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Uvod

Neplodnost je jiz v dnesni dob¢€ definovana jako civi-
liza¢ni nemoc. Bezprostiednich pfi¢in je mnoho, napf.
zhorSujici se stav Zivotniho prostiedi, rychlé Zivotni tem-
po, stres. Z lékarského hlediska se na neplodnost nahlizi
jako na neschopnost poceti potomka bé¢hem jednoho roku
nechranéného pohlavniho styku s béznou frekvenci. Poru-
cha mtize byt na stran¢ Zeny, muZze, anebo obou partnert.
V piipadé Zeny je neplodnost disledkem chromosomal-
nich defekt, poruch podminénych anatomicky (sristy,
endometriéza) nebo hormonalné. Jako nejcastéjsi piiciny
zenské neplodnosti jsou uvadény nepfitomnost ovulace,
nedostate¢na funkce zlutého téliska, syndrom polycystic-
kych vajec¢nikii, zvySend hladina prolaktinu. Také intenziv-
ni chemoterapie ovlivni plodnost. U muze mize byt plod-
nost omezena v disledku poranéni varlat nebo diky vroze-
nym dispozicim'™.

Pri¢ina neplodnosti byvéa také imunologického cha-
rakteru. U Zeny dochazi ke zméné bunécné imunity proti
spermiim a nasledné rejekci spermatu, u muze k poruseni
hematotestikularni bariéry a vytvofeni autoprotilatek
(antisperm antibodies, ASA). ASA spermie aglutinuji,
znemoziuji jejich pohyb, brani splynuti spermie a vajicka,
zvy§uji riziko potratu'. Imunitni systém ovliviiuje i pri-
béh t&hotenstvi. Neznamym piicindm, tzv. idiopatickym’,
dominuje imunitni systém.

Chceme-li studovat antigeny spermii, je nezbytné
pripravit vhodny proteinovy extrakt spermii, cehoz je moz-
né dosahnout mechanickou a chemickou cestou lyze.
Vramci naSi experimentalni prace byla mechanickym
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zpusobem sonikace, pfi které dochézi ke kavitaci. Béhem
kavitace vznikaji v kapaliné¢ pasobenim ultrazvukovych
vin oblasti zfedéni a stlaceni. V mistech zfedéni se nacha-
zeji dutiny. Pfi zaniku dutin je uvolnéna tlakové vlna, kterd
je povazovana za destrukéni prvek. Chemické metody
zastupovalo pusobeni povrchoveé aktivnich latek, pro nasi
studii jsme vybrali deoxycholat sodny (DOC), 3-[(3-chol-
amidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonat (CHAPS),
Triton X-100 a X-114. Déle byla zahrnuta lyze pomoci
chloridu benzalkonia, G¢inné latky spermicidnich prostred-
ki, jedna se o bezvodou smés alkylbenzyldimethylamon-
nych chloridi s alkylovymi fetézci Cs—Cs (cit.?). Posledni
zvolenou latkou byla mo&ovina jakozto chaotropni ¢inidlo’
a lyze navozenim hypotonického prostredi.

Experimentalni ¢ast
Metody dezintegrace spermii

Vzorky ejakulatu byly ziskany od ¢tyf dobrovolnych
darct masturbaci po 3-5 dnech sexualni abstinence. Darci
byli vybrani na zdkladé¢ vysledku spermiogramu
(normospermiogram podle manualu svétové zdravotnické
organizace, WHO 1999). Lyze byla provadéna vzdy ze
4 ml suspenze ejakulatu. Kazdy ml suspenze byl samostat-
né centrifugovan pii 600x g, 4 °C, 10 minut. Seminalni
plazma ve form¢ supernatantu byla odstranéna a peleta
tvofend spermiemi byla nasledné tfikrat promyta 0,5 ml
PBS s inhibitory proteas (Protease inhibitor cocktail, Sig-
ma, USA) 1:100. Dezintegrace kazdé pelety byla provede-
na 50 pl lyzovacich roztokti s danou Gi¢innou latkou 4 h na
ledu za stalého kyvani. Uginné latky predstavoval 1%
DOC (Sigma, USA), 1% Triton X-114 (Sigma, USA)
a X-100 (Sigma, USA), 13M CHAPS (Sigma, USA), 6M
mocovina (Sigma, USA), 3M chlorid benzalkonia (Sigma,
USA) a destilovana voda. Po probéhnuti lyze byla suspen-
ze 10 min centrifugovana 4300x g pfi teplot¢ 4 °C. Lyze
za pouziti destilované vody probihala pfes noc pfi teploté
4 °C na ledu za stalého kyvani. Krat$i doba dezintegrace
vyuzitim hypotonického prostifedi neposkytovala vhodny
proteinovy podil. Vysledny supernatant ptedstavoval pro-
teinovy extrakt spermii. V tomto kroku se provedlo smise-
ni Ctyf lyzath ze vzorku Ctyf vybranych darcu.
Ve smésném vzorku byla méfena koncentrace bilkovin
pomoci BCA™ Protein Assay Reagent A (cit.) (BCA,
Pierce, USA) uzitim hovéziho sérového albuminu (BSA)
jako standardu.

Testovana séra

45 krevnich sér zen s prokazanou poruchou plodnosti
bylo vyuzito k imunodetekci. Séra byla vybrana dle vyse
titru spermaglutinujicich protilatek (Fridbergiv test, téz
TAT)’ a tiidy protilatek (nepfimy MAR test)'’. Jako nega-
tivni kontrola bylo uzito krevni sérum osmileté divky.
Alikvoty byly uchovany pfi teploté —20 °C.
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Jednorozmérna polyakrylamidova elektroforéza
v ptitomnosti SDS (1D SDS-PAGE) nésledovana
imunoblotem

SDS-PAGE byla povedena pii pokojové teploté
v Mini Protein Cell Bio-Rad dle modifikace Harlow
a Lane (1988). Alikvot smésného lyzatu byl separovan na
10% polyakrylamidovém gelu (30% akrylamidovy mix,
1,5M Tris-HCI pH 8,8, 10% SDS, 10% persiran amonny —
APS, TEMED - Serva, Némecko) a 5% akrylamidovém
zaostfovacim  gelu pH 6,8. Vzorek byl nanesen
v koncentraci 25 pg proteint. Pfed nanesenim byl smichan
vpoméru 1:1 stzv. vzorkovacim pufrem neredukujicim
(protein loading buffer non-reducing, PLB-N; 0,5M Tris-
HCI pH 6,8; glycerol, 10% SDS; 0,1% bromofenolova
modr) nebo redukujicim (protein loading buffer reducing,
PLB-R; 0,5M Tris-HCI pH 6,8; glycerol, 10% SDS; 0,1%
bromofenolova modt, 5% B-merkaptoethanol). Smés byla
3 min vafena a aplikovana do jamek v gelu. Jako proteino-
vy standard byl pouzit Sirokospektry molekulovy marker
(SDS-PAGE standard, broad rang, Bio-Rad, USA). Sepa-
rované proteiny v gelu byly detegovany stiibrem uzitim
kitu Silver™ Plus Stain Kit (Sigma, USA).

Aparatura Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad (Mini Prote-
an III system, Bio-Rad, USA) byla pouzita pro Western
blot. Pfenos proteini byl proveden pomoci stejnosmérného
elektrického proudu (elektroblot) na 0,45 um porovou
nitrocelulosovou membranu (NC, Serva, Némecko) pfi
100 V, teploté 4 °C, 45 min, uzitim Towbinova pufru (Tris-
glycinovy pufr, 48 mM Tris, 39 mM glycin, 10% metha-
nol, pH 9,2). Membréana byla saturovana 2 h blokovacim
roztokem — 10% odtucnéné susené mléko (Laktino, Pro-
mil, CR) v TBS-Tw (Tris buffered saline tween; 0,02M
Tris,14M NaCl, 4,5M MgCl,, 0,1% Tween 20, pH 8,0) pfi

Laboratorni pfistroje a postupy

laboratorni teploté. Poté byla membrana inkubovana
s krevnimi séry pacientek pies noc pii teploté 4 °C. Séra
byla fedéna 1:1000 v 5% odtuénéném suSeném mléku
v TBS-Tw. Membrdna byla tiikrdt promyta TBS-Tw
a inkubovana s konjugatem Goat AntiHuman IgG-AP
(Promega, USA) fedénym 1:15000 v 5% odtu¢néném
suseném mléku v TBS-Tw 2 h pfi laboratorni teploté. Nit-
rocelulosovd membrana byla tfikrat promyta TBS-Tw.
Imunokomplex byl detegovan pomoci aktivity konjugova-
ného enzymu uzitim chromogenniho substratu (IMMUNO
NBT/BCIP, Liquid substrate plus, MP Biomedicals, USA).
Po zvoleni nejvhodnéjsiho zplisobu dezintegrace spermif
byl postup opakovan s obménou, kdy byla membrana kra-
jena na 3mm prouzky a kazdy oddélené saturovan a inku-
bovan s krevnim sérem pacientky. Navazujici postup se
shodoval s postupem pro celou membranu. Na zakladé
metody linearni regrese byla pomoci molekulového stan-
dardu uréena molekulova hmotnost nalezenych antigeni.

Vysledky a diskuse

Ctyti vzorky spermatu byly vyuzity k ptipravé protei-
nového extraktu spermii. Koncentrace bilkovin v lyzatech
dosahla rozsahu 0,4-3 mg ml™". Sm&sny vzorek proteino-
vého extraktu spermii byl separovan metodou SDS-PAGE
v redukujicim (obr. 1A, 2) i neredukujicim (obr. 1B) pro-
stiedi. V obou ptipadech nasledoval imunoblot (obr. 1-3).

Jestlize byl vzorek prfed separaci metodou SDS-
PAGE inkubovan ve vzorkovacim pufru neredukujicim,
pak nedosSlo k dostatecnému rozdéleni proteini. Vzorky
lyzované roztokem chloridu benzalkonia (bezvoda smés
alkylbenzyldimethylamonnych chloridi s alkylovymi fe-
tézci Cg—Cyg), Tritonem X-100 a ziskané lyzi pomoci ultra-
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Obr. 1. Imunodetekce proteinového extraktu spermii v redukujicich (A) a neredukujicich podminkach (B) uZitim krevniho séra
pacientky s poruchou plodnosti. M: molekulovy standard pro SDS-PAGE, T1: lyze Tritonem X-114, U: mocovinou, CH: CHAPS,

V: destilovanou vodou
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Obr. 2. Jednorozmérna polyakrylamidova elektroforéza v piitomnosti SDS (A) a imunodetekce (B) proteinového extraktu spermii
ziskaného lyzi. M: molekulovy standard, B: lyze spermii pomoci chloridu benzalkonia, S: lyze sonikaci, T2: lyze Tritonem X-100

zvuku (sonikace) byly inkubovany pouze v prostiedi redu-
kujicim a nasledné¢ déleny pomoci SDS-PAGE (obr. 2A).
Separaci nasledovala imunodetekce (obr. 2B).

Pti porovnani metod dezintegrace lidskych spermii na
zaklad€é SDS-elektroforézy a imunoblotu byl zvolen Triton
X-100 jako nejvhodnéjsi u¢inna latka lyze. Nalezené mo-
lekulové hmotnosti (M;) dosahuji Sirokého rozpéti od 31
do 200 kDa (obr. 3). Jako nejcetnéjsi byly uréeny moleku-
lové hmotnosti 68 a 123 kDa. Antigen o velikosti 68 kDa
byl rozpoznan 93 % pouzitych sér, antigen o velikosti
123 kDa 84 %. Minoritné byly zastoupeny i dalsi, sérum
S1 dale interaguje s antigeny molekulové hmotnosti 50, 86
and 90 kDa, sérum S2 s 36 kDa, sérum S3 s 50 kDa a sé-
rum S10 s 43, 50, 64 a 86 kDa. Nebyla prokazana interak-
ce IgG protilatek osmileté divky (negativni kontrola)
s antigeny spermii.

Vzhledem k stale vyrovnanéj§imu poméru Zenského
a muzského faktoru neplodnosti, nesmime Zenu vyjimat
z partnerského celku'. Pokud zmifiujeme Zenu s poruchou
plodnosti, jedna se jen o vstupni parametr nasi studie. Séra
Zen byla podrobena spermaglutinaénim testiim’ na mini-
malné¢ dvou riznych vzorcich spermii zdravych darct
s parametry normospermiogramu'’. Pozitivni séra zpiiso-
bovala aglutinaci (shlukovani) spermii, snizovala jejich
pohyblivost nebo méla na spermie uc¢inek toxicky. Pomoci
nepiimého MAR testu byla specifikovana tfida antisper-
matozoidalnich protilatek''. MAR test (mixed antibody
reaction) je reakce, kdy se na spermie navazi polystyreno-
vé Castice s protilatkami proti lidskym imunoglobulintim.
Pozitivni vysledek je nezadouci. Pro potieby detekce
a s ohledem na pldnované pouziti konjugatu (Goat Anti-
Human IgG-AP) byla vybrana séra s vysokym titrem proti-
latek tridy IgG.

Nase prace reprezentuje jednu z etap vyzkumu imu-
nitnich vlastnosti lidské spermie a jejiho vztahu
k imunitnimu systému Zenského pohlavniho traktu. Zdro-
jem protilatek byly v naSem ptipad¢ séra pacientek s poru-
chou plodnosti. Tento pomémné frekventovany pojem je
v literatufe vysvétlovan rtuzné. Velmi Casto je definovan
pravé pouzitim negativnich kontrol, napf. détskych sér,
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Obr. 3. Imunodetekce antigenii spermii separovanych jedno-
rozmérnou polyakrylamidovou elektroforézou v piitomnosti
SDS. M: molekulovy standard proteinti, SL: barveny proteinovy
extrakt spermii, S1 —S4: screening sér interagujicich s antigeny
spermii, K: negativni kontrola

kde se nepfedpokladéd pfitomnost protilatek proti spermi-
im. Nedavné prace ukazuji na moznost zkiizené reaktivity
protilatek alternativni etiologie reagujicich se spermiemi.
Mnozi autofi upozornili na moznost zkifizené imunoreakce
antigentl spermii s protildtkami vyvolanymi napf. mikrobial-
nimi antigeny nebo dokonce jen zanétlivymi procesy'? .
Nase negativni kontrola vSak evidentné takovy druh pied-
chozi stimulace nevykazovala.

I ptes pokrok molekularni genetiky a proteomiky
povazujeme pfipravu proteinového extraktu spermii pomo-
ci lyzovacich metod za ptinosny postup. Vzhledem k post-
transla¢nim modifikacim moznych antigennich struktur na
povrchu spermie, si Ize jen tézko predstavit charakterizaci
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antigenti spermii bez zakladnich lyzovacich postupi'’.
U kazdého lyzovaciho postupu je dobré mit na paméti
charakter lyzovacich latek a moznost ztraty jednotlivych
konformacnich epitopt, ne-li celych antigenti pfitomnych
v nativnim stavu. Zvazime-li vSechna vyse uvedena fakta,
jevi se jako nejvhodnéjsi neionogenni tenzid, kterym byl
v nasi studii Triton X, obzvlast¢ pokud bychom chtéli zis-
kat membranové proteiny'®. Na zakladé $kaly separova-
nych proteini metodou SDS-elektroforézy a odezvy na
imunoblotu byl vybran Triton X 100. Nicméné¢, tato studie
je brana spiSe jako uvodni, nejen zhlediska vytéznosti
potenciadlnich antigend, ale i z hlediska metodologického.
Jak bylo jiz zminéno, nelze zcela ptesné predvidat zacho-
vani pritomnosti vSech jednotlivych epitopii bunécnych
antigenll a jejich imunogenicity v procesu lyze, a proto
musime o to vétsi pozornost vénovat vybéru detekéniho
systému’'!.

V kontrastu nasi studie s jinymi'*?’, jeZ se také zaby-
valy charakterizaci antigenti spermii, jsme nalezli podobné
molekulové hmotnosti detegované pomoci IgG protilatek.
Nicméné jsme detegovali i antigeny o vyS$$i molekulové
hmotnosti, napt. 123 kDa. Je mozné, ze pravé tento anti-
gen pochdzi z vnitfniho prostfedi spermie, a proto neni ve
shodé se zminénymi vysledky z literatury. Zda se jedna
o identické proteiny, membranové nebo plazmatické, bude
mozno rozhodnout az na zakladé probihajicich experimen-
tlh hmotnostni spektrometrie. Chceme-li porozumét mecha-
nismu imunologicky podminéné neplodnosti, je tfeba stu-
dovat antigeny spermii podrobn&”'. Vysledky nasi studie
by mohly pftispét k uSpésné 1écbé a zlepseni diagnostiky
neplodnosti.

Zavér

Dnesni doba pfinasi stale vyssi riziko neplodnosti.
Svétova zdravotnickd organizace ji definuje jiz jako ne-
moc. Je-li neplodnost Zeny imunologicky podminéna, je
tfeba najit antigeny spermii, na které reaguje imunitni sys-
tém tvorbou protilatek a brani tak Gspésnému poceti. Pro
ziskani proteinové frakce spermii byly pouzity chemické
i fyzikélni zplsoby dezintegrace. Chemické metody byly
zastoupeny lyzi bun€k v hypotonickém  prostiedi
(destilovand voda) a pouzitim povrchové aktivnich latek
(DOC, CHAPS, Triton X-100 a X-114), mocoviny a chlo-
ridu benzalkonia, ktery je soucasti spermicidnich latek.
Fyzikalni metodou byla sonikace. Jako nejucinnéjsi meto-
da se jevi dezintegrace Tritonem X-100. Za pouziti Tritonu
X-100 bylo dosazeno nejlepsiho rozdéleni proteinii meto-
dou SDS-PAGE a nésledna imunodetekce na nitrocelulo-
sové membrané byla nejvyraznéjsi. Vzorek pred délenim
redukujicim. Nejcastéji byly detegovany antigeny spermii
o molekulové hmotnosti 68 a 123 kDa. Podrobnéjsi cha-
rakterizace a pfipadna izolace antigen bude predmétem
naseho dalsiho studia.
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A. Brazdova®, J. Zidkova®, J. Cibulka®, M. Vali%o-

va®, V. Skop®, and Z. Uléova-Gallova® (“ Department of

Biochemistry and Microbiology, Institute of Chemical
Technology, Prague, ”Department of Gynecology and
Obstetrics, Faculty of Medicine, Charles University and
Faculty Hospital, Plzern): Disintegration of Human
Sperm and Characterization of Its Antigens

For treatment of female immunological infertility and
of sensitivity to sperm it is necessary to characterize par-
ticular sperm antigens recognized by antibodies. For disin-
tegration of sperm, sonication and chemical or related
methods (detergents, benzalkonium chloride, urea, hy-
poosmotic shock) were used. The characterization was
performed by SDS-electrophoresis followed by immublot-
ting using IgG antibodies from 45 sera of infertile females.
The serum of an eight-year-old girl was used as a negative
control.

The use of Triton X-100 seems to be the best way for
preparation of sperm protein extract. The interactions of
serum IgG antibodies with 68 and 123 kDa sperm proteins
were shown to be the most frequently recognized.
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