenzi,
zjistime, Ze po kapacitaci se pocet spermii se signdlem mirné zvysil u SNA, a naopak snizil
u MAA. Po fixaci aceton-metanolem se nicmén¢ pocet spermii s vazbou lektinu SNA o tfetinu
sniZil. Toto zji$téni naznacuje, Ze celkové mnozstvi a-2,6 sialové kyseliny na spermii se snizuje,
ale na povrchu dochazi ziejmé pouze k redistribuci molekul. Dal$i mozZnosti je moznost
naruseni epitopt pro vazbu SNA ve spermiich zptisobené fixaci metanolem.

Zajimalo nas, jak se méni podil sialoglykoproteinti v celé spermii v pribéhu kapacitace,
a proto byla provedena detekce v celkovych proteinovych extraktech ejakulovanych
a kapacitovanych spermii pomoci vazby vybranych lektini a protilatek. Signal vazby lektinu
nebo protilatky byl vzdy vztazen k celkové nanasce extrahovanych proteint spermii vyjadiené
detekei a-tubulinu. Pro vyhodnoceni zvyseni ¢i snizeni podilu sialovych kyselin v celkovych
proteinech byla provedena denzitometricka analyza. Relativni opticka denzita byla v tomto
ptipade€ pocitana z celého vzorku a hodnotila tak zménu v ramci vSech detekovanych proteintl.
Pii vazbé& biotinem znaceného lektinu MAA byly detekovany sialoglykoproteiny o velikosti
150 a 98 kDa a dale dalsi s velikosti 61-95, 45-50, 33-39 kDa, u kterych se pravdépodobné
velikost lisila podle poctu navazanych sialovych kyselin ménici celkovou molekulovou
hmotnost, a nebylo tedy mozné urcit piesnou velikost proteinti. Sialova kyselina, ktera neni
navazana na zadny protein ma samostatné v podobé monosacharidu hmotnost 309 Da. Vsechny
glykoproteiny byly detekovany pied i po kapacitaci, a proto pifedpokladame, Ze nedoslo
K uplnému odstranéni zadného sialoglykoproteinu ze spermii béhem jejich kapacitace. Pomoci
denzitometrické analyzy byl vyhodnocen vyrazny pokles v mnozstvi sialové kyseliny po
kapacitaci zhruba na tfetinu své ptivodni hodnoty u ejakulovanych spermii. Pokles v mnozstvi
po kapacitaci byl statisticky vyznamny s hodnotou p<0,05. U lektinu SNA byly detekovany
glykoproteiny o velikosti 150 a 97 kDa, coz naznacuje, ze by se mohlo jednat o stejné proteiny
jako u detekce MAA, které na sobé maji navazané sialové kyseliny obéma typy vazby a-2,3
i a-2,6. Dale byly detekovany proteiny s velikosti 75 a 48,5 kDa. VSechny proteiny byly
detekované pred i po kapacitaci. Stejné jako u predeslého lektinu byl vyhodnocen statisticky
vyznamny rozdil (p<0,01) pfed a po kapacitaci. Jednalo se o opét vyrazny pokles na tfetinu své
ptivodni hodnoty. Téméf identicka hodnota vazby lektint MAA a SNA znadi, Ze a-2,3 a a-2,6
vazané sialové kyseliny ze sialoglykoproteinti po kapacitaci mizi ve stejném poméru. Pomoci
polyklonalni protilatky proti sialové kyseliné byly u dvou riznych kancii detekovany pied i po
kapacitaci odlisné sialoglykoproteiny o velikosti 54,5 a 55 kDa. V tomto pfipadé¢ mizeme
predpokladat, Ze se jedna o stejny protein. Mnozstvi detekovanych sialovych kyselin kleslo po
kapacitaci téméf pétkrat. Vyrazny pokles bohuzel nebylo mozné statisticky ovéfit. Detekce
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sialoglykoproteinu pomoci protilatky o odlisné molekulové hmotnosti, nez bylo v piipadé
vazby s lektiny, muze byt zptsobena rozdilnou specifitou vazby na sialovou kyselinu.
Glykoprotein o podobné velikosti nebyl v Zadném jiném naSem experimentu detekovan. Mohlo
by se jednat o odlisnou specifitu protilatky, ktera by méla vazat sialovou kyselinu obecné, bez
ohledu na typ vazby na koncovy sacharid. U mysi byl detekovan sialogklykoprotein o velikosti
54 kDa na biciku, ktery nebyl piesné identifikovan. Nicméné tento sialoglykoprotein chrani
spermii pred fagocytdézou makrofagy a je na spermii zac¢lenovan béhem epididymalni maturace
(Toshimori et al. 1991).

Abychom mohli porovnat zménu v podilu sialovych kyselin navazanych pouze na
povrchu spermii pted a po kapacitaci, byla provedena detekce vazby MAA, SNA a WGA
lektinti na proteinech cilen¢ izolovanych z povrchu ejakulovanych a kapacitovanych spermii.
Relativni opticka denzita byla vtomto pfipadé pocitana u jednotlivych detekovanych
proteinovych prouzk a hodnotila tak zménu v rdmci jednotlivych detekovanych proteind
odd¢lené. V tomto ptipadé nemohl byt jako referenéni protein K nanaSce pouzit a-tubulin,
protoze tento protein je soucasti cytoskeletu buiiky a nemél by tudiz byt v extraktech
povrchovych proteinti detekovatelny. Povrchové proteiny byly extrahovany vyhradné
z nativnich ejakulatd, u kterych nedoslo k mechanickému odmyti povrchovych glykoproteint
fedidlem jako v ptipadé inseminac¢nich davek. Pfi vyhodnocovani této metody nema vztahovani
signalu k celkové nanasce proteini barvenych pomoci Ponceau vypovidajici hodnotu, jelikoz
pii izolaci povrchovych proteind nikdy s jistotou nevime, jaké mnozstvi proteinti se na biotin
navaze. Je to z diivodu odliSné pfistupnosti biotinyla¢niho ¢inidla proteiniim a jejich aminovych
skupin pted a po kapacitaci (Zigo et al. 2013). V prub¢hu kapacitace mize dojit ke ztraté
povrchovych proteind, nicméné soucasné muze dochazet K odhaleni vétsiho ¢i mensiho
mnozstvi proteind, které jsou v tésné blizkosti plazmatické membrany. Ptistup biotinyla¢niho
¢inidla k proteintim se proto muze lisit. Je také nutné pocitat s faktem, ze celkovy pocet spermii
po kapacitaci promyvanim klesa. Z tohoto diivodu statistické vyhodnoceni denzitometrické
analyzy neni zcela vypovidajici. Signaly byly proto vztazeny ke koncentraci spermii
jednotlivych kanct. Informaci o koncentraci spermii v ejakuldtu ndm poskytla inseminacni
stanice, ze které ejakulaty pochéazely. Po kapacitaci bylo pocitano s univerzalni 20% ztratou.
Celkem bylo provedeno 7 experimentd s riznymi kanci. Vysledky bylo ale mozné hodnotit
pomoci denzitometrické analyzy pouze v jednom pfiipad€. Pii ostatnich méfenich bylo
V negativni kontrole detekovano velké mnozstvi proteind, coz znaci nespecifickou vazbu na
proteiny, ktera byla pravdépodobné zptisobena biotinem, ktery se neodstépil béhem izolace
povrchovych proteini, kdy je nutné uvolnit biotinem znacené proteiny z gelovych kulicek
konjugovanych s avidinem pomoci redukce disulfidového mistku v biotinové znacce. Pti
vizualizaci vazby lektini, znacenych také biotinem, se na separované proteiny na membrané
mohl avidin konjugovany s peroxidazou nasledné navazat na tyto stale biotinem znacené
povrchové proteiny, a nikoli pouze na mista s navazanym lektinem. Pti detekci sialové kyseliny
pomoci lektinu MAA byly detekovany dva glykoproteiny o velikosti 360 a 20,7 kDa. U obou
sialoglykoproteinti po kapacitaci klesla hodnota relativni optické denzity. V piipadé 20,7kDa
proteinu klesla témét pétkrat a v piipade proteinu o velikosti 360 kDa zhruba o 70 %. Lze proto
piedpokladat podobnou miru desializace u obou proteint. Pti detekci pomoci lektinu SNA byly
detekovany proteiny o velikosti 20-21 kDa a 14,8 kDa. Je mozné se domnivat, ze detekovany
20-21kDa glykoprotein je shodny s 20,7 kDa proteinem detekovanym pomoci lektinu MAA
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a znaci tak protein, na kterém je sialova kyselina navazana obéma typy vazeb. U obou téchto
glykoproteint byl také detekovan velmi vyrazny pokles relativni optické denzity po kapacitaci
0 85 % (14,8 kDa) a 90 % (20-21 kDa), mira desialzace byla znovu u obou proteinti velmi
obdobna. Pokud se zaméfime na 14,8 kDa protein zjistime, ze by se mohlo jednat o jiz
zminovany spermadhezin AWN nebo PSP-1. AWN je 14kDa sialoglykoprotein, ktery je
periferné vazany na vnéjsi povrch akrozomu epididymalnich, ejakulovanych a kapacitovanych
spermii (Dostalova et al. 1995a; Jonadkova & Ticha 2004). Wang et al. (2018) potvrzuji jeho
vyrazny ubytek po kapacitaci, jak jiz bylo diskutovano v ramci lokalizace sialové kyseliny
pomoci fluorescencni mikroskopie.

Pouze u lektinu WGA, ktery kromé¢ sialové kyseliny vaze i N-acetylglukosamin jsme
pozorovali zvySené mnozstvi detekovanych sacharidovych struktur jednoho z nalezenych
glykoproteinii po kapacitaci. Stejné jako v ptipad¢ lektinu MAA a SNA byl detekovan
povrchovy glykoprotein o velikosti 21 kDa. Dale byly detekovany jesté dalsi dva glykoproteiny
o velikosti 360 a 16,5 kDa. U glykoproteint o velikosti 21 a 360 kDa celkova mira signalu po
kapacitaci klesla o vice jak 50 %. Naopak u 16,5kDa glykoproteinu se hodnota relativni optické
denzity zvysSila o ¢tvrtinu. Lze se domnivat, Ze toto navyseni bylo zplisobené navazanim WGA
na koncovy N-acetylglukosamin, jehoz mira vzrostla diky odkryti glykant a glykoproteini po
kapacitaci, piipadné po desializaci povrchu spermie. Sialoglykoprotein o velikosti 21 kDa byl
detekovany pfi vazbé pomoci vsech tii lektin v povrchovych glykoproteinech kancich spermii.
V extraktu bycich spermii byl detekovan sialoglykoprotein CD52 o molekulové hmotnosti
20-28 kDa (Michalkova et al. 2010), 1ze tedy ptedpokladat, ze by se mohlo jednat o stejny
protein. U ¢lovéka ma CD52 také hmotnost okolo 20 kDa a na povrch spermii se dostava
z extracelularnich vezikul béhem epididymalni maturace (Kirchhoff & Schréter 2001). U kanct
byl popsan 250kDa sialoglykoprotein s anti-aglutina¢nim efektem na spermie (Dacheux &
Dacheux 1988, 1989). Tento protein je produkovan v caput a cauda epididymis. Focarelli et al.
(1990a) pomoci gelové elektroforézy identifikovali u ejakulovanych lidskych spermii
povrchové sialoglykoproteiny riznych molekularnich hmotnosti. Jednalo se o molekuly do
velikosti 5 kDa a dva proteiny o velikosti 15-16 a 22-23 kDa, které odpovidaji velikostmi nami
detekovanym povrchovym sialoglykoproteinim. Po kapacitaci ovsem identifikovali pouze
jeden sialoglykoprotein o velikosti 20 kDa (Focarelli et al. 1990a). Wongkome & Chulavatnatol
(1984) identifikovali sialoglykorpoteiny na povrchu lidské spermie o velikosti 30, 14, 12 a 18
kDa. Bylo také zjisténo, ze se béhem prichodu epididymem na povrch lidskych spermii vaze
sialovany glykoprotein o velikosti 37 kDa (Dacheux & Dacheux 1987). Glykoprotein podobné
velikosti jsme detekovali pomoci MAA u celkovych proteinovych extraktii. Dale naptiklad
kanc¢i 25kDa aglutinin syntetizovany hlavné v cauda epididymis vykazuje afinitu pro WGA
a zabranuje ,,head-to-head* aglutinaci spermii a udrzuje progresivni motilitu spermii v in vitro
podminkach (Calvo et al. 2000). Glykoprotein o velikosti 25 kDa nicméné pii naSich
experimentech detekovan nebyl. U mysi byl nalezen 54kDa protein SMA-4 s anti-
aglutina¢nimi schopnostmi s afinitou k WGA zabranujici ,.tail-to-tail* aglutinaci (Feuchter et
al. 1988). U potkanii byl také nalezen 37,6kDa protein tvoieny v caput a corpus obsahujici
sialovou kyselinu (Faye et al. 1980). Dalsi sialoglykoproteiny popsané u potkanti jsou CRISP
(cysteine-rich secretory proteins) proteiny, které se vazou na spermie béhem maturace a jsou
zapojeny do faze gamet (Hinton et al. 1996; Cohen et al. 2004; Ellerman et al. 2006). VSechny
zminované sialoglykoproteiny byly detekovany v ramci starSich studii a vétSina z nich nebyla

75



pfesn¢ identifikovana. Bylo by proto vhodné do budoucna u ndmi nalezenych
sialoglykoproteint provést identifikaci pomoci hmotnostniho spektrometru.

Vysledky naSich experimentt potvrzuji, ze podil sialové kyseliny v glykoproteinech
kanc¢ich spermii je po kapacitaci na spermii redukovan. Je tak mozné, ze timto zplisobem
dochazi k odkryti vazebnych mist nutnych pro navézani spermie na ZP. Tuto moznost
podporuje fakt, ze na oocytu byly také objeveny sializované struktury, které by se mohly
zapojovat do vazebnych interakci mezi spermii a oocytem (Ozgur et al. 1998; Pang et al. 2011).
U prasete bylo potvrzeno, ze na ZP se vazi lektiny MAA a SNA, z ¢ehoz vyplyva, ze obsahuje
rizné piipojené sialové kyseliny (Rath et al. 2005). Je nicmén¢ mozné, Ze pii interakci gamet
zalezi natypu vazby sialové kyseliny na koncovy sacharid. Velasquez et al. (2007) totiz
potvrzuji kli¢ovou roli sialové kyseliny pii vazbé spermie na ZP u skotu, a to a-2,3 vazané
v glykoproteinech bovinni ZP. Zaroven udava, ze oSetfeni ZP neuraminiddzou mélo za
vysledek vyrazny inhibi¢ni efekt vazby gamet (Velasquez et al. 2007). NaSe zjiSténi tedy
potvrzuji vysledky nékterych piedeslych studii, které uvadéji, ze odstranéni sialovych kyselin
z povrchu spermie je potiebné pro nasledné navazani spermie na ZP (Lassalle & Testart 1994;
Fernandez-Fuertes et al. 2018). Na hlavicce lidskych, byc¢ich a beranich spermii navic byly
objeveny siglekty vazajici pravé sialovou kyselinu (Alkhodair et al. 2018). V naSich
experimentech nicméné nedoslo k uplnému odstranéni sialovych kyselin z povrchu spermii po
kapacitaci. Nabizi se tedy moznost, Ze pro spravné rozpoznani a interakci gamet musi byt jak
na spermii, tak na vajicku ptitomné sialové kyseliny, ale soucasné i vazebna mista pro sialovou
kyselinu a vytvaret tak mezi sebou jakousi rovnovahu. Je ovSem nutné dodat, ze u nékterych
druhti méla desializace povrchu spermie naopak inhibi¢ni nebo zadny efekt na interakci mezi
spermii a oocytem (Lambert & Van Le 1984). Pfi zapojeni sialové kyseliny v rozpoznani
avazbé na ZP oocytu tedy evidentné¢ hraje dulezitou roli mezidruhova i vnitrodruhova
variabilita.
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[ Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala studiem zmén v podilu sialové kyseliny na kanc¢ich
spermiich po in vitro kapacitaci. Vychazeli jsme z hypotézy, ze mira sializace kanc¢i spermie
v pritbéhu kapacitace klesa. Cilem prace bylo lokalizovat (1) a detekovat (2) sialoglykoproteiny
na spermiich pted a po in vitro kapacitaci pomoci vybranych lektint a protilatek.

Sialové kyseliny jsme lokalizovali na ejakulovanych a kapacitovanych spermiich pomoci
lektint MAA, SNA a WGA v suspenzi a po fixaci roztokem aceton-metanolu. U vazby lektinu
MAA v suspenzi byl potvrzen signifikantni, v priméru 86% ubytek signalu na bic¢iku spermie
po kapacitaci. Dale uvadéné zmény v lokalizaci signalu po kapacitaci jiz nebyly signifikantni.
V oblasti akrozomu byl pozorovan v praméru 15% nartist v zastoupeni spermii se znacenim
pouze v apikalni ¢asti akrozomu. U vazby lektinu SNA v suspenzi byl také potvrzen vyrazny
prumérny ubytek signalu na bi¢iku, ale v tomto ptipadé pouze 45%. Byl pozorovan prumérné
9% nartist poctu spermii se signdlem pouze Vv apikalni ¢asti akrozomu po kapacitaci. Co se tyce
postakrozomalni oblasti, detekce signalu v tomto regionu se po kapacitaci zvysila 0 23 %. Po
fixaci spermii roztokem acetonu a metanolu byl po kapacitaci pozorovan prumérné 16% narast
poctu spermii se signalem pouze v apikalni ¢asti akrozomu. Pfi vazbé lektinu WGA v suspenzi
bylo mozné po kapacitaci pozorovat pokles vazby na postakrozomalni oblasti hlavicky 0 68 %.
Na akrozomu byl pozorovan pokles poctu spermii se signalem pouze v apikalni ¢asti primérné
0 8 % u obou zpiisobi piipravy preparati. Pti vazbé WGA po vlhké fixaci nedoslo k vyraznym
zménam.

Pomoci lektini a protilatky proti sialové kyseliné jsme detekovali sialoglykoproteiny
v povrchovych a celkovych proteinovych extraktech spermii. V obsahu celkovych proteind
jsme pomoci lektinu MAA potvrdili signifikantni pokles v mnozstvi sialoglykoproteinii po
kapacitaci na témét tietinu své piivodni hodnoty. Téméf totozny signifikantni pokles v mnozstvi
glykoproteinii S navazanou sialovou kyselinou po kapacitaci byl potvrzen u lektinu SNA.
Pomoci protilatky proti sialové kyseling€ byly v celkovych proteinovych extraktech detekovany
dva sialoglykoproteiny podobné velikosti (54,5 a 55 kDa). Signal po kapacitaci vyrazné klesl
zhruba na ¢tvrtinu své ptuvodni hodnoty, nicmén¢ kvili malému mnozstvi opakovani nemohlo
byt toto zjisténi statisticky ovéfeno. U povrchovych proteinovych extraktl byly méfeny zmény
vramci jednotlivych nalezenych sialoglykoproteinii. Statistickd analyza nemohla byt
provedena, nebot’ u velkého mnozstvi pokust byla nalezena nespecificka vazba lektinu. Pomoci
lektinu MAA byly detekovany sialoglykoproteiny o velikosti 20,7 a 360 kDa, po kapacitaci
jejich primérnd intenzita signalu klesla na zhruba ¢tvrtinovou hodnotu. Lektin SNA se navazal
na dva glykoproteiny o molekulové hmotnosti 14,8 a 20-21 kDa a jejich signal po kapacitaci
Klesl na zhruba desetinu své ptivodni hodnoty. Pomoci lektinu WGA jsme detekovali celkem
téi sialoglykoproteiny. U proteini o velikosti 21 a 350 kDa jsme po kapacitaci detekovali
desializaci. Naopak u tfetiho detekovaného sialoglykoproteinu o velikosti 16,5 kDa byl
detekovan narlst intenzity signalu. Pfedpokladame, ze nami detekované sialoglykoproteiny
0 niz8i molekulové hmotnosti by mohly byt kanc¢i spermadheziny AWN a PSP | — dekapacitacni
faktory ptivodem ze semenné plazmy nebo sializovany glykoprotein CD52, ktery je zaCleiovan
do plazmatické membrany spermie béhem epididymalni maturace.

Z vysledku diplomové prace tedy vyplyva, ze stanovena hypotéza se potvrdila. Vyrazny
ubytek sialovych kyselin jsme pozorovali zejména na bic¢iku spermii. Detekce sialové kyseliny
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praveé v této Casti spermie by tak mohla slouzit jako vhodny marker pro hodnoceni kapacitace
kancich spermii. Zmény v podilu sialové kyseliny na povrchu spermie po kapacitaci jsme
detekovali i na apikalni a hlavni ¢asti akrozomu hlavi¢ky spermie. Pfedpokladame, ze po
kapacitaci dochazi k redistribuci sialoglykoproteinti do apikdlni casti akrozomu, které
se nasledné¢ mohou ucastnit vazby na zona pellucida oocytu. Nékteré studie popisuji naopak
nutnost desializace apikalni ¢asti akrozomu, aby mohlo dojit k interakci gamet. Jsme si nicméné
védomi toho, Ze zpusob zapojeni sialovych kyselin do vazby na tento glykoproteinovy obal
oocytu se pravdépodobné vyrazné 1i§i druh od druhu. Do budoucna je vSak nutné nékteré
experimenty zopakovat, aby bylo mozné vSechny nalezené zmény po kapacitaci statisticky
potvrdit. Tato prace je povazovana za piedbéznou studii zmén v podilu sialovych kyselin
v glykoproteinech spermii v prubéhu in vitro kapacitace.
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AWN
CASA
CD52
CRISP
GIcNAC
GPI kotva
LFA
MAA
NC

PM
PolySia
PSP-1
PVDF
SDS
PAGE
SNA
TEMED
WGA
ZP

9 Seznam pouzitych zkratek

kanci glykoprotein semenné plazmy
z ang. Computer Assisted Sperm Analysis
GPI-zakotveny glykoprotein

z ang.cysteine-rich secretory protein
N-acetylglukosamin
glykosylfosfatidylinositolova kotva
Limax flavus lektin

Maackia amurensis lektin
nitroceluldza

plazmatickd membrana

polysialova kyselina

kanc¢i glykoprotein semenné plazmy

polyvinylidenfluorid

dodecylsiran sodny (z ang. sodium dodecyl sulfate)

polyakrylamidova gelova elektroforéza
Sambucus nigra lektin
tetramethylethylendiamin

Triticum vulgaris (Wheat germ) lektin
zona pellucida
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