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Porovnani proteinového profilu spermii psa dvou
pribuznych plemen

Souhrn

Proteomika spermii poskytuje cenné informace 0 proteinovych profilech
a modifikacich, které jsou klic¢ové pro pochopeni jejich fertilizaénich funkci a schopnosti.
Hlavnim cilem bylo detekovat a lokalizovat protein AKAP4, kvantifikovat uroven fosforylace
a sialylace proteint a posoudit statistické rozdily mezi dvéma geneticky pfibuznymi plemeny
pst, australskym ov¢akem a miniaturnim americkym ovcakem. Vysledky ukazaly GspéSnou
detekci a lokalizaci AKAP4 uobou plemen, s variabilitou intenzity signali, ale bez
vyznamnych statistickych rozdili mezi plemeny. Protein byl primarné lokalizovan v biciku
spermii. Dale byly identifikovany fosforylované proteiny ve tfech rtiznych molekulovych
hmotnostech, s vyznamnymi rozdily ve fosforylaci u plemene australsky ovéak. Fosforylované
proteiny byly lokalizovany v ekvatoridlnim segmentu hlavi¢ky spermie. Sialylace proteind,
detekovana pomoci lektini MAL II a SNA, odhalila signifikantni rozdily mezi plemeny
v sialylaci spojené s vazbou a-2,3 véetné rozdilnych vzor u obou plemen. Zaznamenana byla
také variabilita sialyla¢nich profilti spojenych s vazbou o-2,6, coz miZze naznac¢ovat plemenné
variace v modifikacich proteini spojenych s moznymi funkénimi parametry spermii. Ty vSak
nebyly potvrzeny jako statisticky vyznamné. Tato Studie také prokazala, ze komplexni
glykosylacni profily, zjisténé pomoci lektinu WGA, nevykazuji signifikantni rozdily mezi
plemeny, avs$ak byly vyrazné zastoupeny Vv akrozomové oblasti hlavicky spermii. Studie byla
zaroven doplnéna 0 detekci proteinu a-tubulin jako hlavniho cytoskletalniho proteinu bi¢iku
spermii a lokalizaci glykosylovanych molekul pomoci lektinu ConA s nejsilngj§im signalem
v akrozomové oblasti hlavicky. Pfedkladana prace poskytuje dilezity zaklad pro dalsi vyzkum
Vv oblasti reprodukéni biologie pst a ptispiva k leps§imu pochopeni molekularnich mechanismi
ovlivityjicich reprodukéni schopnosti, které by mohly byt rozdilné mezi plemeny.

Klicova slova: AKAP, fosforylace, sialoproteiny, imunofluorescence



Comparison of the protein profile of spermatozoa from
dogs of two related breeds

Summary

Sperm proteomics provides valuable information on protein profiles and modifications
that are key to understanding sperm fertilization functions and capabilities. The main objectives
were to detect and localize the AKAP4 protein, quantify protein phosphorylation and sialylation
levels, and assess statistical differences between two genetically related canine breeds, the
Australian Shepherd and the Miniature American Shepherd. Results showed successful
detection and localization of AKAP4 in both breeds, with variability in signal intensity but no
significant statistical differences between breeds. The protein was primarily localized in the
sperm flagellum. Furthermore, phosphorylated proteins were identified at three different
molecular weights, with significant differences in phosphorylation in the Australian Shepherd
breed. The phosphorylated proteins were localized in the equatorial segment of the sperm head.
Protein sialylation, detected by MAL Il and SNA lectins, revealed significant differences
between breeds in sialylation associated with a-2,3 binding, including different patterns in the
two breeds. Variability in sialylation profiles associated with a-2,6 binding was also observed,
which may indicate breed variation in protein modifications associated with possible functional
parameters of sperm. However, these were not confirmed to be statistically significant. This
study also showed that the complex glycosylation profiles, as determined by the WGA lectin,
did not show significant differences between breeds, but were strongly represented in the
acrosomal region of the sperm head. The study was also complemented by the detection of a-
tubulin protein as the major cytoskeletal protein of the sperm flagellum and the localization of
glycosylated molecules using ConA lectin with the strongest signal in the acrosomal region of
the sperm head. The present work provides an important basis for further research in canine
reproductive biology and contributes to a better understanding of the molecular mechanisms
affecting reproductive performance, which might differ between breeds.

Keywords: AKAP, phosphorylation, sialoproteins, immunofluorescence
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1 Uvod

Studium spermii je zasadni pro pochopeni reprodukénich mechanismti u Zivoc¢icht.
Spermie pst, stejné jako U jinych savci, jsou komplexni bunky, jejichz funk¢énost je regulovana
mnoha proteiny a jejich modifikacemi. Zvlasté dulezitou roli v regulaci a zvySeni pohyblivosti
spermii hraje hyperaktivace, ktera je nezbytna pro uspesné proniknuti spermie do vajicka.

V této praci se zaméfujeme na protein AKAP4, ktery hraje klicovou roli v regulaci
motility spermii a je nepostradatelnym ucastnikem kapacitace, jak zduraznuje studie Baldi et
al. (1991). Dale se vénujeme fosforylaci a sialylaci proteint a jinych molekul jako kli¢ovych
posttranslacnich modifikacich v sav¢ich spermiich. Pestoze vyzkumy psich spermii nejsou tak
Casté jako studie zamétené na jiné druhy, pomoci srovnani proteinovych profilti spermii dvou
ptibuznych plemen psi mizeme Iépe porozumét variabilit¢ mezi jedinci ¢i plemeny a roli
specifickych proteinti V reprodukéni biologii ps.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Byla stanovena védecka hypotéza, ktera predpokladd, Ze existuje statisticky vyznamny
rozdil v mnozstvi proteinu kotviciho proteinkinazu A (AKAP4), mite fosforylace a sialylace
proteintt mezi jedinci dvou vybranych piibuznych plemen pst.

Cilem ptedkladané prace bylo:
1) Detekovat a lokalizovat protein AKAP4 jako mozného fertiliza¢niho markeru spermii
2) Detekovat a kvantifikovat fosforylované a sialované molekuly ve spermiich psi
3) Statisticky vyhodnotit rozdily v mnozstvi AKAP4 proteinu, mife fosforylace a sialylace
proteind mezi jedinci dvou vybranych ptibuznych plemen pst



3 Literarni reSerse

3.1 Spermie

Spermie patii mezi vysoce specializované bunky, které vznikaji spermatogenezi
v epididymu. Jejich specializaci je nést genetickou informaci. Jsou haploidni, obsahuji tedy
pouze polovi¢ni pocet chromozomii (Varner & Johnson 2007). Béhem prichodu kanalky
epididymu probiha dozravani a ulozeni spermii (Bertolla 2020; Travnik 2022). Jeden ze znaka
dozravani je ztrata cytoplazmatické kapky u vétSiny spermii. Dochazi také k upraveé
chromatinu, spojenym se zmenSovanim hlavicky. Béhem transportu v epididymu dochazi
k dokonceni kondenzace chromatinu vytvofeni V ramci protamint vazeb mezi komplexy DNA
a protaminy (Travnik 2022).

Spermie savci se sice mohou morfologicky lisit, ale jejich struktura a stavba
plazmatické membrany je velice podobnéd. Mezidruhové rozdily jsou na prvni pohled patrné
zejména V rozdilné ve velikosti (Teves & Roldan 2021).

England & Heimendahl (2011) uvadi, ze psi spermie maji kulaty tvar hlavicky, ktera je
dvojrozmérné zplostéla. Celkova délka spermii u psa je kolem 70 um, pifi¢emz hlava tvofi
priblizne 10 % délky, stiedni cast 20 % délky a ocas zbyvajicich 70 %.

Piesnd morfologie psich spermii je vSak pfedmétem Siroké diskuse a morfologické
parametry se mohou lisit Vv zavislosti na plemeni psa (Maree et al. 2010; Soler et al. 2017;
Wysokinska et al. 2020).

3.1.1 Hlavicka spermie

Hlavi¢ka spermie obsahuje jadro s genetickym materialem. Tésné nad jadrem, na
ptednim konci, je jadro pokryto akrozomem, ktery zabira asi 30-60 % spermie a obsahuje
enzymy nezbytné pro vniknuti do zony pellucidy oocytu. Akrozom vznika z Golgiho aparatu,
ktery béhem spermiogeneze tvoii nepatrné proakrozomalni vezikuly, které jsou nezbytné pro
jeho formovéani. Mezi nejvyznamnéjs$i enzymy akrozomu ftadime napiiklad akrosin,
glykosidazy, hyaluronidazu, neuraminidazu a mnoho dal$ich hydrolaz, fosfataz nebo esteraz.
Funk¢né je predni akrozom zapojeny do akrozomové reakce, zatimco ekvatorialni Segment je
zapojen do faze s oocytem (Tulsiani 2003).

Perinuklearni théka je cytoskeletalni proteinova vrstva, ktera obklopuje jadro spermii
savci, s vyjimkou pfipojeni bi¢iku. Mezi akrozomem a jadrem spermie je tenky prostor, znamy
jako subakrozomovy prostor. Tento prostor hraje podstatnou roli v regulaci formovani
akrozomu, akrozomové reakci apfii pripravé chromatinu na dekondenzaci po vstupu do
cytoplazmy vajicka. Za akrozomem se nachazi postakrozomalni oblast (Schatten &
Constantinescu 2017).

V ptechodové Casti mezi hlavickou a bicikem spermie se nachdzi bazalni télisko. To
sice neni pifimo soucasti hlavicky spermie, nicméné je umisténo v jeji t€sné blizkosti a je tak
zodpoveédné za vyvoj a zakotveni bi¢iku spermie (Shukla 2011).
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Obrazek 1 Hlavicka spermie psa prevzato a upraveno (Schatten & Constantinescu 2017)

A — akrozomova oblast, Ap — apikadlni segment, B — postakrozomalni segment, C — spojovaci
cast biciku, D — hlavni segment, E — ekvatorialni segment, F — periakrozomalni doména, N —

vevr

membrana, 4 — vnéjsi akrozomova membrana, 5 — plazmaticka membrana

3.1.2 Kréek spermie (spojovaci ¢ast)

Krcek spermie je morfologicky komplikovana struktura, ktera spojuje spermii S bi¢ikem
V misté zvaném spojovaci region Zpravidla je spojovaci region umistén centralné na bazi
hlavi¢ky (Shukla 2011; Schatten & Constantinescu 2017).

Spermatické bunky obsahuji centrioly, které se podileji na déleni bun¢k tvorbou
mitotickych vietének. Béhem pfemény ze spermatidy na spermii se centrioly dostavaji do
kontaktu s jadrem spermatidy a vedou K vytvofeni implanta¢ni jamky V jadfe. Tvorba bi¢iku je
iniciovana z distalni centrioly, zatimco proximalni centriola je prostiednictvim bazalni desticky
upevnéna V implanta¢ni jamce aje obklopena segmentalni implanta¢ni destickou (Shukla
2011).

3.1.3 Bicik spermie

Bi¢ik je nepostradatelnou soucasti spermie. ZajiStuje pohyb a transport spermie
V pohlavnim traktu samice. Je rozdélen na stiedni, hlavni a koncovou c¢ast Stfedni ¢ast je
ptiléhajici Kk hlavicce a vyznacuje se ptritomnosti mitochondrialni pochvy. Hlavni ¢ast zabira
priblizné tfi Ctvrtiny délky biciku, zatimco koncova ¢ast je kratky segment na Spicce biciku
(Miki et al. 2002).

Hlavni ¢ast bi¢iku spermie, znama jako axonema, je charakteristicka svou strukturou
,9+2%. Sklada se ze dvou centrdlnich tubuli, které maji tubularni, neboli duty, trubicovy tvar
a z prstence deviti perifernich fibrilarnich dubletl, které mohou mit nejen tubularni charakter,
ale i kompaktni charakter ve smyslu pevnéjsiho usporadani (Shukla 2011).
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Stfedni c¢ast biciku je ve srovnani s hlavni €asti silnéjsi v disledku pfitomnosti
mitochondrialni Sroubovice slozené z fetézce prodlouzenych mitochondrii. Pod stfedni ¢asti je
hlavni ¢ast obklopena vlaknitym plastém. (Shukla 2011; Schatten & Constantinescu 2017).

3.2 Plazmaticka membrana (PM)

PM spermii je komplexni, heterogenni, dynamicka dvouvrstva struktura, jez pokryva
cely povrch spermie aje zasadni pro uspésné oplozeni (Flesch & Gadella 2000). Tvoii ji
zejména fosfolipidy, které vytvareji dvojvrstvu — S hydrofobnimi konci orientovanymi dovnitt
a hydrofilnimi konci orientovanymi ven, dale pak cholesterol a proteiny. Obvykle jsou tyto
lipidy rozmisténé ve dvojvrstveé asymetricky (Friend 1982).

Unikatnim rysem spermii je rozdéleni jejich PM do definovanych segmentt, lisicich se
slozenim i funkci, coz souvisi Snapojenim konkrétni oblasti na cytoskeletalni struktury
spermie. To mize zahrnovat specifické receptorové oblasti na membrang, které se zapojuji do
bunécné signalizace, pfipojeni k mikrotubuliim pro regulaci pohybu biciku, nebo interakci
s aktinovymi filamenty pro zmény ve struktufe béhem fertilizace. Tim tyto specializované
segmenty PM a jejich pfipojeni k cytoskeletu umoziuji spermii plnit efektivné jeji hlavni
funkci. (Johnson & Everitt 2007).

PM spermie se sklada celkové ze Ctyf segment — apikalni Cepicka, preekvatorialni,
ekvatoridlni a postakrozomalni segment. Kazdy segment tak hraje klicovou roli pfti fertilizaci.
Apikalni ¢epicka se navazuje na zona pellucida a spole¢né s preekvatoridlnim segmentem hraji
dulezitou roli pii akrozomalni reakci (Gadella et al. 2008). Ekvatorialni segment je vyznamny
pro vazbu s oolemou (plazmatickd membrana oocytu) a naslednym splynutim obou gamet
(Ellis et al. 2002; Gadella et al. 2008).

Béhem prichodu nadvarletem se PM spermii formuje, coz je spojovano s nabyvanim
pohyblivosti a schopnosti fertilizace. Tento proces zahrnuje ptijem glykoproteini, odstranéni
nebo vyuziti fosfolipidd, Upravou jiz existujicich glykoproteinii a pfesun proteinovych
i lipidovych komponent do riznych membranovych domén. Upravy PM jsou peclivé
koordinovany v ruznych zonach nadvarlete a tim nepfimo ovliviiuji i vnitrobunééné membrany
aorganely, vcetné nukleoproteini. V hlavé nadvarlete dochazi k pfijmu a pocateénim
modifikacim glykoproteinii. V téle nadvarlete probihaji rozsifené modifikaci glykoproteinti
a reorganizace lipidovych a proteinovych komponent, coz zvySuje funk¢éni schopnosti spermie
pro interakci s oocytem. V ocasu nadvarlete se spermie skladuji a dochazi k findlnim Gpravam
PM, které jsou dulezité¢ pro udrzeni viability a pohyblivosti spermii azZ do momentu ejakulace
(Jones 1998).

Lucio et al. (2017), pfi svém vyzkumu odhalil, Ze motilni spermie maji ve své PM
vysokou frekvenci nékolika fosfolipidd, jako jsou fosfatidylcholin a fosfatidylethanolamin
sriznymi délkami a stupni nenasycenosti mastnych kyselin. Naopak v astenospermiich
(nedostatecné pohyblivé spermie) nebyly identifikovany Zadné konkrétni lipidové markery.
Tato zjisténi tedy naznacuji, ze rozdily v lipidovém uspofadani membrany mezi vzorky
motilnimi a vzorky spermii se snizenou motilitou jsou klicové pro urceni motility spermii,
jejich funk¢nosti a odolnosti vii¢i oxida¢nimu stresu.
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3.3 Motilita spermii

Aktivita spermii se projevuje koordinovanymi mechanickymi pohyby. Schopnost
tohoto pohybu ziskava spermie pii prichodu nadvarletem a musi k tomu mit k dispozici plné
funk¢ni bicik se schopnosti produkovat energii pro jeho pohyb (Freitas et al. 2016). Pohyby
bi¢iku spermii jsou pohanény metabolickymi procesy produkujicimi energii aregulovany
komplexni siti signaliza¢nich drah. Hlavni roli pfitom hraji modifikace molekuly izoformy
fosfoprotein protedzy 1 (PP1) (Freitas et al. 2016; Travnik 2022).

PP1 je dulezitym enzymem serin/threoninové fosfatazy, ktery se podili na Siroké skale
bunéénych procest a vyskytuje se v bunce jako oligomerni komplex. Katalyticka podjednotka
PP1 se vaze na tadu interagujicich proteinti, tzv PP1 interagujici proteiny, které méni jeji
intracelularni lokalizaci a specifi¢nost substratu. PP1 je zasadni pro regulaci pohyblivosti
spermii, a to pfedevsim prostfednictvim jejich interakci S inhibitorovymi proteiny a A-kindza
kotvicimi proteiny (Fardilha et al. 2011).

Rozlisujeme dva typy pohybu spermii, aktivni a hyperaktivni (Obrdzek 2). Aktivni
pohyb je charakteristicky pro Cerstvé ejakulované spermie. Ma maly rozkmit, podél biciku se
Sifi symetrické krouzivé viny, vysledkem je linedrni pohyb spermie. Hyperaktivni pohyb
nastava po kapacitaci spermii. Charakterizuje se asymetrickym pohybem bi¢iku s velkym
rozkmitem, jenz zplsobi pohyb po zaktivenych trajektoriich. Hyperaktivni pohyb slouzi
K uvolnéni spermii z epitelu oviduktu, usnadnéni pohybu proti proudu oviduktalni tekutiny
a k usnadnéni pruniku pies zona pellucida (Trebichalska & Holubcova 2020; Travnik 2022).
Pohyb biciku je regulovan hladinou vapenatych iontti Ca* ty plisobi pfimo Vv cytoskeletalnich
komponentach bic¢iku a reguluji pohyb spermii (Bannai et al. 2000; Ho et al. 2002). Pohyb
bi¢iku se dale reguluje cestou proteinkinazy A zavislé na CAMP (Trebichalska & Holubcova
2020; Travnik 2022). Podstatnou roli v signalizaci Ca®* hraje také kanal CatSper (Trebichalska
& Holubcova 2020).

Aktivni motilita Hyperaktivovana motilita

,-rvf\_/—??ﬂ > )
[ I I : ;
bitik spojovaci hlavicka CatSper “---- Ca+
cast

Obrazek 2 Motilita spermii prevzato a upraveno (Trebichalska & Holubcova 2020)

Progesteronem indukovana aktivace CatSper kanalu v alkalickém prostredi umozZiuje rychly
priliv Ca2+, ktery spolu S mobilizaci Ca2+ ze zasobnich organel zvysuje intracelularni Ca2+,
a tim vytvari hyperaktivovanou motilitu spermil.

CatSper je iontovy kanal (Obrdzek 3) v PM, ktery reaguje na zmény napéti, pH a ma
vysokou afinitu k bivalentnim kationtim (Kirichok et al. 2006). Tento komplexni multiprotein
se sklada ze Ctyt hlavnich proteint tvofici pory CatSperl — 4 a péti pomocnych podjednotek,
které jsou U savct kddovany minimalné deviti riznymi geny (Chung et al. 2017; Travnik 2022).
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Hyperaktivovana motilita spermie je zahéjena, kdyz ionty vapniku vstoupi do spermie pomoci
tohoto specifického proteinu (Chung et al. 2017).

CatSper
- Ca™,
vnéjsi prostredi g i ==
AAAAANAADN 5 AR A AAARA
10N
: BB a I
.......... 1.4 iy IRl
cytoplazma |
biciku
EFCABY
4
[Ca™]/

Obrazek 3 Struktura iontového kanalu CatSper prevzato a upraveno (Rahban & Nef 2020)

Kanal CatSper se nachdzi v hlavni casti biciku a sklada se ze ctyr pori (o 1-4) a také péti
podjednotek (B, y, o, { ¢). Pomérne nedavno objevenym clenem komplexu CatSper byl
identifikovan protein EFCABY, ktery vaze Ca®* a funguje jako dudlni senzor vapniku a pH pro
CatSper.

3.4 Metabolismus spermii

Stejné jako U jinych bunék potiebuje i spermie energii dodavanou adenosintrifosfatem
(ATP). Tato energie ve formé ATP je diilezita pro funkci aktivniho transportu latek, pohybu
spermie, pro proces kapacitace, akrozomalni reakce (AR) a dal$i. Spermie tak muze ziskavat
ATP dvéma metabolickymi cestami, ato glykolyzou anebo oxidativni fosforylaci. Zatimco
oxidativni fosforylace probihd v mitochondriich stfedniho dilu spermie, glykolyza probiha
Vv hlavicce a biciku spermie. Metabolismus v mitochondriich je efektivnéjsim zdrojem ATP
V porovnani s glykolyzou, avSak difuze ATP z mitochondrii do bic¢iku nestaci pro zajisténi
energie pro pohyb spermie (Travnik 2022). Zralé sav¢i spermie obsahuji ptiblizné 72-80
mitochondrii (Rajender et al. 2010) a tak mohou teoreticky produkovat vice nez 30 molekul
ATP na molekulu glukézy (Hereng et al. 2011).

Glykolyza je proces, pii kterém se glukdza pfeménuje na pyruvat. Béhem tohoto
procesu se uvoliiuje energie ve formé ATP a NADH s bilanci dvé molekuly ATP na glukézu.
KdyZ jsou spermie zbaveny glukdzy (pocatecni jednotka glykolyzy) nebo kdyz je glykolyza
zablokovana, obsah ATP a fosforylace proteinid (konkrétné cSrc a Fyn) na tyrosinu klesa.
Nasledné spermie vykazuji snizenou motilitu (Hereng et al. 2011).
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urovni vnitini mitochondridlni membrany spojené S respiracnimi fetézci a ATP syntézy. Beéhem
ni vznikne 30 molekul ATP zjedné molekuly glukézy, oxidativni fosforylace je tedy
patnactkrat ucinnéjSi nez glykolyza. Jejim limitujicim faktorem je ovSem dostupnost
adenosindifosfatu (Travnik 2022).

3.5 Funkce vybranych proteini ve spermii

3.5.1 Proteinkinaza A (PKA)

Proteinkinaza A (PKA) je enzym patiici do rodiny serin/treoninkinaz. Tato rodina
enzymu reguluje razné bunécné procesy tim, ze fosforyluje (tj. pfidavaji fosfatovou skupinu)
cilové proteiny. Inaktivni PKA je tetramerni enzym slozeny ze dvou katalytickych (C)
podjednotek a dvou regulacnich (R) podjednotek. V neaktivnim stavu se C podjednotky vazou
na R podjednotky, coz zabraiiuje jejich aktivaci. K aktivaci PKA dochazi, pokud se na R
podjednotky navazou molekuly cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). Tim dojde
k uvolnéni podjednotek a aktivaci enzymu (Clegg et al. 1992).

PKA existuje ve dvou hlavnich izoformach s rtiznymi R podjednotkami, RI a RII, kazd4
salfa abeta podjednotkami atyto funkéné neredundantni izoformy jsou primarnim
mechanismem pro dosazeni specificity v signalizaci PKA (Clegg et al. 1992; Viste et al. 2005).
Bylo zjisténo, ze podjednotka RI pievlada v mnoha bunkach s rychlou proliferaci, rychlym
rustem velikosti bun¢k nebo maligné transformovanymi buitkami. Dilezitym rozdilem mezi RI
a RII je jejich relativni afinita pro kotvici proteiny, které omezuji PKA typu II a v nékterych
pfipadech PKA typu | na subcelularni kompartmenty. Dal§im ndpadnym rozdilem je schopnost
PKA typu II, ale ne typu I, autofosforylovat se (Viste et al. 2005).

Specifi¢nosti rodiny PKA je dosaZeno expresi specifickych izoforem a sestfihovych
variant podjednotek C aR v ruznych télesnych tkanich. Navic velkd artznoroda rodina
proteini kotvicich kinazu A (AKAP z angl. A-Kinase Anchoring Proteins), které cili na R
podjednotky do ur¢itych subcelularnich lokalit, pomaha umistit holoenzym (aktivni molekula
enzymu slozena z bilkovinné slozky — apoenzym a nebilkovinné slozky — kofaktor) PKA do
tésné blizkosti jeho substratti (Pawson & Scott 1997).

Podjednotka C je hlavni funk¢ni slozka PKA, ktera se uvolnuje, kdyZz se cAMP navaze
na podjednotku R PKA a poté fosforyluje zasadni substraty, aby spustil kaskadu signalnich
udalosti uvnitt bunky, coz indukuje velké konformaéni zmény v R podjednotce (Taylor et al.
2005; Kim et al. 2007). To zase usnadiuje disociaci a aktivaci C podjednotek, které jsou volné
pro fosforylaci proteinovych substratii (Shabb 2001). U savci aktivace PKA zvysuje frekvenci
pohybu biciku, ¢imz dochazi také k hyperaktivaci spermie a fosforylaci tyrosinu predevsim
proteintt bi¢iku. Tato modifikace proteinli se poji se zménami na plazmatické membrané
a ptipravou spermii na akrozomovou reakci (Burton & Mcknight 2007).

Pii studii Skélhegg et al. (2002) vedla nulova mutace katalytické podjednotky PKA u mysi
k sam¢i sterilité, pfiCemz spermie postradaly pohyblivost a nebyly schopné oplodnéni. Ve
spermatu skotu PKA fosforyluje mitochondrialni proteiny, tim reguluje produkci ATP, coz
souvisi s pohyblivosti spermii (Mizrahi & Breitbart 2014). Tash (1989) zjistil, ze fosforylace
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axonemalniho dyneinu v biciku spermie byla zavisla na PKA, coz se zdélo byt kritickym bodem
v regulaci motility biciku.

Je znamo, ze pohyb bic¢ikli spermii je regulovan intraceluldarnimi mediatory cAMP,
vapnikem a pH (Cooper 1986). CAMP, neboli cyklicky adenosinmonofosfat, je druhym poslem
Vv mnoha typech bunék, vCetné¢ spermii. Funguje jako signalni molekula, ktera pfenasi signaly
Z bunécného povrchu dovniti buiiky. Ve spermiich se cAMP podili na fadé procest, ale nejvice
ovlivituje pohyblivost spermii a proces kapacitace (Morgan et al. 2008). Signalni molekuly se
vazou na receptory na povrchu spermii. Toto navazani aktivuje enzym zvany adenylatcyklaza,
ktery preménuje ATP na cAMP. cAMP poté funguje jako kli¢, ktery odemyka nebo aktivuje
PKA. PKA je ve své neaktivni formé komplex slozeny ze dvou regulac¢nich advou
katalytickych podjednotek (Lodish et al. 2016). V neaktivnim stavu R PAK (Corbin et al. 1975)
blokuji C PKA (Zimmermann et al. 1999). Kdyz se cAMP vaze na R PKA, dochazi k disociaci
komplexu a uvolnéni C PKA, které jsou nyni aktivni. Aktivni katalytické jednotky PKA mohou
Vv této chvili fosforylovat (ptidat fosfatovou skupinu) na specifické cilové proteiny ve spermii
(Berg et al. 2015). Proces muze aktivovat nebo deaktivovat tyto proteiny, coz vede Kk fadé
reakct, jako je zvySeni pohyblivosti spermii, zmény ve struktuie spermii pfipravujicich se na
oplodnéni a dalsi (Lodish et al. 2016).

PKA hraje nepostradatelnou roli v regulaci pohyblivosti spermii tim, Ze ovliviiuje
sloZeni a funkci bi¢iku, coz umoziuje spravnou motilitu spermie. B€hem kapacitace PKA také
fosforyluje proteiny ve spermii, coz vede K biochemickym zménam poticbnym pro
akrozomalni reakci — proces, pii kterém je uvolnén obsah akrozomu, coz umoziuje spermii
proniknout vnéj§imi obaly vaji¢ka a oplodnit ho (Graf et al. 2020). CAMP a PKA spolupracuji
ve spermii, aby umoznily pohyblivost a pfipravily spermii na oplodnéni. Ve skutecnosti jsou
tyto procesy mnohem souhrnnéj$i aobsahuji mnoho dalSich molekul aregulacnich
mechanismu (Berg et al. 2015).
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Disociovany model

ATP
/ vazehnd misto
fieadiini hnker
/ katalyticke misto

Obrazek 4 Schematické zndzornéni aktivace holoenzymu PKA. Prevzato a upraveno (Graf et
al. 2020)

Schéma ukazuje tradicni a nové mechanické modely aktivace PKA. Disociacni model oznacuje
uvolnéni C PKA po navazani cAMP na R PKA. Fosforylacni misto v sekvenci inhibitoru (IS)
uvolnuje C PKA a ziskdava svuj aktivni stav. V nedisociacnim modelu vazba cAMP na R PKA
podporuje konformacni zménu, pri které holoenzym PKA zustdva intaktni, ale aktivni a zdaroven
proximalni K mistiim ukotveni a substratiim.

3.5.2 AKARP proteiny

AKAP proteiny neboli A-kinazy vazajici proteiny jsou skupinou proteint, které jsou
schopné vazat PKA na specifickych mistech v bunice. Jednotlivé druhy téchto proteini jsou
Casto specializované na urcité bunécné procesy a mohou byt exprimovany v rtiznych tkanich
i bunikach. Funkci AKAP je schopnost vytvafet viceproteinové signaliza¢ni komplexy. Do
téchto komplexu je zapojena fosfodiesteraza, ktera reguluje koncentrace cAMP, a tim ovliviiuje
signalni drdhy cAMP/PKA (Jarnass & Taskén 2007). Soucasti komplexi S AKAP mohou byt
také fosfatazy nebo malé G-proteiny (Skroblin et al. 2010).

AKAP4, zpocatku syntetizovany jako prekurzor proAKAP4, je protein, ktery ma
schopnost vytvaret komplex s PKA a umoznuje lokalizaci PKA. Tato interakce umozituje PKA
provadét fosforylaci cilovych proteint ve spravnych ¢astech spermie, coz je velice dilezité pro
regulaci bunécnych procest spojenych s motilitou spermii a dal§imi kroky procesu oplodnéni
(Johnson et al. 1997). Tento protein je hlavni soucasti fibrozniho pouzdra bic¢iku spermie, coz
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je misto s velkou koncentraci mitochondrii, kde se vytvari dilezita energie pro motilitu spermie.
AKAP4 je pro tento segment velice specificky, pohyblivosti spermii ataké kapacitaci
a plodnosti (Miki et al. 2002; Couazer & Bencharif 2021)

Proteiny cytoskeletu, kinazy, fosfatazy a fosfodiesterazy tvofi signalni mechanismus,
ktery reguluje motilitu prostiednictvim jejich interakce a koordinace. Tato aktivace se poji
s AKAP4, ktery ma na starosti lokalizovanou produkci CAMP (Ficarro et al. 2003; Huang et al.
2005). Protein AKAP4 se podili na expresi a regulaci motility spermii. Je zasadnim ucastnikem
transdukéniho signalu PKA a ptritom podporuje klouzani dobletli mikrotubult. Je dilezitym
ucastnikem kapacitace, tato uddlost zavisi na mechanismu intracelularni signalizace vcetné
ptitoku vapniku a fosforylace tyrosinovych zbytki na bi¢ikovych proteinech (Baldi et al. 1991).
Sekundarni messengery, v¢éetné cAMP, hraji dulezitou roli v pfenosu signalu pro hormony
a neurotransmitery. cAMP, ktery je syntetizovan z ATP prostfednictvim AC, se podili na fadé
bunécénych procest, jako je rist, diferenciace a pteziti bunck. Tyto enzymy jsou regulovany
heterotrimernimi  G-proteiny nebo komplexem Ca?"kalmodulin v odpovédi na aktivaci
bunéénych povrchovych receptort. Zprostiedkovani aktivace cAMP je realizovdno dvéma
mechanismy: PAK a proteinem Epac (Liu et al. 2020). AKAP4 jsou aktivné fosforylovany na
svych tyrozinovych a serinovych zbytcich béhem kapacitace. A pravdépodobné jsou
ukazatelem stavu kapacitace (Turner et al. 1999; Ficarro et al. 2003). AKAP4 je jedine¢ny mezi
AKAP proteiny, protoze ma specifickou vazebnou doménu pro RI-regulac¢ni podjednotku PKA,
coz je odlisné od prototypové RII vazebné domény. AKAP4 ma také dalsi doménu, kterd mize
vazat bud’ RI nebo RII podjednotky. Tato dualita ve vazebné schopnosti umoziuje AKAP4
flexibilitu v lokalizaci a funkci PKA v burice, coz je dilezité pro spravnou regulaci bunéénych
signaliza¢nich drah (Vijayaraghavan et al. 1997). Schopnost AKAP4 vazat RI podjednotky ma
zasadni vyznam, protoZe RI orientované AKAP jsou méné bé€Zzné a mohou zprostredkovat
specifické cileni a funkce PKA, které nejsou dosazitelné pro AKAP vazajici pouze RII. To
znamend, ze AKAP4 mlZe zprosttedkovavat specifické signalni udalosti, které jsou zavislé na
typu | PKA, coz mize byt kritické pro urcité faze spermatogeneze a kapacitace spermii, kde je
regulace PKA rozhodujici (Jarnaess et al. 2008). Tato specificka interakce a lokaliza¢ni
flexibilita ¢ini AKAP4 vyznamnym hrac¢em Vv regulaci spermialni funkce a potencialné i dalsich
bunéénych procest, kde je PKA zapojena. Toto zjisténi podtrhuje vyznam spravného
porozuméni jednotlivym funkcim AKAP proteint a jejich interakci s PKA podjednotkami pro
pochopeni buné&éné signalizace a regulace (Huang et al. 1997).

Vyzkum provedeny Miki et al. (2002) u kanctd odhalil, Ze protein AKAP4 je nezbytny
pro udrzeni struktury a funkce fibrézniho pouzdra spermii. Jeho absence vede k narusSeni
efektivni motility spermii, coz je zpiisobeno nedostateCnou signalizaci mezi enzymy, které
zajistuji energii pro pohyb spermii. Tento nalez je podpofen dalsim vyzkumem, ktery
identifikoval specifické formy AKAP4. Couazer & Bencharif (2021) detekovali u psich spermii
pomoci protilatky anti-AKAP4 (klon 7E10) molekulovou hmotnost 100 kDa pro nezraly
AKAP4 a 82 kDa pro zraly AKAP4. Tyto proteiny byly identifikovany ve spermatické frakci
pst a Vv ejakulatu kance, coZ naznacuje, ze AKAP4 ma konzistentni a kritickou roli ve vyvoji
a funkci spermii napfi¢ druhy. Tyto poznatky zdlraziuji vyznam AKAP4 v regulaci
reprodukéni schopnosti a poskytuji dilezity zéklad pro dalsi vyzkum vlivu tohoto proteinu.
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3.5.3 Glykoproteiny a jejich detekce

Vsechny bunécéné povrchy Vv ptirodé jsou pokryty glykokalyxem, coz je hustd vrstva
slozena z oligosacharidid a polysacharidii pfipojenych ke glykoproteinim a glykolipidim
(Varki et al. 2009). Spermie jsou obaleny glykokalyxem, ktery je bohaty na sialové kyseliny
(Sia), coz jsou derivaty devitiuhlikaté kyseliny neuramidové, bézné se vyskytujici na povrSich
a v sekretech savéich bunék (Schauer 1982). Tyto kyseliny maji kliCovou roli v mnoha
biologickych funkcich, od strukturdlnich a funk¢nich aspekt zalozenych na jejich negativnim
naboji po ucast vV molekularnim rozpoznavani béhem vyvoje, imunitni regulaci a karcinogenezi
(Carlin et al. 2009). Existuje pies padesat riznych forem Sia, ale dvé nejbéznéjsi formy U savci
jsou N-acetylneuraminova kyselina (Neu5Ac) a N-glykolylneuraminova kyselina (Neu5Gc)
(Varki 2009). Bézné typy vazeb Sia na zakladni glykanové fetézce zahrnuji Sia 02-3 a Sia a2-
6 (Chen & Varki 2010). Sia byly identifikovany na zralych spermiich, kazda spermie obsahuje
desitky milioni molekul Sia (Ghaderi et al., 2011). Hraji dalezitou roli v bunééném
rozpoznavani béhem infekci, vyvoje a regulace imunitnich reakci (Varki et al. 2009). Bylo
zjisténo, ze vy$$i mnozstvi Sia na sav€ich spermiich md pozitivni vliv na ochranu proti
fagocytoze, ale zaroven negativné ovlivituje schopnost vazby spermii na zona pellucida oocytu
(Bernal et al. 1980; Ritter et al. 1987; Toshimori et al. 1991). Tollner et al. (2008) zminuji, ze
Sia usnadnuji spermiim prichod cervikalnim hlenem, umoznuji jejich adhezi K epitelu
vejcovodu a tim se podileji na tvorbé oviduktalniho rezervoaru.

Sia se ¢asto nachazi na koncich glykanovych fetézcti @ maji negativni naboj. Diky tomu
ziskavaji urcité biochemické vlastnosti, které ovliviiuji interakci S dal§imi molekulami, véetné
lektinti. Lektiny Ize definovat jako proteiny neimunniho puvodu, schopnych reverzibilné se
vazat na specifické monosacharidy nebo oligosacharidy prostiednictvim nekatalytické domény
(Peumans & Van Damme 1995; Song 1999). Diky svym vlastnostem se lektiny vyuzivaji
k detekci glykokonjugatii. Tato schopnost umoznuje lektinim hrat zasadni roli v bunécné
signalizaci, adhezi bun¢k, imunitni odpovédi, ale také Vv procesech rozpoznavani patogent
hostitelem (Song 1999). Lektiny na spermiich tak mohou slouzit jako molekularni "klice", které
umoziuji spermiim navazat na "zamky" ve form¢ glykanti na povrchu vajicka. Bylo zjisténo,
ze lektiny hraji také podstatnou roli v kapacitaci spermii, a to predevsim regulaci interakci mezi
spermiemi a jejich mikroprostredim (Peumans & Van Damme 1995).

Poznatky o tom, Ze lektiny se vyskytuji nejen Vv rostlinné, ale i v zivocisné, bakterialni
a virové isi, vedly k jejich kategorizaci do n&kolika skupin (Ctvrtni¢kova 2009). Lektiny jsou
rozdéleny do péti hlavnich skupin podle monosacharidi, které rozpoznéavaji v sacharidovych
strukturach:  lektiny vazajici mandzu, fukézu, N-acetylglukosamin, galaktozu/N-
acetylgalaktosamin a N-acetylneuraminovou Sia kyselinu (Brinova 2008). Vazbu a-D-glukozy
a o-D-manndzy v glaykanech lze charakterizovat pomoci lektinu Concanavalin A (ConA),
ziskaného z fazolu Canavalia ensiformis (Cavada et al. 2018). Pro detekci vazby N-
acetylglukosaminu (GIcNAc) a neuraminovych kyselin, zakladnich slozek bunécnych
glykoproteint a glykolipidd, je specificky vyuzivan lektin Wheat Germ Agglutinin (WGA),
pochazejiciho z pseni¢ného klicku (Triticum vulgaris) (Balcan 2016). Vazbu a-2,6-vazanych
sialovych kyselin na glykoproteiny rozpoznavad Sambucus Nigra Agglutinin (SNA), ktery je
extrahovan z bezu ¢erného (Sambucus nigra) (Linman et al. 2008). Jiny typ vazba sialovych
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kyselin a-2,3-vazanychv glykoproteinech a glykolipidech lze identifikovat pomoci Maackia
Amurensis Lectin I (MAL 1), ziskany z rostliny Maackia amurensis (Linman et al. 2008).
Zminéné lektiny (Tabulka 1) byly vyuzity pro detekci glykosylaci molekul v psich spermiich
V nasi praci.

Lektin Cely nazev Pavod Specifita
ConA Concanavalin A Canavalia ensiformis  %D-mannopyranosyl,
a-D-glukopyranosyl
WGA Wheat C_;e_rm Triticum vulgaris N-acetylglukosamin
agglutinin
SNA Elderberry lectin Sambucus nigra a-2,6-vazané Sia
MAL Il Maaclréit?;n“rensw Maackia amurensis a-2,3-vazané Sia

Tabulka 1 Pivod a specifita lektinu dostupné z (,, Lectins ).

3.6 Proteomika a jeji vyuZiti ve vyzkumu proteini spermii

Proteomika je védecky obor propojeny s biologii, ktery se zabyva studiem vsech proteint
Vv biologickych systémech jako je bunka, tkan ¢i cely organismus a jejich vlastnimi funkcemi
(Chmelik 2005). Slouzi spolu s dalsimi dopliujicimi analytickymi metodami k nezbytnym
souCastem rozvijejicitho pfistupu tzv systémové biologie, ktery usiluje 0 komplexni popis
biologickych systémi prostiednictvim interakce rtiznych typti dat a umoziuje pocitaCové
simulace slozitych biologickych systému (Patterson & Aebersold 2003).

Stejné tak, jako geny tvoii genom, tak i proteiny tvofi proteom. Termin proteom (protein
complement of the genome) poprvé pouzil Mark Wilkins v roce 1994 na konferenci v Siené
(Wilkins et al. 1996). Novodobému rozvoji proteomiky napomaha predevsim neptetrzity vyvoj
Orbi trapu (coZ je hybridni hmotnostni spektrometr), ktery je neustdle zdokonalovan a tim
Proteomika zkouma kompletni soubor proteini v daném biologickém systému. Identifikuje
vSechny pfitomné proteiny. Analyzuje strukturu proteinti a jejich zmény, véetné riznych forem
modifikaci, které mohou ovliviiovat jejich funkci. Poméha porozumét funkci jednotlivych
proteint a jejich interakcim s dal§imi molekulami proteini, DNA, RNA a zjistit, jak se tyto
interakce podili na biologickych procesech (Pandey & Mann 2000). Studuje také regulaci
proteinové exprese a jejich zmény v Case artznych podminkach, coz pomaha pochopit
dynamiku bunéénych procest. Identifikuje zmény v proteomech spojené s onemocnénim, a to
muze poskytovat dulezité informace pro diagnostiku, prognézu a vyvoj 1é¢iv (Lim & Elenitoba-
Johnson 2004).
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3.6.1 Proteomické cile

Hlavnim cilem proteomiky je porozumét a popsat strukturu, funkce a interakce proteint
v bunikach (Chmelik 2005). Existuje hned né€kolik davodi, pro¢ je proteomika tak dilezitym
védnim oborem. Jednim z nich mtize byt identifikace proteini v daném biologickém vzorku,
ktera umoznuje vytvoreni proteomickych map a ty poskytuji obecny piehled 0 exprimovanych
proteinech (Aebersold & Mann 2003). Post-transla¢ni modifikace (PTM), mezi které
zahrnujeme fosforylace, glykosylace, acetylace, ubiquitinace a dalsi. Jsou to modifikaci, jez
zasadné ovliviiji funkci proteinti a tim mohou ménit i jejich stabilitu, aktivitu, lokalizaci
a interakci. Jsou tedy nezbytné k pochopeni regulace a funkénich zmén proteinti (Jensen 2006).
Ve vétsing pripada funguji interakce mezi proteiny ve slozitych sitich dalSich interakei a tim
koordinuji bunécné procesy, mapovani umozinuje odhalit mechanismy signalizanich drah
a identifikovat nové biologické cesty (Gavin et al. 2002). Dynamika proteinové exprese studuje
zmény v expresi proteinll v rozdilnych podminkéach a zjistuje, jak se bunky ptizplsobuji
zméndm v prostiedi (Gygi et al. 1999). Subcelularni lokalizace urcuje, na jakém misté se dany
protein nachdzi, coz je nezbytné pro pochopeni jeho funkce. Tyto proteiny mohou byt umistény
v riznych bunécnych organelach a kompartmentech, kde plni svou roli (Foster et al. 2006).
Funk¢ni analyzy objasiiuji funkce, kterou hraji v biologickych procesech. Jsou nezbytné pro
biomedicinsky vyzkum (Tyers & Mann 2003). Biomarkery pro diagnostiku a prognézu
identifikuji proteiny a PTM. Jsou specifické pro ur€ité stavy nebo onemocnéni a to miize vést
K vyvoji novych biomarkertd pro diagnostiku, prognézu a sledovani t¢innosti 1é¢by (Dias et al.
2016). Identifikace proteint hraje také klicovou roli v patogenezi onemocnéni a tim umoziuje
k vytvafeni novych terapeutickych strategii, podporuje tak vyvoj novych 1é¢iv a terapeutickych
postupit (Schirle & Jenkins 2016). Studie odolnosti a citlivosti k 1é¢bé mohou odhalit rizné
mechanismy, které stoji za citlivosti nebo rezistenci vici 1é€b¢ a tim umoziuji personalizovany
ptistup k 1écbé a vyvoji ucinnéjsich terapeutik (Paul & Kumar 2018). Srovnavani proteomt
mezi riiznymi organismy v riznych evolu¢nich stadiich ptinasi pochopeni evolu¢ni konzervace
proteinovych funkci adrah. Toto srovnani odhaluje zékladni biologické mechanismy
a poskytuje nové pochopeni vyvoje zivota (Koonin & Galperin 2003).

3.6.2 Nejcastéjsi techniky pouzivané v proteomice

V proteomice se vyuziva rozdilnych technik, které se casto kombinuji pro komplexni
analyzu proteind a poskytuji tak dileZité informace O proteomech vSech bunécnych
a tkanovych systémil. Mezi Casto pouzivané techniky patii elektroforéza. Patii mezi soubor
separacnich metod, které vyuzivaji stejnosmérného elektrického pole. Elektroforéza tak
umoziuje separaci latek na zakladé jejich odlisné elektroforetické mobility. To znamena, Ze
rozd€li nabit¢é molekuly (ionty) pomoci jejich rozdilné pohyblivosti. Dvourozmérna
elektroforéza (2-DE) rozdéluje proteiny dle izoelektrického bodu apoté dle molekulové
hmotnosti. RozliSuje tak tisic proteinti v jednom vzorku a vyuziva se pifedevsim pro srovnavaci
studie (Gorg et al. 2004). Modernizovanéjsi verze 2-DE je Diferencidlni elektroforéza (DIGE).
Proteiny se znackuji riznymi fluorescen¢nimi barvivy pied separaci na jednom gelu, coz
umoziiuje presnéjSi kvantifikaci asrovndvani proteinovych profild (Unlu et al. 1997).
Imunoprecipitace je metoda, ktera se vyuziva pro izolaci a Koncentraci specifickych proteint ¢i
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proteinovych komplexii z komplexnich smési a s vyuzitim specifickych protilatek. Patfi mezi
Casto pouzivané metody pro pripravu vzorkl a dalsi analyzu, jako je Western blott nebo
hmotnostni spektrometrie. Je také zasadni pro studium protein-proteinovych interakci
(Dziembowski & Seraphin 2004). Hmotnostni spektrometrie (MS — Mass Spectrometry) patii
mezi centralni technologie pro identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteint a jejich PTM.
Vyuziva se k méfeni hmotnosti a naboji molekul, coz umoznuje detailni analyzu peptida
a proteint (Aebersold & Mann 2003). Chromatografie zahrnuje n¢kolik metod jako je iontova
vymeéna, reverzné fazova a afinitni chromatografie pro separaci a purifikaci proteinii nebo
peptidi pted analyzou pomoci MS. Umoznuje také pied separaci slozitych smési (Ishihama
2005). Pti izotopoveé znacenych technikach (napt. SILAC, iTRAQ, TMT) jsou proteiny nebo
peptidy chemicky modifikovany izotopicky znacenymi reagencii, coz umoziuje jejich
kvantifikaci v MS analyze. Vyuzivaji se pro kvantitativni porovnani proteind mezi riznymi
stavy nebo podminkami (Ong & Mann 2006). V neposledni fad¢, se vyuZiva bioinformatiky
a vyhledavani v databazich. SlouZi pro uZivatele jako sada néstrojii a metod pro analyzu
a interpretaci dat z proteomickych experimentl. Zahrnuje algoritmy pro identifikaci proteint
Z MS dat, analyzu proteinovych siti a predikci funkce neznamych proteini (Bairoch 2000;
Jensen et al. 2009).

3.6.3 Detekce proteinii

V oblasti proteomiky spermii je k detekci a analyze proteinti vyuZivano mnoho metod.
Mezi né patii hmotnostni spektrometrie, kterd slouzi K identifikaci a kvantifikaci proteint
(Aebersold & Mann 2003). K oddé€leni a rozpoznani specifickych proteinti slouzi techniky
dvoudimenzionalni gelové elektroforézy (Unlu et al. 1997; Gorg et al. 2004) a Western
blottingu (Dziembowski & Seraphin 2004), kde hraji podstatnou roli protilatky (Unlu et al.
1997; Dziembowski & Seraphin 2004). Pro vizualizaci lokalizace proteinti slouzi imunodetekce
(Johnson & Nogueira Araujo 1981).

Tyto metody, kazda s urcitymi klady a zapory, se Casto kombinuji pro komplexni

analyzu proteomu spermie s cilem identifikovat nové biomarkery plodnosti, studovat
mechanismy funkce spermii nebo pochopit dopady vnéjsich i genetickych faktort.
Pro separaci proteinti se Casto vyuziva jejich elektroforetické déleni. Elektroforéza je metoda,
kdy se nabité ¢astice vV kapalném médiu posouvaji pod vlivem elektrického pole. Pohyblivost
¢astic zavisi na jejich naboji, velikosti a tvaru, a také je ovlivnéna vlastnostmi pufru, jako je
jeho typ, koncentrace a pH, stejné jako teplota a sila elektrického pole. Tato metoda se Casto
vyuziva K analyze a purifikaci velkych molekul, véetné proteint a nukleovych kyselin, ale také
pro mensi nabité molekuly, jako jsou cukry, aminokyseliny, peptidy, nukleotidy a jednoduché
ionty (Westermeier 2001).

Provedeni elektroforézy zahrnuje aplikaci vzorku na porézni material, skrze ktery se pak
pod aplikovanym napétim molekuly posouvaji riznymi rychlostmi (Westermeier 2001).
Elektroforéza nachazi uplatnéni v mnoha oblastech, vcetné biologického a biochemického
vyzkumu, proteinové chemie, farmakologie, forenzni védy, klinickych studii, veterinarni
mediciny, potravinaiské kontroly a molekularni biologie (Westermeier et al. 2008).
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Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) s pfidavkem dodecylsiranu sodného (SDS) je
metoda, kterd vyuziva pufrovaci systém pro oddéleni molekul. V tomto procesu se iontové
molekuly pohybuji v gelu, kde piechazi od vedouciho iontu, ktery ma vysokou rychlost
migrace, ke koncovému iontu S pomalou migraci. Oddéleni molekul dochazi na zaklad¢ rozdila
V jejich elektroforézni pohyblivosti (Garfin 2009; Westermeier 2001).

Oddéleni proteinti a dalSich molekul muze probihat bud’ ve vertikdlnim, nebo
horizontalnim elektroforéznim usporadani. Vertikalni systémy jsou oblibené pro jejich
flexibilitu a kompatibilitu s riznymi typy pfislusenstvi. Na druhou stranu, horizontalni
systémy, které pouzivaji velmi tenké gely, ptinaseji specifické prednosti (Westermeier 2001).

Odpovidajici ptiprava vzorku je zdkladem pro uspésnou elektroforézu, pricemz kazdy

proteinovy vzorek vyzaduje individualné upraveny postup, zahrnujici uplné rozpusténi,
odd¢leni, denaturaci a redukci proteinti. Dulezité je, aby byly proteiny V elektroforetickych
podminkach plné rozpustény (Grabski 2009).
Pro uplnou analyzu vSech intracelularnich proteint je nutné bunky efektivné narusit. NaruSeni
bunck by mélo probihat pti nizké teploté, protoze béhem lyzace mohou byt uvolnény proteazy,
aproto by mél byt proteinovy vzorek chranén pted proteolyzou. NaruSeni bunck se Casto
provadi Vv solubiliza¢nim roztoku vhodném pro vybrané proteiny (Gottlieb & Adachi 2000;
Rabilloud 1996).

Pro uspésnou elektroforézu je klicova presna kvantifikace proteinii ve vzorku, coz
umoznuje spravné nalozeni mnozstvi a usnadiiuje porovnani mezi vzorky. Vybér metody
kvantifikace zavisi na riiznych faktorech, véetné dostupnosti proteinu a ptritomnosti rusivych
latek. Pfesnost méteni se 1181 v zavislosti na slozitosti smési proteinti a jejich aminokyselinovém
sloZzeni. Pro nejspolehlivéjsi vysledky je doporuceno pouziti smési proteinit podobnych
analyzovanému vzorku jako standard (Noble & Bailey 2009).

Po dokonceni elektroforézy je gel s rozdélenymi proteiny obvykle barven barvivy jako
je modi nebo stiibro pro vizualizaci proteint. V dalsich pfipadech je mozné prenést vzorky
z gelu na membranu pomoci ,,blottingu* neboli elektropienosu (Bayer et al. 1987).

Pro analyzu zaloZenou na reaktivité s protilatkami je nutné, aby separované molekuly byly
uvolnény z elektoforetického gelu. Nejefektivnéj$i metodou pro tento ticel je pravé technika
pfenosu na membranu. Pfi ,,blottingu®, jsou molekuly separované na pevném gelu eluovany
pfes Sirokou plochu gelu na specialni membranu, Ktera molekuly vaze. Proteiny zlstavaji
pfevazné na povrchu membrany, kde jsou dostupné pro detekci. Nejcastéji pouzivanymi
materialy membran pro elektropfenos proteinti jsou nitroceluloza (NC) a polyvinylidenfluorid
(PVDF). NC membrana je nejvSeobecnéji pouzitelna. Gel obsahujici separované proteiny je
umistén vedle membrany v kazeté, kterd je poté ponofena do naddoby S pufrem mezi dvéma
elektrodami. Aplikaci napéti na elektrody se molekuly pfesunou z gelu na membranu (Kurien
& Scofield 2006).

Po tomto procesu lze na membran¢ navdzané proteiny detekovat bud’ specificky pomoci
protilatek, nebo riznymi barvicimi technikami. Proteiny pfenesené na membranu je mozné
vizualizovat pfimo barvenim membrany pomoci Ponceau S, koloidniho zlata, amidové cerné
a Coomassie Blue (Bayer et al. 1987; LaRochelle & Froehner 1990).

Imunodetekce a imunofluorescence jsou dvé zakladni techniky vyuzivané
Vv biochemickém a bunécném vyzkumu pro studium proteint. P¥i imunodetekci jsou proteiny
po preneseni na membranu inkubovany S primarni protilatkou specifickou pro cilovy protein,
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nasledované aplikaci sekundarni protilatky oznacené enzymem pro vizualizaci. Tato metoda je
neocenitelna pro analyzovani proteinové exprese a posttranslacnich modifikaci (Ni et al. 2016).
Na druhou stranu, imunofluorescence vyuziva fluoroforem znacené protilatky k vizualizaci
proteinti ptimo V buiikdch nebo tkénich, coz umoziuje detailni pozorovani jejich lokalizace,
distribuce a vzajemnych interakci na subcelularni urovni. Spole¢né tyto metody poskytuji
komplexni nastroje pro zkoumani dynamiky proteinti v riznych biologickych kontextech (Jalali
etal. 2017).

3.6.4 Proteomika spermii

Vyzkum proteini U spermii savcli se stal vyznamnym prvkem k pochopeni
molekularnich mechanismi regulujicich funkci spermii, jejich zrani a interakce s oocytem.
Proteomika tak pomaha odhalovat nové biomarkery plodnosti ¢i neplodnosti U zvitat i lidi
a identifikovat specifické proteiny, které se podili na procesu fertilizace. Poméha také
objevovat potencionalni receptory, jez se zapojuji do interakce spermie S oocytem (Sutovsky
2020).

Studie Amaral et al. (2014) poskytuje komplexni pichled 0 proteomu lidskych spermii.
Identifikuje pres 6000 riznych proteinti a analyzuje jejich zapojeni do bunéénych drah. Tato
studie také upozornuje na ptitomnost proteinti v RNA metabolismu a jejich translaci, coz mize
et al. (2016) se naopak zabyvala studii U riznych sav¢ich druhi, kde byl identifikovan soubor
623 proteint pfitomnych ve spermiich napfi¢ 19 druhy, coz naznacuje urcitou stalost proteinli
spermii U savcii. Tim tato studie potvrzuje univerzalnost nékterych funkci u spermii (Bayram
et al. 2016).

Vyzkum proteinti psich spermii identifikoval nékolik klicovych proteinti, které hraji roli
v kvalité a plodnosti spermii. Patfi mezi né proteiny vazajici heparin, proteiny vazajici zinek,
laktoferin, matrix metaloproteindza, superoxid dismutdza, kataldza a glutathion peroxidaza
(Aquino-Cortez 2016). Byl také zkouman vliv psiho plemene na proteomiku spermii
a seminalni plazmy, pfi¢emz byly zjistény rozdily v profilech proteini spermatu (Araujo 2022).

Vyzkum ukazuje rozdily v proteomu spermii mezi jednotlivymi plemeny, ktera mohou
souviset s rozdily v plodnosti. Studie u plemen skotu identifikovaly rozdilnou expresi proteinii
ve spermiich a semenné plazmé (Park et al. 2012). Podobné byly pozorovany proteomické
rozdily mezi holstynskymi byky s vysokou a nizkou plodnosti (Kasimanickam et al. 2019).
Tyto rozdily byly spojeny s rozdily ve funkcich spermii, jako je energeticky metabolismus,
bunécna komunikace, spermatogeneze a motilita. Kromé toho byly uspermii berant
identifikovany specifické proteiny jako potencialni markery plodnosti (Hitit et al. 2021).
Nedavné studie zdlraznily vyznam proteomické analyzy pro pochopeni rozdilt v proteomu
spermii riznych plemen kancti, jako je Yorkshire a Duroc (Xu et al. 2021). Tyto rozdily mohou
mit vyznamné disledky pro strukturu, funkci a plodnost spermii. Kromé toho mize vyuziti
proteomickych pfistupti pomoci pii identifikaci potencionalnich biomarkerd neplodnosti u
samcu (Rickard & Graaf 2020).
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4 Metodika

4.1 Odbér biologického materialu

Pro experimenty této diplomové prace byl pouzivan nativni ejakulat chovnych pst
(Tabulka 2) plemene australsky ov¢éak (AUO) aminiaturni americky ovcak (MAO)
Z chovatelské stanice Cofi Capito, ktera se nachézi v Horni Libchavé.

Odbér byl provadén masturbacni technikou bez pifitomnosti haravé feny ve stejny den
a za podobnych podminek. Ejakulat byl odebran do plastového sacku, z kterého byl nasledné
ptepipetovan do plastové zkumavky. Pied dal§im zpracovanim se nechal ejakulat odstat 30
minut pii pokojové teploté.

Canis odbérA odbérB celé jméno psa plemeno
Cal 1,75ml 2 ml Nebesniy Aljans Around The Corner AUO
Ca2 3,75ml 4,25 ml Moonbaby's Zippo Cofi Capito AUO
Ca3 4 ml 7,5 ml  Moonbaby’s Pray For Peace Prepare For War AUO
Ca4 7,75 ml 6,5 ml Dizzy Marble Dream Glow AUO
Cabs 5 ml 4,25 ml First Mini Cofi Capito MAO
Ca6 10,25ml 10 ml Moonbaby's Percy Cofi Capito MAO
Ca7 6,5ml 8,25 ml Moonbaby’s Red Ranger MAO
Ca8 12,25ml 7,5ml Gordonview Mega Opportunity MAO

Tabulka 2 Prehled odbeéru psii

e Odbér A probéhl 15. 11. 2023
e Odbér B probehl 22. 11. 2023

4.2 Priprava vzorki

Pro ptipravu vzorkid byl pouZzit nativni odstaty ejakulat, ktery byl jemné zamichan
arozpipetovan po 1 ml do 1,5 ml mikrozkumavek typu Eppendorf. Mikrozkumavky byly
centrifugovany po dobu 5 minut pii 700 x g pti pokojové teploté. Po odsati supernatantu byla
mikrozkumavka doplnéna 1 ml PBS roztoku a nasledné byl vzorek rozsuspendovan a znovu
centrifugovan. Tyto kroky promyvani spermii byly provedeny celkem 5x. Po posledni
centrifugaci bylo odsato co nejvice supernatantu a zbyla peletka spermii byla peclivé popsana
a zamrazena. Tyto zamrazené vzorky byly na ledu pievezeny do univerzitni laboratofe pro dalsi
analyzu.

Pro detekci neptimé imunofluorescence byl odebran alikvot o objemu 100 pl do vlastni
mikrozkumavky ptred posledni centrifugaci. K alikvotu bylo pifidano 100—600 ul PBS
(phosphate buffered saline; Sigma-Aldrich, USA), nebyla moznost vyuziti mikroskopu, bylo
zapotiebi makroskopického odhadu hustoty alikvotu). Na sklicka byla nakreslena dvé kolecka
pomoci PAP Pen liquid blocker (Sigma-Aldrich, USA) a okraj sklicek byl popsan zakladnimi
udaji — datum, identifikace psa a ¢im byl preparat fixovan. Do kazdého kolecka bylo pieneseno
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20 ul suspenze spermii a 50 pl vymrazeného aceton-metanolu (v poméru 1:1). Po 5 minutach
nasledoval oplach PBS roztokem a osuseni preparatu. Takto pfipravené preparaty se vzorky
byly skladovany v lednici pfi teploté 4°C.

Pro zpracovani vzorki na Western blot analyzu bylo potfeba lyzovat peletu spermii
s ptidanim 150-600 ul (dle individualni velikosti kazdé peletky) vzorkového pufru s inhibitory.
Vzorky byly inkubovany v ledové tiisti 30 minut a pii tom kazdych 5 minut vortexovany. Po
lyzaci vzorkii nasledovalo rozpileni vzorkii na dva dil¢i vzorky a to vzorky neredukujicich (N)
podminek avzorky redukujicich (R) podminek. Vzorky piipravené za N podminek byly
inkubovany v termobloku 5 minut pfi 38 °C a nasledné centrifugovany ve 4 °C 2 minuty pfi
10 000 x g. Odebrany supernatant ze vzorku byl zamrazen. Vzorky pfipravené za R podminek
byly inkubovany v termobloku 5 minut pii 95 °C. Poté byly vzorky centrifugovany ve 4 °C 2
minuty pii 10 000 x g. Do nové mikrozkumavky byl odebran supernatant a k nému pi#idan
merkaptoethanol do finalni 5% koncentrace. Vzorky byly vortexovany a znovu inkubovany
Vv termoshakeru 5 minut pti 95 °C.

4.3 Western blot (WB)
4.3.1 SDS - Elektroforéza

Pro pfipravu geld byla sestavena aparatura Mini-PROTEAN Tetra Cell. Ptipraveny
roztok 12% separacniho akrylamidového gelu (Tabulka 3) byl napipetovan mezi skla
a nasledn¢ ptevrstven destilovanou vodou. Polymerace separa¢niho gelu trvala 20-30 minut.
Po uplynuti této doby byla destilovana voda vylita anasledovalo navrstveni roztoku 4%
zaosttovaciho akrylamidového gelu (Tabulka 4). Po napipetovani tohoto roztoku byl mezi skla
vsazen hiebinek pro tvorbu 15 jamek. Polymerace zaostfovaciho gelu trvala 10—15 minut.
Tabulka 3 Slozeni 12% separacni gelu

12% separacni gel

roztok mnozstvi
Tris HCI pH 8,8 (Resolving gel buffer, 1,5; MBio-Rad, USA) 2,5ml
30 % Akrylamid (Acrylamide/bis-acrylamide 30% solution; Bio-Rad, USA) . 4 ml
H20 3,5ml
SDS 10 % (dodecylsiran sodny; Bio-Rad, USA) 100 pl
TEMED (tetramethylethylendiamin; Pharmacia Biotech, Svédsko) 4,5 ul
APS 10 % (persiran amonny; Amersham Biosciences, Svédsko) 70 pul

Tabulka 4 Slozeni 4% zaostrovaci gelu

4% zaostiovaci gel

roztok mnozstvi
Tris HCI pH 6,8 (Stacking gel buffer, 0,5 M; Bio-Rad, USA) 625 ul
30 % Akrylamid (Acrylamide/bis-acrylamide 30% solution; Bio-Rad, USA) = 325 ul
H20 1,5ml
SDS 10 % (dodecylsiran sodny; Bio-Rad, USA) 25 ul
TEMED (tetramethylethylendiamin; Pharmacia Biotech, Svédsko) 3,8 ul
APS 10 % (persiran amonny; Amersham Biosciences, Svédsko) 50 ul
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Po této dob¢ byla souprava premisténa do nddoby urcené k elektroforéze. Nadoba byla
zalita elektrodovym pufrem (15 g Tris, 72 glycin, 5 g SDS rozpusténo v 1 1 destilované H20,
roztok byl nasledné ziedén 1:4 v destilované H20) a hiebinek byl vyjmut. Do prvni jamky byly
pomoci Hamiltonovy pipety napipetovany 2 ul hmotnostniho standardu (Precision Plus Protein
Standards, Bio-Rad, USA), do zbylych jamek pak 8 vzorki S proteinovymi extrakty spermii po
10 pl. Pro elektroforézu byl vyuzit piistroj PowerPac HC High-Current Power Supply (Bio-
Rad, USA). Pocateéni usek elektroforézy probihal pii napéti 80 V po dobu 30 minut, poté bylo
napéti zvySeno na 150 V po dobu zhruba 60 minut, dokud nedoslo k dostacujicimu rozdéleni
proteint.

4.3.2 Prenos proteint (Western blotting)

Gel byl vyjmut ze soupravy a promyt v destilované vodé. Souprava na samotny Western
blotting byla sestavena z kazety, dvou houbiéek, ¢tyf filtra¢nich papird a nitrocelul6zové (NC)
membrany v nasledujicim potadi: houbicka, 2x filtracni papir, NC membrana, gel, 2x filtracni
papir, houbicka. Kazeta byla vlozena do soupravy Mini Trans-Blot Central Core a nasledné do
nadoby, ktera byla zalita transferovym pufrem (3,03 g Tris, 14,4 glycin rozpustén ve 200 ml
destilované H>O, 200 ml methanolu a doplnéno na 1 1 destilovanou H20). Celou soupravu
z vnéjSku ochlazovala ledova tfist, aby nedochdzelo k jejimu piehfati pii elektroptenosu.
Elektropienos probihal pomoci ptistroje PowerPac HC High-Current Power Supply pod stalym
proudem 500 mA po dobu 45 minut. Po uplynuti této doby byla membréana vyjmuta ze soupravy
a omyta pomoci destilované vody. Po omyti byl zkontrolovan pfenos proteinii na membranu za
pouziti barviciho roztoku Ponceau S (Sigma—Aldrich, USA). Toto barvivo efektivné obarvi
proteiny na membrané Cervené, neovliviiuje jejich biologickou aktivitu a umoznuje rychlou
vizualizaci prenesenych proteinti. Po kontrole pfenosu byla membrana omyvana na tiepacce
roztokem PBS s 0,1% Tweenem 20 (PBS-T).

4.3.3 Imunodetekce proteini

Pro zablokovani nespecifickych vazebnych mist na NC membrané byly pfipraveny
média 5% suSeného mléka (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk; Bio-Rad, USA)
(ptipraveno pro protilatky) a 2% Zelatiny (Sigma-Aldrich, USA) (pfipraveno pro lektiny). 0, 25
g suSen¢ho mléka bylo smichano s 5 ml destilované vody a 0,1 g suSené Zelatiny bylo smichano
s 5 ml destilované vody a ditkkladné promichano na rotaéni tiepacce do uplného rozpusténi.
Membrana byla vlozena do krabicek a zablokovana mlékem po dobu 45 minut na tfepacce.
Blokace Zelatinou probihala ptes noc v lednici pfi 4 °C.

Po zablokovani mlékem bylo provedeno promyti membrany 3x 5 minut pomoci PBS-
T. Nasledné byla pfidana primarni protilatka fedéna v PBS: anti-AKAP4 klon 7E10 (4BioDx,
Francie) v poméru 1:5000, anti-phospothyrosine klon 4G10 (Millipore Corporation, USA)
v poméru 1:500 a Alfa-tubulin klon DM1A (Monoclonal anti-a-Tubulin Antibody produced in
mouse, Sigma-Aldrich, USA) v poméru 1:1000. Inkubace s primarni protilatkou probihala pies
noc Vv lednici pii 4 °C. Po inkubaci nasledovalo promyti 3x 5 minut s PBS s 0,1% Tweenem 20.
Poté byla ptidana sekundarni protilatka anti-mouse konjugovana s kifenovou peroxidazou (Bio-
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Rad, USA) proti mysim imunoglobulintim v poméru 1:3000 v PBS. Sekundarni protilatka byla
s membranou inkubovana po dobu 60 minut na tfepacce. Posléze byla NC membrana
promyvana PBS-T 5x 5 minut.

Po zablokovani membrany Zelatinou bylo provedeno promyti 3x 5 minut pomoci PBS-
T. Nasledné byl pfidan biotinem znaceny lektin v poméru 1:2500 (MAL Il., WGA, SNA —
Vector Laboratiries, USA) fedény v Hepes pufru (10 mM HEPES, pH 7,5; 0,15 M NaCl; 0,1
mM CaCly; 0,01 mM MnCI;) Inkubace s lektinem byla provadéna na tiepacce po dobu 90
minut. Po inkubaci nésledovalo promyti 3x 5 minut s PBS-T. Poté byla pfidana Avidin
peroxidaza (Sigma-Aldrich, USA) v poméru 1:1000 v PBS, ta byla na tiepacce inkubovana 60
minut. Posléze byla membrana promyta s PBS-T 5x 5 minut. Na membran¢ po promyti byla
provedena vizualizace detekce proteinti a lektinli za pouziti chemiluminiscen¢niho substratu
(SuperSignal West Chemiluminescent Substrate; Thermo Scientific, USA) pii poméru 1:1.
Chemiluminiscence byla provedena avyhodnocena v digitalnim pfistroji Azure c¢300 Gel
Imaging Systém (Azure Biosystems, Dublin, USA).

4.4 Neprima fluorescence

Na neptimou fluorescenci byla pouzita ptipravena sklicka se zafixovanymi spermiemi.
Sklicka byla omyta PBS a poté bylo do obou kole¢ek s preparaty spermii napipetovano 150 pl
Super Blocking Bufferu (ThermoFischer Scientific, USA). Skli¢ka byla ulozena do vlhké
komurky na dobu 20—30 minut. Po uplynuti doby byla skli¢ka opét oplachnuta PBS. Na kolecka
pro samotnou detekci bylo napipetovano 100 pl primarni protilatky (AKAP4 1:50, 4G10 1:500)
nebo biotinem znaceného lektinu v poméru 1:300 (MAL Il WGA, SNA, ConA — Vector
Laboratiries, USA). Na negativni kontrolu bylo napipetovano 100 ul PBS (jako kontroly pro
detekci protilatkami) nebo 100 ul roztok Hepes (pro lektiny). Prvni inkubace probihala ptes
noc pii 4 °C. Po inkubaci nasledoval oplach preparati PBS aptidani 100 ul sekundarni
protilatky goat anti-mouse 488 v poméru 1:300 v PBS (K protilatkam) nebo piidani 100 ul
Streptavidinu FITC (ThermoFisher Scientific, USA) v poméru 1:300 v PBS (k lektintim) do
obou kolec¢ek. Druhd inkubace probihala 45—60 minut. Néasledoval oplach PBS a ptidani 100 pl
PNA s Rhodaminem (Vector Laboratories, USA) do kazdého kole¢ka v poméru 1:500 v PBS
pro obarveni akrozomil. Inkubace probihala ve vlhké komirce po dobu 30 minut. Nasledoval
oplach PBS a oplach destilovanou vodou. Poslednim krokem pifed samotnym vyhodnocenim
bylo napipetovani 7 ul Vectashieldu s DAPI (Vector Laboratories, USA) a prikryti krycim
sklickem. Analyza probihala po 10—15 minutach pod fluorescenénim mikroskopem Nikon
Imaging software (NIS-Elements).

4.5 Statisticka analyza

Sila signalu byla detekovana pomoci software Image Studio Digits verze 4.0. C-Digit
Scaner. K naslednému zpracovani namétenych dat byl vyuzit Microsoft Excel. Zmétfené signaly
byly nasledné vztazeny na plochou signalu daného proteinu/glykoproteinu. Stejny postup
probéehl také u hodnoceni celkové nanasky proteinti ve vzorku. Takto ziskané hodnoty byly
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vztazeny K signalu barveni proteinti. Vysledky byly porovnany a rozdily mezi jednotlivymi
vzorky byly statisticky vyhodnoceny.

Experimenty byly 1-5 krat zopakovany, pro vyhodnoceni byl vSak vybran jeden
reprezentativni vysledek. Pro denzitometrickou analyzu exprese proteinti byl pouzit program
Image Studio Digits (Lite Verze 5.2.; LI-COR Biosciences, USA). Pro vypracovani
statistickych analyz dat u detekce proteinu a miry fosforylace/glykosylace v lyzatu spermii
mezi jednotlivymi plemeny byla zvolena analyza T-test a ANOVA v GraphPad Prism 5.0
Software (LLC) d.b.a Dotmatics. Hodnota P mensi nez hladina vyznamnosti (o = 0,05) byla
povazovana za statisticky vyznamnou.
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5 Vysledky

Pro vyhodnoceni byla vybrana data ziskana z prvniho odbéru oznaceného jako A, ato
z diivodu odlisného proteinového profilu po lyzaci spermii z odbéru B. Nanéaska u jedincii
Z odbéru B byla vyrazné odlisné a toto méteni nebylo do vysledkt zahrnuto. V ptipad¢ vzorki
z odbéru A bylo u nékterych experimentti provedeno nékolik opakovani, aby mohla byt data
fadné vyhodnocena.

5.1 Lokalizace AKAP4 proteinu a fosforylovanych a glykosylovanych
molekul na psich spermiich

Pouzitim fluorescen¢ni mikroskopie byly zaznamenany signaly pro detekci AKAP4
proteinu, fosorylovanych a glykosylovanych molekul. Modrou barvou je za pomoci DAPI
obsazeném v montovacim médiu znaéeno jadro spermie. Cervenou barvou je diky PNA lektinu
konjugovanym S rhodaminem onafen akrozom spermie. pak detekuje, pro nas
lektinu pomoci streptavidinu konjugovaného s FITC. U kazdého experimentu byla provedena
negativni kontrola bez inkubace s protilatkou nebo lektinem. Kontrolni experimenty bez pouziti
protilatky nebo lektinu byly konzistentné negativni, coz potvrzuje specifi¢nost vazby.

Pro prezentaci vysledkti byla vybrana vzdy jedna reprezentativni fotografie, ktera byla
nasledné detailné¢ji popsana.

Pro lokalizaci proteinu AKAP4, ktery se typicky nachéazi v bi¢iku spermii, byla pouzita
specificka protilatka Anti-AKAP4. Jak je zobrazeno na Obrdzek 5 (A), lokalizace signalu
AKAP4 byla nejintenzivnéjsi v oblasti koncové €asti biciku spermie (al). Zatimco ve stiedni
¢asti bi¢iku spermie (a2) byla zaznamendana slabsi detekce.

Posttranslacnich modifikace PTyr byly detekovany pouzitim monoklonalni protilatky
proti fosfotyrosinu 4G10, jak ukazuje Obrazek 5 (B). Signal byl zaznamenan v ekvatorialnim
segmentu hlavicky (bl) na spermiich s neporusenym akrozomem.

Obrazek 5 Imunolokalizace AKAP4 (A) a PTyr (B) v psich spermiich. Jadra znacené DAPI
(modre), pozitivni reakce s protilatkou (zelené), akrozomy znacené PNA lektinem (cervené). D
— slozeny obrazek (DAPI, lektin, PNA). al — silny signdl pro AKAP4 na biciku spermie, a2 —
slaby signadl pro AKAP4 ve stiedni casti biciku, bl — lokalizace fosforylovanych protienii
V ekvatoridalnim segmentu hlavicky spermie. Zvetseni 400x.
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Pro detekci sialovych kyselin na povrchu spermii byla zvolena metoda vazby lektinu,
ktera predstavuje nejméné invazivni pfistup umoziujici zachovani co nejptirozenéjSich
podminek bez poskozeni bunéénych struktur. Obrdazek 6 (C) ukazuje lokalizaci a-2,6 vazané
sialové kyseliny pomoci lektinu SNA. Tento lektin vazal sialované molekuly nejvyraznéji ve
sttedni ¢asti biciku spermie (c1). Mén¢ vyrazny signal byl také pozorovan v hlavni ¢asti bi¢iku
(c2).

Naopak to bylo u lektinu WGA, ktery se specificky vaze na N-acetylglukosaminové
zbytky asialové kyseliny glykani. Obrdzek 6 (D) ukazuje detekci silného signalu
v akrozomové ¢asti hlavicky spermie (d1). Na obrazku si mizeme povSimnout, ze tento signal
naprosto prekryva signal akrozomu zna¢enym PNA lektinem.

Obrazek 6 Lokalizace vazby lektinii SNA (C) a WGA (D). Jddra znacené DAPI (modre),
pozitivni reakce S lektinem (zelené), akrozomy znacené PNA lektinem (cervené). c1 — lokalizace
sialylace ve stredni casti biciku spermie, c2 — slabsi signal pro sialylaci na biciku spermie, d1
— lokalizace sialylace v akrozomové oblasti. Zvetseni 400x.

Pro dalsi detekcei sialovanych molekul byl pouzit lektin MAL II se specifitou pro a-2,6
vazané sialové kyseliny (Obrdzek 7). Pomoci MAL II lektinu byl ve stiedni ¢asti bic¢iku spermie
detekovan vyrazny signal (el, f1). Méné€ vyrazny signal byl nalezen v hlavni ¢asti bic¢iku
spermie (€2, f2). Rozdil je vSak viditelny mezi plemeny AUO a MAO v apikalni ¢asti hlavi¢ky
spermie, kde byl zachycen signal u plemena AUO (e3), zatim co U plemene MAO se signal
v apikalni ¢asti hlavicky spermie nevyskytoval (£3).
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Obrazek 7 Lokalizace lektinu MAL 11 u AUO (E) a MAO (F). Jdadra znacené DAPI (modre),
pozitivni reakce S lektinem (zelene), akrozomy znacené PNA lektinem (cervene). el, fl —
lokalizace sialylace ve stiedni casti biciku spermie, e2, f2 — slabsi signal pro sialylaci na biciku
spermie, e3 — lokalizace sialylace v apikalni casti hlavicky spermie u plemene AUO, f3 —
absence sialylace v apikalni casti hlavicky spermie u plemene MAO. Zvétseni 400x.

Lokalizace vazby lektinu ConA (Obrazek 8) (G) ukazuje signal téchto sacharidovych
struktur diky pouziti streptavidinu konjugovaného s FITC. Obrazek (H) ukazuje jadro spermie
znacené¢ pomoci DAPI. Obrazek (CH) zobrazuje oznaceni akrozomu pomoci lektinu PNA
konjugovaného s rhodaminem. Obrazek (I) je pak slozeny ze vSech 3 fotografii pro vyslednou
vizualizaci. ConA je lektin, ktery se vaze na a-D-glukézu a a-D-manodzu. Na obrazku (G) byla
vazba lektinu ConA detekovdna na celém povrchu spermie s nejsilnéjSim signalem
v akrozomové oblasti hlavicky (il). Tento signal postupné zesldbl a pokracoval smérem
K posteriorni ¢asti hlavi¢ky spermie (i2) a byl rovnomérné rozlozen také ve stiedni ¢asti bic¢iku
spermie (i3). Mén¢ vyrazny signal pak pokracoval aZ do hlavni a koncové ¢asti bi¢iku spermie

(i4).

G
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Obrazek 8 Lokalizace lektinu ConA (G). Znaceni jadra DAPI (H). Znaceni akrozomu PNA
lektinem (CH). Propojeni vsech 3 kandlii (I). i1 — lokalizace glukozylovych a manozylovych
struktur v akrozomoveé oblasti hlavicky spermie, i2, slabsi signal pro glukézu a manozu na
hlavicce spermie, i3 — slabsi signal pro glukozu a manozu Ve stiedni casti biciku spermie, i4 —
slaby signadl ConA na biciku spermie. Zvétseni 400x.
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5.2 Proteinovy profil psich spermii

Vzorky proteinti po lyzaci spermii oznacené jako Cal az Ca8 byly separovany, pfeneseny
na nitrocelulézovou membranu a nasledné obarveny na proteiny. Tyto vzorky byly rozdéleny
do dvou skupin dle plemene. Vzorky Cal az Ca4 reprezentuji jedince plemene AUO, zatimco
vzorky Ca5 az Ca8 jsou jedinci plemene MAO.

Proteinova analyza lyzatu (Obrazek 9) od psi odhalila pruhy odpovidajici molekulovym
hmotnostem 50 kDa a 55 kDa. V oblasti 55 kDa byla zfetelna exprese proteinti ve vzorcich
Cal, Ca3, Cab, Ca7 a Ca8, zatimco u Ca2, Ca4 a Ca5 byla detekce téchto proteinti méné
vyraznd. Pro molekularni hmotnost 50 kDa byla zaznamenana pfitomnost proteini podobném
mnozstvi pro vzorky Cal aZ Ca$5, naopak U vzorki Ca6 az Ca8 byla intenzita barveni niZsi.
Dale byly nalezeny proteiny s molekulovymi hmotnostmi 20 kDa a 17 kDa napfi¢ vSemi
analyzovanymi vzorky, ackoliv Sniz$i intenzitou ve srovnani S vy$$imi molekulovymi
hmotnostmi. Relativné konzistentni intenzita barveni naptic¢ vzorky svédci o pfitomnosti téchto
proteinti V podobné mife v ramci obou plemen. Kromé téchto proteini se ve vzorcich psich
spermii objevuji proteiny v oblasti 25-37 kDa piedevs$im u plemene AUO (Cal-Ca4). Ve vSech
vzorcich je viditelny vyrazny pruh proteinu 0 15 kDa.

Obrazek 9 NC membrana se separovanymi proteiny spermii ziskanych od 4 jedincii u dvou
riiznych plemen (AUO: Cal-4 a MAO: Ca5-8) po obarveni proteinit Ponceau S.

5.2.1 Detekce AKAP4 v psich spermiich

Membrana po inkubaci s protilatkou proti proteinu AKAP4 (Obrdazek 10), zobrazuje osm
vzorkd lyzatu psich spermii oznaCenych Cal az Ca8. V oblasti odpovidajici molekulové
hmotnosti 82 kDa, coz je predikovana velikost proteinu AKAP4, jsou zfetelné signaly v rizné

34



intenzité. Pfitomnost nespecifickych signalti detekovanych anti-AKAP4 (klon 7E10) naznacuje
nutnost dalsi verifikace specifity protilatky.

Bylo pozorovano (Graf 1), ze naméfeny signal proteinu AKAP4 vykazoval vyraznou
variabilitu mezi jednotlivymi jedinci. Vzorky Cal a Ca3 ukazuji zietelné signaly, pficemz Ca3
je nejzietelnéjsi z celého souboru. Vzorky Cab, Ca6 a Ca7 vykazuji stiedné zietelné signaly,
zatimco Ca2, Ca4 a Ca8 vykazuji nejmén¢ zietelné signaly. Rozlozeni signali napii¢ vzorky
sved¢i 0 vyrazné variabilité ve vyjadieni proteinu AKAP4 mezi jednotlivymi vzorky spermii.
Pro ovéteni specifi¢nosti detekce byla soucasné provedena negativni kontrola bez ptidané
protilatky, pfi¢emz tato kontrola byla bez detekovaného signalu.

kDa Cal Ca2 Ca3 Ca4 Ca5 Ca6 Ca7 Ca8
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Obrazek 10 Imunodetekce AKAP4 proteinu Graf 1 Vyhodnoceni optické denzity signalu
na NC membrané s proteinovymi extrakty protilatky proti AKAP4.

spermii ziskanych od 4 jedincii U dvou
riznych plemen (AUQO: Cal-4 a MAO:
Ca5-8).

Graf 2 demonstruje porovnani intenzity signalu proteinu AKAP4 mezi dvéma plemeny.
Plemeno AUO prokazuje vy$$i primérnou intenzitu signalu ve srovnani s plemenem MAO.

vewr

rozptylem hodnot. Naopak, plemeno MAO, i pfes niz$i primérnou intenzitu signalu, vykazuje
mensi rozptyl, indikujici stabilngj$i troven signalu mezi jednotlivymi jedinci tohoto plemene.
Rozdil v mnozstvi AKAP4 proteinu mezi plemeny nebyl vyhodnocen jako signifikantni

(p>0,05).
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Graf 2 Porovnani signalu AKAP4 mezi plemeny AUO a MAQO. Odchylky jsou prezentovany jako
stredni chyba prumeéru (SEM). Vyhodnoceno t-testem p >0,05.

5.2.2 Detekce a-tubulinu

V molekulové hmotnosti 55 kDa (Obrdzek 11) byla pozorovana variabilita v intenzité
proteinovych signalt. Vzorky Cal, Ca3, Ca6, Ca7 a Ca8 vykazovaly zietelné signaly, zatimco
u vzorkt Ca2, Ca4 a Ca5 byla detekce minimalni a pii vizuadlnim hodnoceni nedetekovatelna.

Graf 3 ukazuje srovnani intenzity signalu a-tubulinu vztazené k celkovému mnozstvi
proteinli ve vzorku mezi dvéma plemeny. Vzorek Cal vykazoval nejvyssi intenzitu signalu ze
vSech vzorkd, zatimco vzorek Ca6 nésleduje s témét stejné vysokou hodnotou. Stfedni iroven
signalu byla patrna u vzorka Ca3 a Ca7, coz naznacuje mirné niz$i expresi a-tubulinu v téchto
vzorcich. Oproti tomu vzorky Ca2, Ca4, Ca5 a Ca8 predstavovaly nejnizsi intenzity signalu,
s Ca2 majicim zcela minimalni Groven. Doslo k vyraznym rozdilim v signalech u a-tubulinu
mezi jedinci. Pro ovéfeni specifi¢nosti detekce byla soucasné provedena negativni kontrola bez
ptidané protilatky, pticemz tato kontrola byla bez detekovaného signalu.

Signal a-tubulinu

12

Relativni opticka denzita
o

kDa Cal Ca2 Ca3 Ca4 Cab Ca6 Ca7 Ca8

5505 - - - —— i Cal  Ca2  Ca3 Ca%  Ca5  Cab  Cal  CaB
AUOD MAD
Obrazek 11 Imunodetekce a-tubulinu na Graf 3 Vyhodnoceni optické denzity signalu
NC membrané s proteinovymi extrakty protilatky proti a-tubulinu.

spermii ziskanych od 4 jedincii U dvou
riiznych plemen (AUO: Cal-4 a MAO:
Ca5-8).
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Graf 4 ukazuje srovnani intenzity signalu a-tubulinu mezi dvéma plemeny. Plemeno
AUO, vykazuje niz§i prumérnou intenzitu signalu ve srovnani s plemenem MAO. Rozptyl
hodnot u skupiny MAO je vétsi, coz naznaCuje vEtsi variabilitu intenzity signalu tedy mnozstvi
izolovaného a-tubulinu v lyzatech spermii u tohoto plemena. Rozdil v mnozstvi a-tubulinu
mezi plemeny nebyl vyhodnocen jako signifikantni (p >0,05).
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Graf 4 Porovnani signalu a-tubulinu mezi plemeny AUO a MAO. Odchylky jsou prezentovany
Jjako stiedni chyba pruméru (SEM). Vyhodnoceno t-testem p >0,05.

5.3 Detekce fosforylovanych proteint v psich spermiich

Membrana (Obrdzek 12) byla inkubovana s monoklonalni protilatkou 4G10, zaméfenou
proti fosforylovanému tyrosinu. Signaly fosforylace byly pozorovany uvSech vzorkl
V hmotnostnim pasmu 40 kDa, s variabilnimi urovnémi intenzity. Dale byly U vSech
zkoumanych vzorkl zaznamenany PTyr signaly v pasech 35 kDa a 30 kDa. U vzorku Ca3 byla
zjisténa specificka fosforylace v molekulovych hmotnostech v rozmezi mezi 70-85 kDa a 100—
150 kDa. Pro ovéfeni specifi¢nosti detekce byla soucasné provedena negativni kontrola pro
kazdou membranu bez pfidané protilatky, pficemz vSechny negativni kontroly byly bez
detekovaného signalu.

Graf 5 prezentuje srovnani intenzity pramérného signalu protilatky PTyr 4G10
u nejvyrazngjsiho pruhu o velikosti 40 kDa vztazené k celkovému mnozstvi proteint ve vzorku
mezi dvéma plemeny. Pozorovani bylo provedeno pétkrat a ukazalo, ze naméfené trovné
signalu protilatky PTyr 4G10 se vyznamné liSily mezi jednotlivymi vzorky. Nejvyssi intenzitu
signalu vykézaly vzorky Cal a Ca3, pficemz Ca3 dosahoval nejintenzivnéjSiho signalu ve
zkoumané skupiné. Vzorky Ca5, Ca6 a Ca7 prezentovaly stfedni uroven signald, zatimco
vzorky Ca2, Ca4 a Ca8 meély nejslabsi signal. Statistické vyhodnoceni ukazalo signifikantni
rozdil ve fosforylaci 40kDa proteinu spermii v ramci jednoho plemene AUO mezi vzorky Cal
a Ca2 a také mezi Ca2 a Ca3 (p <0,05).
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Obrazek 12 Vazba protilatky PTyr 4G10 na Graf 5 Vyhodnoceni optické denzity signalu
fosforylovanych spermiich ziskanych od 4 protilatky PTyr 4GI0 U nejvyraznéjsiho
Jjedincii U dvou riiznych plemen (AUO Cal- pruhu. Statisticky vyhodnoceno
4 a MAO Ca5-8) na NC membrané. Jednofaktorovym ANOVA testem

Graf 6 Porovnani primérnych signalu PTyr 4G10 (u nejvyraznéjsiho pruhu) mezi
plemeny AUO a MAO. Odchylky jsou prezentovany jako stfedni chyba praméru (SEM).
Vyhodnoceno t-testem p <0,05.prezentuje porovnani intenzity signalu protilatky PTyr 4G10
(u nejvyrazngjsiho pruhu 040 kDa) mezi plemeny AUO a MAO. Plemeno AUO ziectelné
vykazuje vyss§i prumérnou intenzitu signalu pro PTyr ve srovnani s plemenem MAO. Rozptyl
hodnot v plemeni AUO je vétsi, coz odrazi zna¢nou variabilitu ve fosforylaci proteinti v tomto
plemeni. Naproti tomu plemeno MAO, piestoze ma niz§i primérnou intenzitu signalu,
projevuje mensi rozptyl, coz ukazuje uniformnéjsi tiroven fosforylace mezi jedinci tohoto
plemene. Analyza ukazala, Ze plemeno AUO ma statisticky signifikantné vys$§i primérnou

intenzitu signalu protilatky PTyr 4G10 nez plemeno MAO, s p-hodnotou <0,05.
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Graf 6 Porovnani prumérnych signalu PTyr 4G10 (U nejvyraznejsiho pruhu) mezi plemeny
AUO a MAO. Odchylky jsou prezentovany jako stiedni chyba priuméru (SEM). Vyhodnoceno t-
testem p <0,05.
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Graf 7 ukazuje porovnani intenzity praimérného signalu protilatky PTyr 4G10 v celém
vzorku vztazeny k celkovému mnozstvi proteind ve vzorku mezi dvéma plemeny. Pozorovani
bylo provedeno pétkrat a ukazalo, ze variabilitu signalu protilatky PTyr 4G10. Nejvyssi
intenzitu signalu vykazaly vzorky Cal a Ca3, pficemz Ca3 dosahoval mirné vyssi intenzity.
Vzorky Cab, Ca6 a Ca7 prezentovaly stfedni Groven signali, zatimco vzorky Ca2, Ca4 a Ca8
mély tento nejslabsi signal. Statistické vyhodnoceni ukéazalo signifikantni rozdil ve fosforylaci
proteinti spermii v ramci jednoho plemene AUO mezi vzorky Ca3 a Ca4 (p <0,05).

Graf 8 prezentuje porovnani intenzity signalu protilatky PTyr 4G10 v celém vzorku mezi
plemeny AUO a MAO. Plemeno AUO zieteln¢ vykazuje vyssi primérnou intenzitu signalu pro
PTyr ve srovnani s plemenem MAO. Rozptyl hodnot v plemeni AUO je vétsi, coz odrazi
zna¢nou variabilitu ve fosforylaci proteinti v tomto plemeni. Naproti tomu plemeno MAO,
pfestoze ma niz§i primérnou intenzitu signalu, projevuje mensi rozptyl, coz ukazuje
uniformnéjsi uroven fosforylace mezi jedinci tohoto plemene. Rozdil v mnozstvi protilatky
PTyr 4G10 (v celém vzorku) mezi plemeny nebyl vyhodnocen jako signifikantni (p >0,05).
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Graf 7 Vyhodnoceni optické denzity signalu
PTyr 4G10 u celého sloupce. Statisticky
vywhodnoceno  jednofaktorovym ANOVA
testem.

Graf 8 Porovnani prumérnych signalu
u celého sloupce PTyr 4G10 mezi plemeny
AUQO a MAO. Odchylky jsou prezentoviny
jako stredni chyba priméru (SEM)

Vyhodnoceno t-testem p >0,05.

5.4 Detekce sialovanych proteint v psich spermiich

5.4.1 Detekce sialovych kyselin v glykoproteinech spermii vazanych a-2,3

Obrazek 13 prezentuje membranu, ktera byla podrobena inkubaci s lektinem MAL I1.
Signaly s pfitomnosti glykoproteinii S vazanymi sialovymi kyselinami byly zaznamenany
v molekulovych hmotnostnich pasmech 60 kDa byly pozorovany v ramci vzorka Cal, Ca3-8.
Vzorek Ca2 vsak neprokazal vizualné detekovany signal. V molekulové hmotnosti 50 kDa byla
identifikovana interakce S lektinem u vzorkt Cal-5 a Ca7, zatimco Ca6 a Ca8 byly negativni.
Dale u zastupci plemene AUO, tedy Cal-4, byla detekovana specificka vazba lektinu
v hmotnostnich oblastech 30 kDa a 20 kDa. Pro ovéfeni specificnosti detekce byla soucasné
provedena negativni kontrola pro kazdou membranu inkubovana pouze s avidinem
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konjugovanym s HRP bez pfitomnosti lektinu. Negativni kontroly byly bez detekovaného
signalu.

Graf 9 prezentuje srovnani pramérné intenzity signalu dvou nejvyrazngjSich pruhi
u lektinu MAL II, které byly vztazené k celkovému mnozstvi proteinti ve vzorku mezi dvéma
plemeny. Pii analyze signalu lektinu MAL II, ktera byla provedena ve dvou opakovanich, byla
zjisténa rozdilna intenzita signalu mezi jednotlivymi vzorky. Nejsilnéjsi signaly byly naméieny
u vzorku Cal, Ca3 a Ca7, pii ¢emz Ca3 vykazoval nejvyssi intenzitu signalu. Vzorky Ca5, Ca6
intenzitu signalu. Rozdil v sialylaci proteint spermii v molekulovych hmotnostech 50 a 60 kDa
detekovanych MAL II lektinem nebyl vyhodnocen jako statisticky signifikantni (p <0,05).
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Obrazek 13 Vazba lektinu MAL Il na Graf 9 Vyhodnoceni optické denzity signalu
sialované proteiny spermii ziskanych od 4 lektinu MAL I u dvou pruhai.

Jjedincu U dvou riznych plemen (AUO Cal-
4 a MAO Cab-8) na NC membrané

Graf 10 ukazuje porovnani intenzity signalu lektinu MAL II mezi plemeny AUO
a MAO. Plemeno MAO projevuje vyssi prumérnou intenzitu signalu, coz odpovida sialovanym
glykoproteiniim, Vv porovnani s plemenem AUOQ. Variabilita v intenzité signalu je u plemene
plemeno MAO vykazuje niz§i variabilitu intenzity signalu mezi jednotlivymi jedinci, jak
naznacuje mensi rozptyl hodnot. Rozdil v mnozstvi lektinu MAL Il mezi plemeny nebyl
vyhodnocen jako signifikantni (p >0,05).
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Graf 10 Porovnani signalu lektinu MAL II u dvou pruhit mezi plemeny AUO a MAO. Odchylky
Jjsou prezentovany jako stiedni chyba priuméru (SEM). Vyhodnoceno t-testem p >0,05.

Graf 11 ukazuje srovnani primérné intenzity signalu lektinu MAL 11 v celém vzorku,
které byly vztazené k celkovému mnozstvi proteinii ve vzorku mezi dvéma plemeny. Pfi
analyze signalu lektinu MAL II, ktera byla provedena ve dvou opakovanich, byla zjisténa
rozdilna intenzita signalu mezi jednotlivymi vzorky. Nejsiln€jsi signaly byly zaznamenany
u vzorkl Cal a Ca3, s tim, Ze Cal vykazoval nejvétsi intenzitu signdlu v celé skupiné. Vzorky
Ca2, Ca4, Cab, Cab, Ca7 a Ca8 prezentovaly stfedni Uroveii intenzity, pficemz vzorek Ca8 mél
nejniz§i a Ca7 nejvyssi intenzitu Vv této skupiné. Rozdily mezi jedinci v sialylaci proteint
spermii v celém vzorku detekovanych MAL II lektinem nebyl vyhodnocen jako statisticky
signifikantni (p<0,05).

Graf 12 prezentuje porovnani intenzity signalu lektinu MAL Il v celém vzorku mezi
plemeny AUO a MAO. Plemeno AUO projevuje vyssi primérnou intenzitu signalu, coz
odpovida sialovanym glykoproteinim, vV porovnani s plemenem MAO. Variabilita v intenzité
glykoproteint. Naproti tomu plemeno MAO vykazuje nizkou variabilitu intenzity signalu mezi
jednotlivymi jedinci, jak naznacuje mensi rozptyl hodnot.

Statistickd analyza odhalila, Ze rozdily Vv intenzité signalu lektinu MAL II mezi plemeny
AUO a MAO jsou signifikantni S p-hodnotou <0,05. To znaci, Ze je velmi pravdépodobné, ze
pozorovany rozdil neni vysledkem nahodné variability, ale odrazi skutecny rozdil mezi
plemeny. Plemeno AUO vykazuje vyrazné vy$si primérné mnozstvi sialovanych glykoproteini
ve srovnani s plemenem MAO.
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Porovnani signalu lektinu MAL IT
mezi plemeny
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Graf 11 Vyhodnoceni optické denzity Graf 12 Porovnani signalu lektinu MAL 11
signalu lektinu MAL II U celého sloupce. ucelého sloupce mezi plemeny AUO

aMAO. Odchylky jsou prezentovany jako
stredni chyba prumeéru (SEM).
Vyhodnoceno t-testem p <0,05.

5.4.2 Detekce sialovych kyselin v glykoproteinech spermii vazanych a-2,6

Vazba lektinu SNA ukazala velkou diverzitu tohoto typu sialylace proteini ve
spermiich, coz se projevilo rozsdhlym spektrem detekovanych proteinii S riznou molekulovou
hmotnosti (Obrdzek 14). Specificka hmotnost 60 kDa byla zjisténa v piipadé vzorkt Cal, Ca6
a Ca7. Vzorky Cal, Ca3, Cab6 a Ca8 vykazaly pfitomnost proteinti S hmotnosti 45 kDa. Dale
byly ve vzorcich Cal aCa3 identifikovany proteiny o0 hmotnosti 38 kDa. Proteiny
s molekularni hmotnosti 28 kDa a 27 kDa byly pozorovany u jedincti Cal, Ca3, Ca5, Ca6
a Ca8, coz naznacuje distribuci sialovanych proteini Vv téchto molekulovych hmotnostech.
V §irSim rozsahu vzork Cal az Ca6 byla zaznamenana piitomnost sialylaci 0 hmotnosti 16
kDa. Pro ovéteni specifi¢nosti detekce byla soucasné provedena negativni kontrola pro kazdou
membranu inkubovana pouze s avidinem konjugovanym s HRP bez pfitomnosti lektinu.
Negativni kontroly byly bez detekovaného signalu.

Graf 13 ukazuje srovnani intenzity signalu lektinu SNA vztazené k celkovému
mnozstvi proteind ve vzorku mezi dvéma plemeny. Pfi analyze signalu lektinu SNA v celém
vzorku byla zaznamenana variabilita intenzity signalu mezi jednotlivymi vzorky. Nejsilngjsi
signaly byly identifikovany u vzorkti Cal a Ca3, pfi cemz Ca3 Ma nejvyssi hodnotu z celého
souboru. Vzorky Ca5, Ca6, Ca7 a Ca8 prezentovaly stiedni intenzitu signalu. Naopak, nejnizsi
uroven signalu byla zjisténa u vzorkti Ca2 a Ca4.
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Obrazek 14 Vazba lektinu SNA na sialované Graf 13 Vyhodnoceni optické denzity
proteiny spermii ziskanych od 4 jedincii signalu lektinu SNA.

Udvou riiznych plemen (AUO Cal-4

a MAO Ca5-8) na NC membrané.

Graf 14 porovnava intenzity signalu lektinu SNA mezi dvéma plemeny. Plemeno AUO
prokazalo vyssi primérnou intenzitu signalu, vykazujici vyssi Groven sialovanych proteind, ve
srovnani s plemenem MAO. Variabilita v intenzitach signalu je u plemene AUO vyrazngjsi,
coz poukazuje na rozsahlej$i variabilitu v expresi sialovanych proteinti v tomto plemeni. Na
druhou stranu, plemeno MAO, piestoze ma niz§i primérnou intenzitu signalu, vykazuje mensi
rozptyl hodnot, coz svéd¢i 0 konzistentnéj$i expresi mezi jedinci tohoto plemene. Rozdil
v mnozstvi lektinu SNA mezi plemeny nebyl vyhodnocen jako signifikantni (p >0,05).
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Graf 14 Porovnani signalu lektinu SNA mezi plemeny AUO aMAO. Odchylky jsou
prezentovany jako stiedni chyba primeéru (SEM). Vyhodnoceno t-testem p >0,05.
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5.4.3 Detekce sialovych kyselin a N-acetylglukosaminu v glykoproteinech spermii

Analyza pomoci lektinu WGA (Obrdzek 15) odhalila Siroky rozsah glykosyla¢nich
profili proteint, zahrnujici molekulové hmotnosti nad 300 kDa az k 28 kDa. Signal piesahujici
300 kDa byl nalezen ve vsech vzorcich. Glykosylované proteiny s molekulovou hmotnosti 250
kDa byly detekovany u vzorkd Cal az Ca3, ataké u Ca5 az Ca7. V kategorii 130 kDa byla
ptitomnost glykoproteinii potvrzena u vzorku Cal, Ca3, Ca5, Ca6 a Ca7. Dalsi sledované
hmotnostni skupiny 60 kDa a 55 kDa byly prezentovany ve vzorcich Cal, Ca3, Ca6 a Ca7.
Podobn¢ specifickd hmotnost 45 kDa a 35 kDa byla zjisténa u stejnych vzorkii. Proteiny
0 velikosti 32 kDa a 28 kDa byly identifikovany v §irSim spektru vzorku, konkrétné Cal, Ca3,
Ca5 az Ca8, coz mize naznacovat konzistentni vzory glykosylace V téchto molekulovych
velikostech. Pro ovéfeni specificnosti detekce byla soucasné provedena negativni kontrola
inkubovana pouze savidinem konjugovanym s HRP bez ptitomnosti lektinu. Negativni
kontrola byla bez detekovaného signalu.

Graf 15 ukazuje srovnani intenzity signalu lektinu WGA vztazené k celkovému
mnozstvi proteinti ve vzorku mezi dvéma plemeny. Pfi analyze signalu lektinu WGA v celém
vzorku byla zjisténa vyrazna rozdilnost Vv intenzité¢ mezi jedinci plemene AUO, na rozdil od
konzistentné&jsich signalt u plemene MAO. V ramci plemene AUO byly vzorky Cal a Ca3
charakterizovany jako nejsilngjsi signaly, pficemz Ca3 mél nejvyssi hodnotu z celého souboru.
Vzorky Ca5, Ca6, Ca7 a Ca8 mély signaly stfedni intenzity. Nizkou troven signalu vykazoval
vzorek Ca2 a nejnizsi intenzitu vzorek Ca4.
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Obrazek 15 Vazba lektinu WGA na sialované  Graf 15 Vyhodnoceni optické denzity signalu
proteiny spermii ziskanych od 4 jedincu lektinu WGA.

U dvou ruznych plemen (AUO Cal-4 a MAO

Cab-8) na NC membrane.

Graf 16 prezentuje porovnani relativni optické denzity signalu lektinu WGA mezi
plemeny AUO a MAO. Plemeno AUO zaznamenalo vys$§i primérnou intenzitu signalu
v porovnani s plemenem MAO. U plemene AUO byl zjistén vétsi rozptyl hodnot, coz
poukazuje na vys$i variabilitu v intenzité signalu sialovanych proteind v tomto plemeni. Oproti
tomu, plemeno MAO, i kdyz ma nizs§i praimérnou intenzitu signalu, vykazuje mensi rozptyl,

44



coz odréazi niz§i variabilitu Vv intenzité signalu mezi jedinci tohoto plemene. Rozdil v mnoZzstvi
lektinu WGA mezi plemeny nebyl vyhodnocen jako signifikantni (p >0,05).
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Graf 16 Porovnani signalu lektinu WGA mezi plemeny AUO a MAO. Odchylky jsou
prezentovany jako stredni chyba priumeru (SEM). Vyhodnoceno t-testem p >0,05.
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6 Diskuze

Vysledky nasi studie poskytuji novy pohled na proteomiku spermii pst, coz je dilezité
pro pochopeni reprodukénich strategii a kvality spermii mezi riznymi plemeny. Prestoze byly
V nasi praci identifikovany vyznamné biomarkery spojené s fertilizacni schopnosti, je tteba vzit
VvV tivahu metodologické omezeni vyzkumu, které mohlo ovlivnit nase zavéry.

AUO a MAO jsou tzce piibuzna plemena. MAO byl vyslechtén v 60. letech 20. stoleti
v Kalifornii selektivnim §lechténim malych AUQ, tak aby byl zachovan jejich celkovy exteriér
a kvality ptvodniho plemene, jen v mensSim provedeni. Toto selektivni Slechténi vedlo
k vytvofeni MAO jako samostatného plemene, které sdili mnoho spole¢nych vlastnosti s AUO
(Smrckova 2005). Mohli bychom tedy ptedpokladat, ze rozdily mezi plemeny by mély byt
minimalni.

Protein AKAP4 je vysoce konzervovany napfi¢ rznymi savéimi druhy, jak ukazuje
studie Hu et al. (2009). Jeho uloha je klicova pro strukturu bic¢iku, chemotaxi, kapacitaci
a pohyblivost spermii, coz naznacuje jeho potencidlni vliv na kvalitu a plodnost spermii
(Blommaert et al. 2019). Nase vysledky potvrzuji, ze protein AKAP4 se vyskytuje ve spermiich
pst s molekulovou hmotnosti 82 kDa, coz odpovidéd zjisténim studie Couazer & Bencharif
(2021). V ramci plemene AUO a MAO byl AKAP4 detekovan konzistentné napfi¢ vSemi
jedinci bez statisticky vyznamnych rozdili, coz naznacuje jeho uniformni expresi mezi
zkoumanymi skupinami. Déle byla potvrzena lokalizace tohoto proteinu Vv bi¢iku spermii, coz
koresponduje s diivéjsimi zjisténimi u mysi (Miki et al., 2002). Pomoci imunofluorescence byl
zaznamenan silny signal pfevazné v hlavni ¢asti biciku, zatimco stfedni ¢ast biciku vykazovala
méné intenzivni signal. Vzhledem Kk tomu, Ze tento vyzkum nezahrnoval analyzu motilnich
a nemotilnich frakci spermii, dal$im krokem by mohla byt selekce spermii a nasledna studie,
zda motilni spermie vykazuji odliSnou intenzitu signdlu AKAP4 ve srovnani S nemotilnimi.
Takovy ptistup by nam mohl poskytnout lepsi pochopeni vztahu mezi lokalizaci @ mnoZstvim
AKAP4 a fertilizani schopnosti spermii, coz by mohlo slouzit jako indikator pro vybér spermii
S vys$i pravdépodobnosti uspésného oplodnéni.

Vyzkumy ukazuji, Ze posttranslacni modifikace, jako je fosforylace, jsou klicové pro
vyvoj a maturaci spermii, a to nejen v nadvarlatech, ale i béhem samotné kapacitace (Baker,
2016). Studie Jones et al. (2008) ukazuje, Ze fosforylované proteiny jsou koncentrovany
zejména V ekvatoridlnim segmentu hlavi¢ky spermie u riznych savcil, coz koreluje S naSimi
pozorovanimi fosforylovanych proteinti ve spermiich pst. Tato oblast hlavicky spermie je
podle Jones et al. (2008) povazovana za organizacni centrum pro multimolekularni komplexy,
které jsou zdsadni pro zprostiedkovani akrozomové reakce. Ve své studii identifikovali proteiny
0 molekulovych hmotnostech 34 a 39 kDa u kance a 35 a 40 kDa u berana, coz se podoba nasi
detekci proteini 0 hmotnostech 40, 35 a 30 kDa u psu (Jones et al. 2008). Tento fakt podporuje
tvrzeni, Ze protilatka PTyr 4G10 je efektivnim nastrojem pro identifikaci fosforylovanych
proteinll napfi¢ riznymi druhy savcl. V nasem vyzkumu byl statisticky signifikantni rozdil ve
fosforylaci proteinu 0 molekulové hmotnosti 40 kDa zjistén mezi vzorky u jednoho plemene
(AUO), coz naznacuje, ze fosforylace muze byt indikatorem dobré motility. Tyto zjisténé
rozdily mezi jednotlivymi vzorky AUO mohou odrazet variabilitu v reprodukénim schopnosti
tohoto plemene, coz zdlraziiuje potencial hodnoceni miry fosforylace jako biomarkeru pro
kvalitu spermii. Nicméng, absence signifikantnich rozdild v celkové mife PTyr mezi plemeny
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AUO a MAO naznacuje, ze piestoze fosforylace je dilezitym faktorem maturace, jeji uroven
sama 0 sob¢ nemusi piimo odrazet plemenné rozdily v reprodukénim potencidlu. Tento nalez
poskytuje cenny vhled do komplexnosti fosforylacnich procesti a jejich role ve funkci spermii,
a ukazuje na potiebu dalSiho vyzkumu pro hlubsi porozuméni téchto mechanisma.

V nasi studii poskytl zvlast' zajimavé vysledky lektin MAL II, ktery specificky vaze
sialové kyseliny vazané na a-2,3 v glykoproteinech spermii. Zatimco studie Xin et al. (2014)
zaznamenala celkové nizsi urovné vazby lektinu MAL II u nehumannich vzorkl ve srovnani
s huméannimi. NaSe zji$téni ukazuji, ze vyrazné signaly byly pfitomny hlavné u molekulovych
hmotnosti 60 a 50 kDa. | kdyz rozdily V sialylaci téchto dvou proteinti detekované pomoci
lektinu MAL II nebyly statisticky signifikantni, specifickd vazba lektinu byla zjisténa
u nékolika molekulovych hmotnosti (30 a20 kDa) pouze uplemene AUO, coz nebylo
pozorovano U plemene MAO. Vzorky od plemene AUO vykazovaly vys$si a variabilngjsi
signaly sialylace napfi¢ jedinci, coZ naznacuje, Ze pozorované rozdily mezi plemeny nejsou
pouze disledkem ndhodné variability, ale odrdzeji skutecné biologické rozdily. Spermie
U plemene AUO zjevn€ obsahuji vyssi primérné mnoZzstvi sialovanych glykoproteini ve
srovnani S plemenem MAO, coz by mohlo mit disledek pro funkci spermii a reprodukéni
uspésnost. Zajimavym pozorovanim je, ze V apikalni ¢asti hlavicky spermii plemene AUO byla
zjisténa sialylace, ktera chybéla u plemene MAO. Toto zjisténi vyvolava otazky ohledné
moznych funkénich nasledkt variability v sialylaci mezi plemeny a naznacuji potfebu dalsich
studii, které¢ by mohly odhalit, jak rozdily v sialylaci ovliviiuji interakci spermii s molekulami
v pohlavnim traktu samice véetné interakce s oocytem a jak tyto interakce mohou ovlivnit
uspésnost fertilizace. Dalsi studie by mohly pfinést lepsi pochopeni téchto procest, coz by
pomohlo ve vyvoji novych pfistupt K fizeni reprodukce a zlepSeni fertilizaéniho potencialu
psich spermii.

Toto zjisténi vyvolava otazky ohledné moznych funkénich nasledkt variability v sialylaci
mezi plemeny a poukazuje na dilezitost dalsiho prozkoumani toho, jak tyto rozdily mohou
ovliviiovat nejen interakci spermii s molekulami v reprodukénim traktu samice, ale také
uspésnost spermie pii priniku a fizi s oocytem. Dikladnéjsi pochopeni téchto interakci by
mohlo pfinést klicové informace pro vyvoj novych terapeutickych strategii a zlepSeni
Slechtitelskych programii, zamétenych na zvyseni reprodukéni efektivity. Vzhledem k témto
potencidlnim aplikacim je nezbytné provést dalsi vyzkumy, které by se zaméfily na detailni
mapovani a funkéni analyzu sialylacnich vzorli ve spermiich, aby bylo mozZné identifikovat
specifické molekularni cesty zodpovédné za tyto kritické reprodukéni procesy.

Dosud nebyla publikovana zadna studie, ktera by se zabyvala sialylaci proteina U psich
spermii. U jinych druhd tyto studie existuji a zabyvaji se predevs§im sialylaci v souvislosti
s motilitou spermii, ale i ochranou spermii pfed imunitnim systémem samice (Tecle & Gagneux
2015). Detekce sialovych kyselin vazanych na a-2,6 pomoci lektinu SNA odhalila znacnou
diverzitu v sialylaci proteini spermii, coz bylo patrné z Sirokého spektra molekulovych
hmotnosti detekovanych U riznych jedincl. Zaznamendna byla znac¢nd variabilita Vv intenzité
signalli, pficemz U plemene AUO byla tato variabilita vyraznéjsi, avSak nebyla statisticky
signifikantni. Tento vysledek poukazuje na individudlni rozdily v glykosylacnich profilech
spermii, které mohou ovliviiovat jejich funkéni vlastnosti. Vyznamné;jsi bylo zjisténi, Ze ackoli
oligosacharidy identifikované lektiny MAL II a SNA nevykazovaly konzistentni vzorce
detekce ve spektru molekulovych hmotnosti, oba lektiny identifikovaly stejné vazebné misto
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ve spermiich u obou plemen. Vyjimku tvofil vzor v apikalni ¢asti hlavicky spermii u plemene
AUO. Tento nalez koresponduje s vyzkumem Desantis et al. (2010), ktery popisuje podobné
lokaliza¢ni vzory utéchto dvou lektinu mezi sebou ve spermiich ukoni. Pfitomnost
sialovanych glykoproteinii V této oblasti pak naznacuje jejich potencialni roli Vv interakci
spermii S oocytem a jejich schopnost chranit spermii v reproduk¢énim traktu samice, jak uvadi
Tecle & Gagneux (2015). Zjisténi, ze lektiny MAL II a SNA by mohly byt pouzity jako
podobné a uzitecné markery pro studium sialylace spermii v ramci psich plemen, zdiraziuje
potiebu dalsiho vyzkumu toho, jak rozdily v sialyla¢nich profilech mohou ovliviiovat funkéni
vlastnosti spermii a jejich interakce v pribéhu reprodukéniho procesu.

Detekce sialovych kyselin a N-acetylglukosaminu v glykoproteinech spermii pomoci
lektinu WGA odhalila Sirokou Skélu glykosylacnich profila proteinti spermii, pfi¢emz byla
zaznamenana vyrazna variabilita mezi jednotlivymi jedinci. Tato variabilita znemoznila
jednoznaéné urceni konzistentnich molekulovych hmotnosti signdli pro vSechny jedince
v ramci obou plemen. Piestoze byly mezi plemeny zaznamenany rozdily v intenzité a rozsahu
glykosylaénich profilt, nebyly tyto rozdily statisticky signifikantni. Vyznamnym vysledkem
byla konzistentni lokalizace téchto struktur v akrozomové oblasti hlavicky spermii. Tento nélez
koreluje se studiemi Sinowatz & Friess (1983), které identifikovaly podobnou lokalizaci
glykoproteint v byc¢ich spermiich nadvarlete, a S vyzkumem Verini-Supplizi et al. (2000), ktery
zaznamenal vazbu lektinu WGA v akrozomové oblasti spermii z nadvarlat koni. Tato
konzistentni lokalizace napii¢ druhy naznacuje, Ze akrozomova oblast, ktera hraje dtlezitou roli
V pocate¢nich fazi interakce spermii s oocytem (Florman & First 1988), obsahuje vysoké
koncentrace specifickych glykoproteint. Zjisténi v rdmci na$i studie poukazuji na potiebu
dalsiho vyzkumu pro hlubsi pochopeni, jak specifické glykosylac¢ni vzory na psich spermiich
mohou ovliviiovat jejich funkéni vlastnosti, véetné jejich schopnosti ispésné oplodnit 00Cyt.

Cytoskeletalni protein a-tubulin ve spermiich vykazuje vysokou miru polymorfismu
prostiednictvim riznych posttranslac¢nich tuprav, které zahrnuji glutamylace a acetylace. Tyto
upravy jsou dulezité pro funkéni diferenciaci mikrotubuld v riznych ¢astech spermii, jako je
axonema Vv biciku (Redeker et al. 1998). Pritomnost glutamylovaného tubulinu byla
identifikovana jako zasadni pro stabilitu mikrotubult ve spermiich, coz naznacuje, Ze tato
Uprava muze byt nezbytnd pro udrZeni strukturdlni integrity spermii b&hem fertilizace
a pohybovych procesit (Fouquet et al. 1994). Detekovali jsme a-tubulin (55 kDa)
Vv rozdilné intenzité¢ mezi jedinci. Na rozdil od ptfedchozich studovanych molekul plemeno
MAO, vykazuje vyssi primérnou intenzitu signalu ve srovnani s plemenem AUO. To muze
znacit, ze plemeno MAO ma vice studovaného proteinu nez plemeno AUO. Tyto rozdily mezi
plemeny vsak nebyly vyhodnoceny jako statisticky signifikantni.

Pomoci lektinu Concanavalin A (ConA), ktery specificky vaZze a-D-glukozu a a-D-
manozu V glykanech, bylo zjiStétno jasné lokaliza¢ni rozloZzeni na spermiich psi.
Nejintenzivnéjsi signaly byly lokalizovany V akrozomové oblasti hlavicky spermie, coz
koreluje snalezy u hiebCich abycich spermii popsanymi V studiich Verini-Supplizi et al.
(2000) a Sinowatz & Friess (1983). Tyto studie zdlraznuji vyznam oblasti akrozomové Cepicky
jako klicového mista pro interakci spermii se zona pellucida oocytu (Florman & First 1988).
Navic byly slabsi signaly ConA detekovany na zbytku hlavicky a stfedni Casti bi¢iku spermie,
s nejslabsimi signaly pozorovanymi az v hlavni a koncové ¢asti bigiku. Zadna z piedchozich
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studii nezminuje vazbu ConA mimo akrozomovou oblast, coz otevird potencidlni nové
moznosti pro dalsi vyzkum.

V této praci byly identifikovany specifické lokalizace a modifikace, které byly diive malo
prozkoumané, coz poskytuje vychozi bod pro dalsi studie, které by tyto aspekty mohly
detailnéji rozpracovat. | pfes vyznamné piinosy je tfeba zminit nékteré limitujici faktory tohoto
vyzkumu, které mohou ovlivnit interpretaci vysledki. K témto faktorim patii maly pocet
pozorovanych jedincii Vramci plemene, omezeny Cas pro experimenty a skute¢nost, ze
vysledky pochazi pouze z jednoho odbéru ejakulatu. Tyto omezeni mohou vyznamné ovlivnit
vyklad ziskanych dat.

A vsak ve vétsin¢ predchozich studii (Gonzalez-Chabarri et al. 1994; Kawakami et al.
2002; Couazer & Bencharif 2021), které se zaméfovaly na analyzu psich spermii, byly vzorky
ziskany z riznych plemen pst nebo dokonce z ktizencii, coz mize vést K znacné heterogenité
v ziskanych datech. Naopak naSe studie, zamétujici se specificky na dvé plemena pst,
poskytuje homogennéjsi vzorky, coz zvySuje reprezentativnost a prikaznost nasich vysledk.
Toto zacileni umoziuje presnéjsi charakterizaci proteinovych profild a jejich postranslacnich
modifikaci specifickych pro dané plemeno, coz mize pfispét K lep§imu pochopeni plemennych
rozdila ve fertilizacni schopnosti a kvalit¢ spermii. Tato studie tak piedstavuje komplexni
prizkum detekce a lokalizace molekul, ktery v oblasti vyzkumu psich spermii dosud nebyl
kompletné prozkouman. Vzhledem K tomu, Ze zkoumani jedinci maji prokazany ptvod a jsou
ovéteni v chovu s vice potomky, mizeme piedpokladat, ze kvalita jejich spermii adekvatni
nejen pro tento, ale i budouci vyzkumy.

Tato pilotni studie by mohla slouZit jako impulz pro dal$i vyzkumné skupiny ke zkoumani
arozsifeni ziskanych poznatkli, coz by mohlo obohatit reprodukéni biologii pstt 0 nové
perspektivy. Konkrétné by bylo zajimavé dikladnéji studovat charakter posttranslacnich
modifikaci, které prokazaly statisticky vyznamné rozdily, jelikoZz mohou klicové piispét
K hlubsimu pochopeni biochemickych procesti v ramci maturace spermii. Bylo by také uzitecné
zkoumat role sialovych kyselin vazanych na a-2,3 v glykoproteinech spermii, které byly
identifikovany pomoci lektinu MAL 11 a ukazaly vyraznou specifi¢nost pro plemeno AUO, coz
naznacuje potencial pro rozvoj novych biomarkeri, které by mohly byt pouzity k hodnoceni
fertilizacniho potencialu spermii.

Navic by bylo vhodné rozsifit studii 0 dalsi plemena psi, aby bylo mozné srovnavat
glykosyla¢ni a fosforyla¢ni vzory proteind spermii napfic¢ §ir$im proteomickym spektrem. Toto
by mohlo pfinést lepsi porozuméni proteint a jejich posttransla¢nich modifikaci na tyto dilezité
reprodukéni charakteristiky. Vyzkum by se rovnéz mél zaméfit na sjednoceni dat
z molekularnich studii s reprodukénimi vysledky, jako je mira tspéSnosti oplodnéni, pocet
a kvalita potomkd, ¢i dlouhodoba plodnost, coz by umoznilo vytvofeni mohutnéjSich modela
predikujicich reprodukéni tspéch. Tento multidisciplinarni pfistup by nejenze poskytl cenné
informace 0 molekularnich vybavé ovliviwgjicich fertilizaci, ale také by mohl pfispét k rozvoji
ptesnéjsich diagnostickych néstrojii pro veterindrni medicinu a §lechténi pst.
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7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo, detekovat a lokalizovat protein AKAP4, kvantifikovat

fosforylované asialované molekuly ve spermiich psi astatisticky vyhodnotit

rozdily v mnozstvi AKAP4 proteinu, mife fosforylace a sialylace proteinti mezi jedinci dvou
vybranych ptibuznych plemen pst

Podaftilo se detekovat a lokalizovat protein AKAP4 u obou plemen pst. Detekce
proteinu byla v molekulové velikosti 82 kDa. U plemene AUO byla potvrzena vétsi
variabilita v intenzité signalu. Vysledky vSak nevykazovaly vyznamny statisticky
rozdil. Tento protein byl také lokalizovan V silné mife v bi¢iku spermie a v malé miie
ve stfedni ¢asti biciku spermie.

Podafilo se detekovat a lokalizovat fosforylované proteiny pomoci PTyr 4G10 u obou
plemen psii. Fosforylované proteiny byly detekovany v molekulové velikosti 40, 35
a 30 kDa. Vysledky uméfeni ukazaly signifikantni rozdil ve fosforylaci 40kDa
proteinu spermii v rdmci jednoho plemene AUO mezi vzorky Cal a Ca2 a také mezi
Ca2 a Ca3. Analyza také ukézala, ze plemeno AUO ma statisticky signifikantné vyssi
pramérnou intenzitu signalu protilatky PTyr 4G10 nez plemeno MAO odpovidajici
celkové fosforylaci proteini. Fosforylované molekuly byly lokalizovany u obou
plemen v ekvatorialnim segmentu hlavi¢ky spermie.

Podatilo se detekovat i lokalizovat sialové kyseliny Vv glykoproteinech spermii
vazanych 0-2,3 pomoci lektinu MAL Il. Nejvyrazngjsi signal byl v hmotnostnich
pasmech 60 a50 kDa. Pouze uplemene AUO byla detekovana specificka vazba
lektinu 0 hmotnostnich velikostech 30 a 20 kDa. Analyza vazby lektinu u 60 a 50kDa
glykoproteint nebyla vyhodnocena jako signifikantni. Statistickd analyza u celého
vzorku vSak odhalila, Ze rozdily v intenzité signalu lektinu MAL II mezi plemeny
AUO a MAO jsou signifikantni. U plemene AUO byly lokalizovany sialové kyseliny
vazané 0-2,3 S vyraznym signalem ve stfedni ¢asti biciku, S méné vyraznym signalem
Vv hlavni ¢asti bi¢iku a signalem v apikalni ¢asti hlavicky spermie, u plemene MAO se
signal v apikalni ¢asti hlavicky témét nevyskytoval.

Podatilo se detekovat i lokalizovat sialové kyseliny V glykoproteinech spermii
vazanych a-2,6 pomoci lektinu SNA. Pfi ¢emz tato vazba prokazala velkou diverzitu
tohoto typu sialylace, ktera se projevila uriznych jedinct iplemene, ato
v hmotnostnich velikostech 60, 45, 38, 28, 27 a 16 kDa. Pii porovnani vazby mezi
dvéma plemeny nebyl vyhodnocen signifikantni rozdil. Vazba a-2,6 byla lokalizovana
uobou plemen v nejvyrazngjsi intenzité ve stfedni ¢asti bi¢iku a v méné vyrazné
intenzité v hlavni ¢asti biciku.

Podafilo se detekovat i lokalizovat sialové kyseliny a N-acetylglukosamin
Vv glykoproteinech spermii. Detekce pomoci lektinu WGA objevila velky rozsah
glykosylacnich profild proteinti, které se U riznych jedinct a plemen o molekulové
hmotnosti >300, 250, 130, 60, 55, 45, 35, 32 a 28 kDa. Mira tohoto typu glykosylace
rozpoznavana WGA lektinem mezi dvéma plemeny nebyla vyhodnocena jako
signifikantni. Pomoci WGA lektinu byly lokalizovany sacharidové struktury v podob¢
silného signalu v akrozomova ¢asti hlavicky u obou plemen.
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e Podafilo se detekovat o-tubulin, ktery vykazoval hmotnostni velikost 55 kDa
a variabilitu mezi jednotlivci. Pfi porovnani vazby mezi dvéma plemeny nebyl
vyhodnocen signifikantni rozdil.

e Podatilo se lokalizovat pomoci ConA a-D-glukézu a a-D-mandézu v glykanech
spermii V celé spermii S nejsilnéj$im signalem v akrozomové oblasti hlavi¢ky. Tento
signal postupné sldbl apokracoval smérem k posteriorni Casti hlavicky spermie
a stfedni casti bi¢iku spermie. Méné vyrazny signal pak pokracoval az do hlavni
a koncové ¢asti bic¢iku spermie.

Zavérem lze konstatovat, Ze naSe vysledky potvrdily signifikantni rozdily ve
fosforylovanych proteinech mezi plemeny a zduraznily variabilitu vV mnozstvi proteind a jejich
posttransla¢nich modifikacich mezi jedinci. Je vSak nutné zdlraznit, Zze proteomické studie
obecné Celi omezenim spojenym S extrakci proteind, coZz mlze ovlivnit interpretaci vysledka.
Pro ziskani jasnéjSich zavért a lepSiho porozuméni reprodukénim mechanismim je nezbytné
propojit data z molekularnich studii s reprodukénimi vysledky, jako jsou mira uspésnosti
oplodnéni, pocet a kvalita potomk, ¢i dlouhodoba plodnost. Takové sjednoceni by umoznilo
vytvoreni mohutnéj$ich modeld, které by presnéji predikovaly fertiliza¢ni tispéch.
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