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1 Uvod

je spole¢na. Veékové optimum pro poceti neni sice u muze nijak déno, zda se vSak, ze
neustdle se zhorSujici parametry spermiogramu jsou citlivym ukazatelem promény

wrwe

zhorSujiciho se Zivotniho prostredi.

U Zeny je sterilita diisledkem anatomickych nebo hormonalnich poruch, infertilita

pak nejCastéji pochazi z pficin genetickych. Problematika neuspéchii asistované

reprodukce vSak stale astéji ukazuje na imunitni pozadi rejekce embrya.



Cilem této prace je vytvorit jeden z moznych pohledii na problematiku lidské
neplodnosti v disledku pulsobeni protilatek, pfedevsim pak protilatek proti spermiim.
Nejednd se sice o krucidlni pficinu tohoto civiliza¢niho stavu, ale véfim, Ze pochopeni
fungovani imunitnich vztaht lidské spermie a jejiho okoli ma pro nas velkou vypovédni
hodnotu o principech platnych v pribéhu celého procesu gametogeneze, oplodnéni i
téhotenstvi. Pochopeni téchto zakladnich vztahi ndm mtize pomoci v diagnostice a 1é¢bé
imunitné¢ podminéné neplodnosti. Za prezentovanymi skute¢nostmi a ndzory stoji mnoho
let laboratorni prace bezpoétu vyzkumnych tymu, prezentované laboratorni vysledky jsou
pak  vysledkem nékolikalet¢ spoluprace laboratofe reprodukéni  imunologie
Gynekologicko-porodnické kliniky Lékarské fakulty UK a Fakultni nemocnice v Plzni,
laborato¥i Ustavu biochemie a mikrobiologie Vysoké $koly chemicko-technologické
V Praze a Institutu genetiky ¢lovéka polské Akademie véd v Poznani. Ukolem bylo provést
charakterizaci antigent lidskych spermii a semindlni plasmy uzitim sérovych protilatek
neplodnych pacientek s pozitivnimi spermaglutina¢nimi testy. Jako negativni kontroly byla
vzata séra divek ve véku 8 — 11 let. Pro metody charakterizace byly voleny SDS-
elektroforesa, dvourozmérna elektroforesa a isoelektrickd fokusace. Z pomocnych metod
pouzitych pfi designu lyzovaciho postupu a vybéru vhodnych sér uvadim spermaglutinacni
techniky, imunofluorescenéni mikroskopii, kapalinovou chromatografii a biotinylaci.

2 Obecn st
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Imunologické pozadi poruch plodnosti se uvazuje az u 50% partu, pficemz jen
protilatkova aktivita proti spermiim piedstavuje 2 — 30% piipada [1, 2]. Jedna se o velmi
stran¢ protildtek primarné namifenych proti gametam, tak ptipady infertility, kde
dominantni iniciativu pfejima spiSe imunita bunééna.

Reprodukéni imunologie ma své nezastupitelné misto i v dobé metod asistované
reprodukce, byt se jeji diagnosticko-terapeutické portfolio stile vice pfesouvd do oblasti
imunologie trofoblastu [3]. Zdalo by se, Zze vyzkum antispermatozoidalnich protilatek ma
v modernim kontextu (zejména metod asistované reprodukce) jen podruzny vyznam, avsak
uz jen z didaktického hlediska se jedna t€zko nahraditelny zdroj poznéani a inspirace pro
kazdého reprodukéniho imunologa. Vétime, Ze tato prace bude reprezentativnim prifezem
problematiky imunologie lidské spermie a caste¢né 1 tvodem do reprodukéni imunologie
jako takové.

2.1 Uvod do neplodnosti — definice pojmi

Prevalence neplodnosti se odhaduje mezi 12 — 14% celosvétové, v ,.civilizovanych®
zemich zapadniho typu (jakkoliv je tato definice vagni) se uvazuje o 20 — 25%.

Hodnoceni neplodnosti obvykle rozlisuje ptfi€iny na strané muze, tedy Cisté muzsky
faktor neplodnosti a faktor Zensky. Zjednodusen¢ lze fici, Ze se v poslednich letech muz i



7zena na neplodnosti podili stejnou mérou [4], strukturovanéj$i pohled na danou
problematiku ukazuje na ¢isté muzsky faktor ve 30%, zensky faktor v 35%, kombinovany
faktor na prtiniku obou ptfedchozich ve 20% a nakonec nevysvétlitelny, idiopaticky faktor
neplodnosti v 15 % [5-7]. Jednotlivé faktory se u postizeného paru mohou kombinovat a
naSe snaha o exaktni vyjadreni ptfi¢in pak obvykle selhava.

Problematika neplodnosti, a zejména té tak zvané ,jinak nevysvétlitelné®, je
predmétem diagnostického a terapeutického piistupu nejen gynekologii, endokrinologi a
andrologii, ale 1 dalSich asociovanych obord, jako pravé imunologii, zejména
reprodukénich, dale pak genetikt, psychologt, sexuologt a dalSich [1].

2.1.1 Pficiny neplodnosti — muz

Muzskou pfi¢inu neplodnosti paru zvazujeme tehdy, pokud lze jednoznacné
vylou¢it neplodnost zenskou pii spermiogramu neodpovidajicimu WHO kritériim [8].
Snizena plodnost u muze byva disledkem vrozenych, nebo ziskanych abnormalit
urogenitalniho traktu. Ve 40 — 60% nachdzime pficinu v patologiich spermiogramu,
pficemz vySetfeni anatomickych ¢i hormonalnich pomérti, ani anamnéza neskytaji zadné
vysvétleni. Hovoiime o idiopatické muzské neplodnosti. Patologie spermiogramu se
mohou navic sdruzovat do tzv OAT-syndromu (oligo-astheno-teratozoospermie).

2.1.2 Prficiny neplodnosti — Zena

Za pti¢inami zenské neplodnosti nachdzime vedle endometridozy nejcastéji tzv.
tubarni faktor a faktor ovarialni — ovulaéni dysfunkci. Podle kritérii WHO jsou tyto
dysfunkce dale déleny do podskupin: I. s hyperprolaktinémii, II. nizkou hladinou
gonadotropint a III. zahrnujici primarni ovarialni selhani [9].

Z dalSich moznych pfi¢in uvadime anatomické nepravidelnosti délohy, pfitomnost
endometridlnich polypii, submuko6znich myom, obliteraci dutiny délozni pii Ashermanové
syndromu; primarni neplodnost u Turnerova syndromu. Pfedstavuji vSak natolik minoritni
skupinu pfi¢in (viz tabulka 1), ze timto povazujeme jejich vyznam v kontextu této prace za
dostatecné zdokumentovany.

Ptic¢ina neplodnosti Zeny vSak miZe zistavat dlouho, nebo zcela skryta. Podle
riznych autorti pfedstavuje neznama pii¢ina 15 — 25% konstatovanych neplodnosti [1].
Mezi vyznamné negativni prognostické faktory ovlivilujici plodnost na vSech trovnich,
jako oplodnéni, implantace a vyvoj plodu patii faktory imunologické.

Jednim ze zdroji Zenské neplodnosti miiZze byt izoimunizace organismu antigeny
spermii, nebo seminalni plasmy [10-13]. O etiologii, patogeneze, diagnostice a 1écbé bude
pojedndno v samostatné kapitole.

2.2  Imunologicky podminéna neplodnost

Je prokdzan pifimy vztah mezi snizenou fertilitou a abnormalitami
v imunologickych testech, jako jsou vySetfeni pfitomnosti protilatek proti gametdm, dale
diagnostika  antifosfolipidového  syndromu a  antifosfolipiddovych  protilatek,



antinukledrnich protilatek, organové specifickych protilatek, zejména pak protilatek proti
strukturam a pasobktm §titné zlazy [14, 15].

2.2.1 Protilatky proti zona pellucida

Zona pellucida je deset mikrometrii silnd glykoproteinova vrstva chranici oocyt.
Hraje dilezitou roli nejen pti oplodnéni, ale i v procesu folikulogeneze. Je silné
imunogenni a efekt antizonalnich protilatek se muze uplatnovat jak pfimo, ve smyslu
branéni splynuti gamet, tak nepfimo Vv etiopatogenezi predcasného ovaridlniho selhani [16].

2.2.2 Antifosfolipidové protilatky

APS a ptitomnost aPL byva spojovana nejen se sterilitou v nejuzsim slova smyslu,
ale 1 potracivosti [17] a pfed¢asnymi porody, poSkozenim plodu, intrauterinni rustovou
retardaci, abrupci placenty, ale i s preeklampsii a téhotenskou hypertenzi [18].

2.2.3 Antithyroidalni protilatky

Mezi dal$i vyznamnou skupinu autoprotilatek figurujicich v poruchach plodnosti
patii bezesporu i tkdnove specifické protilatky proti antigenim S§titné Zlazy, zejména pak
proti thyreoperoxidaze (aTPO) a thyreoglobulinu (aTG), zkifizené pak S antigennimi
strukturami zona pellucida, receptory pro lidsky choriogonadotropin a dalSimi
placentarnimi antigeny [14, 15].

2.2.4 Protilatky proti spermiim

Vzhledem Kk tématu této prace (Imunologie lidské spermie) zafazuji problematiku
antispermatozoidalnich protilatek — ASA — jako samostatnou kapitolu.

2.3 Protilatky proti spermiim — ASA

2.3.1 Vztah ASA k neplodnosti

Antispermatické protilatky (ASA) se mohou vyskytovat u muzd i zen a jsou
dokumentovany u 9 az 12,8% neplodnych para [19-21].

Je dnes obecné pfijimanou skutecnosti, Ze imunitni odpovéd na spermie mulzZe
blokovat jejich funkci a omezovat tak plodnost jako takovou [22]. Tyto ASA zejména tiid
IgG, IgA a IgM (jen velmi raritn€ IgE) jsou idnetifikovany v séru, semindlni plazmé,
cervikalnim hlenu, peritonedlni a folikularni tekutiné, nebo jako epitopy vazané ptimo na
povrchu spermii [1]. V1iv na spermie se odviji nejen od kvality a kvantity téchto protilatek,
ale predev§im od charakteru antigen-protilatkové interakce [23]. ASA pak mohou
zpusobovat snizeni az inhibici motility spermii [24], jejich poSkozeni [25], utlum az
nemoznost akrozomalni reakce [26], branéni penetrace cervikalnim hlenem [27], ovliviiuji
interakci spermie-zona pellucida [21, 28], a Vv neposledni fadé mohou zcela zabranit



splynuti spermie s oocytem [29, 30]. Ukazuje se, Zze nejrozmanitéj$i efekt na funkci
spermie maji protilatky namifené proti antigennim strukturam hlavicky [31].

ASA navazané na spermie mohou dale indukovat imunitni odezvu a mohou
komplikovat implantaci embrya, nebo dokonce zpiisobovat potracivost v asnych stadiich
téhotenstvi [32].

2.3.2 ASA —prevalence

Hodnoceni aktudlni prevalence ASA neni v soucasné dobé snadné vzhledem
k mnozstvi uzivanych metod. Srovnani jejich vysledki nam ale i tak muze poslouzit
k ramcové predstavé vyznamu ASA v lidské neplodnosti.

2.3.2.1 Etiologie ASA u muze — autoimunizace

V procesu rozpoznavani vlastnich antigen spermie chybi, protoze jejich vyvoj
zacina az obdobim puberty; imunitni systém tedy spermii neznd. Navic (a nejspi§ prave
proto) je prostiedi jejich vyvoje vysoce imunitné privilegované ochrannou hemato-
testikularni bariérou semenotvornych kanalkli tvofenou bazalni membranou Sertoliho
bungk a jejich pevnymi spoji typu tight-junction. Poskozeni muzského genitalniho traktu
mohou byt disledkem vyvojové anomalie, chirurgického vykonu (vasektomie), nebo urazu

[33, 34].

2.3.2.2 Etiologie ASA u zeny — isoimunizace

I u Zeny dochézi za urcitych okolnosti k tvorbé ASA. Zde hovoiime o procesu
izoimunizace. Etiologie vzniku ASA ma u zeny sva specifika vychdzejici z utvareni a
funkce zenského genitélniho traktu a z charakteru spermii jakoZto cizorodého materialu.

2.4 Patogeneze neplodnosti zprostredkované ASA

Ptesny mechanismus neplodnosti zprosttedkované ASA neni ve své rozmanitosti
dosud zcela objasnény. V muZzském a posléze v Zenském genitalnim traktu mohou ASA
vykazovat celou Skdlu ovlivnéni spermii od jejich vyvoje, po jejich funkei, jak bylo
zminéno vysSe. Jednd se zejména o vliv na maturaci, penetraci, kapacitaci a akrozomalni
reakci [23].

2.5 Diagnostika ASA

»Neexistuje dokonald metoda k detekci antispermatozoiddlnich protilatek, ani
spermatozoidalnich antigend, ackoliv ob& by byly nedocenitelnym nastrojem k pochopeni
vyznamu produkce antispermatozoidalnich protilatek a potencidlnimu ovlivnéni imunitni
odpovédi na spermie za Ucelem omezeni neplodnosti nebo vyvoje imunokontraceptiv‘
[35]. Pro stanoveni ASA existuji ¢etné metody, nékteré presnéjsi, nékteré levnéjsi, nékteré
rychlej$i, Zadna vSak neni ideédlni. Kvalitni metoda by méla kombinovat maximum vyhod
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za predpokladu vysoké senzitivity a specificity, stanoveni tfidy imunoglobulint,
eventualné schopnosti jejich lokalizace na spermii.

2.5.1 Immunobead assay — IBD (ptimy a neptimy)

Imunocasticové testy (immunobead assay — IBD) [36, 37] jsou zalozené na
polyakrylamidovych nebo latexovych  mikro¢asticich  potazenych  specifickym
antiimunoglobulinem, zpravidla kovalentné¢ vazi antihumanni kralici imunoglobulin.
Imunocastice jsou smichany s Cerstvymi, vitalnimi vzorky spermii a v piitomnosti
ptislusné ASA navazi postizené spermie.

2.5.2 SmiSeny antiimunoglobulinovy test — MAR test (pfimy a nepiimy)

MAR test — mixed antiimmunoglobulin reaction test — [38, 39] je do zna¢né miry
obdobou IBD testu s tim rozdilem, Ze jako ¢astice jsou pouzity erytrocyty (humanni, O Rh-
poztivni, nebo zvifeci — beranni). Tyto erytrocyty maji na svém povrchu navdzané lidské
imunoglobuliny jednotlivych izotopl, pro jednotliva vySetfeni vzdy jiné. Variantou
pfimého, direct-MARtestu je nepiimy, indirect — iMAR test. Slouzi ke stanoveni ASA
Vv ostatnich biologickych materidlech (sekretech, té€lnich tekutinach).

2.5.3 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Jinou moznosti detekce ASA je ELISA. VyuZivd enzymem znacenych protilatek
proti izotypové specifickym ASA. Omezeni této metody vSak spociva v nutnosti fixace
vySetfovaného materidlu a uvadénou nizsi senzitivitou. Nedokaze rovnéz odlisit lokaci
vazby ASA na spermii. ELISA zatim nenasla $irsi klinické uplatnéni.

2.5.4 Fribergiv spermaglutinacni test

TAT — tray agglutination test (rovnéz Friberguv test, [40]) se uziva ke stanoveni
ptitomnosti ASA Vv krevnim séru, popfipadé¢ v seminarni plazmé apod. V sériové
nafedénych vzorcich vySetfovaného biologického materidlu po pifidani darcovskych
spermii (s prokdzanou ASA negativitou) po inkubaci pii 37°C sledujeme pod svételnym
mikroskopem, v jakém nejvy$$im nafedéni jsou jesté patrné spermaglutinace.

2.5.5 Penetracni testy
Kremerav penetracni test [41] je simulaci priniku spermii ovula¢nim cervikalnim

hlenem, jakymsi in vitro postkoitalnim testem, na rozdil od kterého muze hodnotit i
nepartnerské interakce.
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2.5.6 Pritokova cytometrie

Z dalSich moznych metod uvadime pratokovou cytometrii. K pfimé (ASA véazané
na vysetfovanych spermiich) nebo nepifimé (ASA pochdzi z vySetfovaného vzorku, ve
kterém se inkubuji spermie ASA negativniho darce) detekci slouzi izotopové specificky
antiimunoglobulin se znacenim dle pouzitého detektoru (fluorescein, magnetické nebo
radioaktivni ¢astice). Z hlavnich vyhod se uvadi piesna kvantitativni analyza a izotypova
specifika pro vySetfované ASA. Je nicmén¢ nutné vySetfovat nemotilni spermie a
vzhledem Kk nutnému ur¢itému stupni fixace je zde riziko poskozeni a faleSnych pozitivit.
Z dal$ich nevyhod: ¢as na ptipravy vzorku, cena a vysoce erudovany personal.

2.5.7 Interpretace testl

Z tohoto mnozstvi vesmé&s subjektivné hodnocenych testt mohou pramenit mnohdy
i konfliktni data. Situaci navic komplikuje samotna biologicka podstata zkoumaného
materialu (spermie), kterd se in vitro miize nevyzpytatelné¢ ménit (kapacitace, akrozomalni
reakce) a prezentovat svij povrch jako nekonstantni soubor antigent, kdy nékteré mizi,
dosud skryté se objevuji a neustdle hrozi, Ze analyza bude definitivné zkreslena antigeny
vnitini strany cytoplazmatické membrany a intracelularnim obsahem.

2.6 Lécba ASA pozitivnich pacienti

Ve snaze omezit negativni pasobeni ASA na reprodukci postupujeme ve smyslu
této strategie:
1) metodami snizujicimi tvorbu ASA
2) metodami odstranujicimi jiz ptitomné ASA
3) technikami IVF. Motivem téchto technik je snizit pravdépodobnost expozice gamet
vlivu ASA a zlepsit tak jejich fertiliza¢ni schopnost.

Dvéma zékladnimi metodami sniZujicimi produkci ASA jsou: kondomem chranény
pohlavni styk (eliminace antigenni naloze) a kortikosteroidni 1écba at’ uz peroralni, nebo
lokalni aplikaci hydrokortizonu ektocervikalné [1, 42, 43]; dalsi 1é¢ebnou modalitu nabizi
plazmaferéza [44].

2.7 ASA a asistovana reprodukce

Jsme stale bohatsi o zkuSenosti se vztahem ASA pozitivity a asistované reprodukce.
Ackoliv efektem asistované reprodukce je (mimo jinych faktord) i minimalizace vlivu
ASA (napf. inseminaci potlaceny cervikalni faktor IUI — Intra Uterine Insemination), ASA
se mohu stat limitujicim faktorem uspéSnosti asistované reprodukce at’ uz vyjadiené
pomoci ferilisation rate (FR — ispéSnost oplodnéni), nebo pregnancy rate (PR — ispéSnosti
vlastniho otéhotnéni). Tyto aspekty jsou publikovany ve vztahu k metoddm, jako umélé
oplodnéni, nebo téZ oplodnéni ,,ve zkumavce* (IVF — In vitro Fertilisation) a ICSI (Intra
Cytoplasmic Sperm Injection — vpraveni spermie do ptimo do cytoplasmy vajicka).
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2.8 Lidska spermie — vznik antigenni entity

2.8.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze u cloveéka trva piiblizné¢ 72 dni, dalSich cca 12 dni dochazi k
maturaci v nadvarleti. Pro spravny prubéh spermatogeneze je zapotifebi dostate¢na
stimulace pohlavnimi hormony (zejména testosteronem) [45] a dale nizsi teplota, kterou za
fyziologickych podminek zajistuje umisténim varlat v Sourku, kde na teplotni zmény
termostaticky reaguje musculus cremaster.

Spermatogeneze probihd od puberty do individualné vysokého véku a odhaduje se,
7e muz za svuj zivot vyprodukuje cca 12 biliont spermii.

2.8.2 Spermiogeneze a epididymalni maturace

Spermiogeneze znamena postupné Upravy haploidni spermatidy na morfologicky
zralou spermii. Na konci spermiogeneze stoji sice morfologicky zrala spermie, neni vSak
dosud schopna interakce s oocytem. Tyto schopnosti ziskava v nasledujicich maturacnich
procesech. Intenzivni posttranslaéni modifikaci povrchovych glykokonjugétii podstupuji
spermie v oblasti téla a ocasu nadvarlete, kde zustavaji do okamziku ejakulace.

2.8.3 Ejakulace

Béhem ejakulace dochazi k promichani epididymélnich spermii se sekrety
ptidavnych pohlavnich zlaz, tvofi se ejakulat. Ejakulat obsahuje na 500 bilkovinnych a
peptidovych slozek, pii¢emz nékteré jsou schopny indukovat vytvaieni protilatek [1, 46].

2.8.4 Kapacitace

Po ejakulaci je spermie neschopna oplodnéni. Zmény ve slozeni cytoplazmatické
membrany vedou k destabilizaci membrany a tim pfipravuji spermii na akrosomalni reakci
a fuzi s vajickem.

2.8.5 Akrozomalni reakce

Posledni strukturdlni zmény prodélava spermie pfi interakci se zonou pellucidou
vajicka. Povrchové struktury spermie zodpovédné za vazbu se zonou pellucidou se
Vv pritbéhu kapacitace vlivem zvySené fluidity plazmatické membrany kumuluji z rtiznych
Casti povrchu spermie, a sice pfevazné v oblasti apikalniho hiebene hlavicky [47]. Spise
nez specializované receptory vznikaji touto kumulaci vazebné komplexy obsahujici
pravdépodobné i slozky indukujici vlastni akrozomalni reakci.
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2.9 Imunologie reprodukce ve sluzbach antikoncepce

2.9.1 Antikoncep¢ni vakcina

Jednim ze zékladnich motivii k vyvoji antikoncep¢ni vakciny je vyuziti znalosti
imunologickych mechanismii, které poceti brani a obratit je v na§ prospéch tam, kde je
poceti méné zadouci. Dostadvame se tak opét na pomezi komplementarity protichtidnych
tendenci a vztahii mezi chténym a nechténym, sluhou a panem, antigenem a protilatkou.

Z imunologického hlediska se nabizi né€kolik skupin cili mozného protilatkového
zasahu. Obecné lze uvazovat tyto kategorie: inhibice tvorby pohlavnich bunék (protilatky
proti hormonim a/nebo jejich receptorim — GnRH, FSH, LH), ovlivnéni funkce gamet
(vytazeni povrchovych struktur nutnych ke vzdjemné interakci spermie a vajicka,
eliminace fertiliza¢niho potencialu spermii, cytotoxické ptisobeni), znemoznéni implantace
(protilatky proti hCG) [48].

2.9.2 Vakcina proti spermiim — dosazitelna realita?

Pro vyvoj antikoncepéni vakciny zalozené pravé na spermatozoiddlnich antigenech
je nékolik racionalnich divoda. Spermie je imunogenni v muzském i Zenském organismu a
skyta vhodny Casoprostorovy cil pro ASA. Etiopatogene ASA, moZzné procesy imunizace
muzského a zenského organismu proti spermiim, je diskutovana vyse. Tentokrat vSak o
ASA uvazujeme z hlediska zadouci tvorby protilatek a jejich kontracepéniho potencialu, je
vSak nutné vyfesit mechanismus jejich cilené tvorby a moznosti jeji regulace.

2.10 Spermatozoidalni antigeny — zaklady proteomiky

Ke studiu spermatozoidalnich antigeni vyuzivime ramcové dvou zakladnich
proteomickych piistupti, které danou problematiku definuji z protilehlych stran:

1) cilenou syntézou uvazovanych antigenti, peptidi a proteinti ziskanych na zakladé
nasich znalosti o ptislusnych ¢astech genomu, kde jsou kodovany.

2) metody zalozené na extrakénich postupech, kdy ziskavame potencialné antigenni
smés piimo rozpousténim spermatickych bunék.

2.10.1 Phage display

Jednim z doslova revolucnich pfistupi k hledani kontracepcnich vakcinogent je
metoda phage display — technologie prezentace (potencionalné vazebnych) molekul na
povrchu viru — faga — byla sice prezentovana jiz vroce 1985 [49], ve vyzkumu
povrchovych spermatozoidalnich antigenli zacala byt vyuzivana az pomé&rné& nedavno.
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2.10.2 Knock out

Jinou perspektivni technikou funk¢éniho mapovani spermatozoidalnich antigent je
metoda genového knockoutu. U (zpravidla) mySiho klonu s cilené vyfazenym genem se
sleduje fenotypovy projev tohoto vyfazeni — knockoutu. Bylo takto popsano nékolik
desitek novych testikularnich a spermatozoidalnich genti/proteini vyznamnym zptisobem
ovlivilujicich fertilitu [50].

2.10.3 Extrakéni postupy

Nas vyzkum je zalozen na postupech extrakénich, proto jim bude vénovana zvlastni
pozornost ve specialni ¢asti, kde budou uvedeny v pouzitych modifikacich. Na tomto misté
je zminujeme pro uplnost prehledu.

2.10.3.1 Sodiumdodecylsulfatova polyakrylamidova gelova
elektroforéza

Sodiumdodecylsulfatova polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE) je
soucasnym standardem pro déleni nezndmé proteinové smesi.

2.10.3.2 Dvourozmérna elektroforéza

Doslova rozmér navic vnasi do elektroforézy predchozi izoelektricka fokusace
(IEF). Timto postupem se proteinova smés nejdiive rozdéli (horizontaln€) podle kritéria
isoelektrického bodu (pl) jednotlivych molekul; teprve poté dojde k rozvrstveni v el. poli
podle molekulovych hmotnosti.

2.10.3.3 Western blotting

Western blotting (originalni nazev), western blot, potazmo immunoblotting, nebo
téz imunoblot predstavuje nasledny krok, dal$i Groven detekce hledanych proteind. Pii
hledani potencialnich spermatozoidalnich vakcinogenli sehrdva tato metoda veskrze
klicovou roli. Vychéazi z ptedchozi elektroforézy (1 ¢i 2 D). Proteinova spektra jsou
nejdiive pfenesena z polyakrylamidového gelu na membranu (nitrocelululdza,
polyvinyliden fluorid). Naslednou imunodetekci hledame struktury, které mohou
potencovat tvorbu pouzité protilatky nebo protilatek.

2.10.3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonisation — Time-of-Flight) mtze byt korunou identifikace proteinu
zachyceného na 2D gelu (nebo ziskaného jako frakce pti HPLC — vysokotlaka kapalinova
chromatografie).
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3  Experimentalni Cast

3.1 Priprava antigent z lidskych spermii pro immunoblotting

Cibulka, J., Ul¢ova-Gallova, Z., Balvin, M., Krauz, V., Reischig, J., Bibkova, K.,
Micanova, Z., and Rokyta, Z. (2005). Isolation and immunological identification of serum
spermagglutinating antibody from inertile woman. Abstr. book XIth Symposium of Czech
Reproductive Immunologists with International Participation, Zdar nad Sazavou, 15.

Cil studie: cilem této pilotni studie bylo nalézt optimalni lyzovaci postup, ktery by
kombinoval dobrou vytéznost spermatozoidalnich proteinli s vyvazenosti proteinového
spektra hodnoceného po barveni v gelu SDS-PAGE ve sledovaném rozsahu 15 — 300 kDa.
Metodika: spermie jsme separovali z ejakulatti metodou swim-up. Spermie jsme zamrazili
k dalsimu pouziti. Po rozmrazeni suspenze spermii v Backerové roztoku jsme
mikroskopicky stanovili jejich primérnou koncentraci (3x107/ml). Suspenzi jsme pak
rozpipetovali po 2ml a centrifugovali (3 minuty pfi 5000 otackach za minutu — rpm
(prameér rotoru 20cm) a 4°C. Ziskanou peletu jsme nasledné resuspendovali ve fosfatovém
pufru (PBS) s obsahem koktejlu proteazovych inhibotort (1:1000) a opét centrifugovali za
stejnych podminek. Promyvaci protokol jsme zopakovali celkem 2X. Vyslednou promytou
peletu jsme resuspendovali v 500ul lyzovaciho roztoku 1% Triton X-100 a 1%
deoxycholatu sodného s inhibitory protedz (1:100). Vlastni lyzi spermii jsme nésledné
provedli 4 hodinami stalého kyvani na ledu za a obfasného vortexovani. Suspenzi jsme po
4 hodinach centrifugovali po dobu 10 minut pfi 10000 rpm a 4°C. Nasledovala SDS-
PAGE. Proteinova spektra jsme blotovali na nitrocelul6zovou membranu a antigeny v nich
obsazen¢ jsme detekovali séry s prokdzanou ASA aktivitou.

Vysledky: hodnoty molekulovych hmotnosti detekovanych prouzkii jsme vynesli do grafi
vyjadiujicich jejich absolutni Cetnost (kvantitu). Intenzitu kazdého prouzku jsme dale
ohodnotili stupni 1 — 3 a vynesli do grafu jako jejich kvalitativni vyjadieni. VSechny tyto
modality jsou vyjadfeny zvlast pro ASA pozitivni séra, tak pro negativni kontroly;
Vv poslednim grafu jsou hodnoty zobrazeny dohromady pro lep$i nazornost.

Kvantitativni a kvalitativni zastoupeni Kvantitativni a kvalitativni zastoupeni
nejcast&jSich SpAg dle intenzity detekce ASA nejéastéjiich SpAg dle intenzity detekce séry
pozitivhimiséry negativnich kontrol
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Srovnani vysledkd imunodetekce ASA+ a NK
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Lyzat pfipraveny vySe uvedenym zplUsobem vykazuje silnou reaktivitu s krevnim sérem
zejména v molekulovych hmotnostech kolem 111, 105, 99 a dale pak 66 a 58 kDa. Tyto
reakce vSak nejsou specifické pro séra typizovana na zakladé¢ jejich schopnosti shlukovat
spermie byt’ i ve vysokém natedéni (titru) (obrazek 10a — c).

Zavér: touto studii jsme =ziskali cetné cenné zkuSenosti, které zroc¢ime v dalSich
vyzkumnych etapach. Je nutné 1épe typizovat séra sohledem na jejich
antispermatozoidalni aktivitu. Velky diraz budeme klast na modifikace lyzovaciho
protokolu. Budou provedeny srovnavaci studie s proménnymi na strané ¢asu lyzovaciho
procesu a koncentrace extrakénich ¢inidel, jako je Triton X-100 a deoxychlat sodny
s ohledem na stav a zachovani spermie a vytéznost povrchovych proteind.

3.2 Izolace a imunologicka identifikace spermaglutinujcich protilatek
Z lidského séra

Cibulka J, Ul¢ova-Gallova Z, Balvin M, Bibkova K, Mic¢anova Z.: Isolation and
immunology identification of spermagglutinating antibodies from human serum. Ceska
Gynekol. 2009 Jun;74(3):201-8.

Cil studie: cilem studie bylo stanovit spermaglutinacni parametry ASA pozitivnich
lidskych sér (Poradna reprodukéni imunologie pii Gyn.-por. Klinice LF a FN v Plzni)
pomoci metod Fribergova testu (téz Tray Agglutination Test — TAT), neptimého a ptimého
smiSen¢ho antiimunoglobulinového testu (i-MAR test) a doplitkove i radidlni imunodifuzi
(RID) u plnych sér a jejich chromatografickych frakci.

Metodika: Ctyti vzorky nejaktivngjsich sér (titry 1 : 512 az 1:1024) jsme chromatograficky
rozdé€lili, odsolili a jednotlivé frakce zkoncentrovali natolik, Ze byla opét hodnotitelna
jejich spermaglutinaéni aktivita, doplikové byla zafazena i radialni imunodifazi (RID).
Vysledky: chromatografickym rozdélenim jednotlivych ASA pozitivnich sér jsme u
kazdého séra ziskali celkem 20 frakci, z toho 10 frakei prokazatelné obsahujicich sérové
proteiny Vv zavislosti na jejich molekulovych hmotnostech. Fribergovym testem jsme
ovefovali spermaglutinacni aktivitu jednotlivych frakci.Vysledky RID jsou pouze
orientacni vzhledem k nespecifi¢nosti testu. Ukazuji pouze na koncentraci imunoglobulinti
dané ttidy ve frakcich a v plném séru, nikoliv na jejich ASA aktivitu. Pomoci radidlni
imunodifize jsme ovéfili, ze hladiny celkového sérového IgG a IgM nejsou nijak znatelné
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ovlivnény piitomnosti spermaglutinujicich ani ostatnich ASA ve srovnani s ASA neaktivni
kontrolou pfesto ze se jedna o pacienty s klinicky signifikantnimi titry ASA.

Zaver: pomoci vysetrovanych imunoglobulint tfidy IgG a IgM jsme u Ctyt vybranych sér
zdokumentovali mozn4 stddia imunizace od pravé probihajiciho s jednoznacnou a
vyraznou aktivitou IgM, pies prechodné/chronické (IgG a IgM), az po stadium
anamnestickych titri IgG. Tato zjisténi nam mohou pomoci pfi volbé adekvatniho
terapeutického ptistupu. Vylucovaci kapalinova chromatografie je ti¢innou, le¢
nespecifickou metodou izolace nékterych sérovych protilatek. Pritomnost ASA
neovlivituje chromatografické spektrum sérovych proteint.

Izolace a identifikace spermaglutinacnich ASA tvofi zéklad pro dalsi experimenty zalozené
na technice imunoblotingu a pro lepsi pochopeni interakci mezi ASA a spermatozoidalnimi
antigeny.

3.3 Priprava panelu smésnych antigeni lidské spermie pro
immunoblotting — imunofluorescenc¢ni studie

Cibulka, J., and Ul¢ova-Gallova, Z. (2008). Preparation of mixed antigens of human
spermatozoa for immunoblotting-immunofluorescent study. Abstr. book XIVth
Symposium of Czech Reproductive Immunologists with International Participation, Zdar
nad Sazavou, 37.

Vychodisko: vyznam spermaglutinacnich protilatek (ASA) je predmétem Sirokého
vyzkumu. Zatimco v klinické praxi feSime jejich tlohu z pohledu reprodukéni imunologie,
tedy faktoru neplodnosti, zakladni vyzkum zkouma i jejich potencial v moznostech
nehormonalni kontracepce. Pfiprava kvalitniho panelu zejména povrchovych antigent
z lidskych spermii je klicova k pochopeni imunitnich interakci v procesu fertilizace.

Cil: dlouhodobym cilem na$i studie je pfiprava kvalitniho smésného spermatozoidalniho
antigenu pro potfeby immunoblottingu. Pomoci této metody chceme identifikovat a dale
charakterizovat imunodominantni spermatozoidalni antigeny za pouziti ASA pozitivnich
vzorkl sér.

Metodika: pouzivame promyté, vitalni spermie ziskané z Cerstvého, plného ejakulatu
metodou swim-up. K pfiblizeni se podminkam in vivo jsme vypracovali metodiku
eliminujici maximum vlivii vedoucim k neSetrné destrukci spermii a jejich antigennich
struktur. Vzorky zpracovavame okamzit¢ pod neustalou mikroskopickou kontrolou
vitalnich projevii spermii. Proces promyvani i solubilizace jsme sledovali v Case
fluorescenénim mikroskopem pomoci monoklondlnich, fluoresceinem znafenych
protilatek (HS-8, HS-14 a HS-36) se specifitou vic¢i akrozomalnim proteinim. K
solubilizacné-extrakénimu postupu jsme pouzili pufrovany 0,5% a 0,25% Triton X -100
spolu s 1% deoxycholatem sodnym (0,01M NaH2PO4, 0,01M Na2HPO4, 0,15M NaCl,
1%Triton X-100, 1% deoxycholat sodny, inhibitory proteaz). Lyzi spermii jsme
zastavovali padesatinasobnym nafedénim v PBS v ¢asovych intervalech 0, 0,5, 1, 2 a 4
minuty a okamzitou centrifugaci s opétovnym promytim. Nasledovala inkubace se
zna¢enymi protilatkami a odecitani fluorescence.

Vysledky: lyzovaci pufr 0 1% koncentraci Tritonu X-100 s 1% deoxycholatem sodnym
zplisobi ztratu signdlu akrozomu a vétSiny povrchového signélu (s vyjimkou biciku) do 30
sekund. Polovi¢ni a ¢tvrtinova koncentrace lyzovaciho pufru ma obdobny efekt az po 4,
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respektive po 8 minutach. Nejcitlivéjsi strukturou lidské spermie vuéi chemickému
poskozeni je akrozom, dale ekvator a s nim pravdépodobné i plazmatickd membrana;
nejodolnéjsi se jevi struktury bi¢iku. Opakované promyvani v PBS (4°C) a centrifugace
(3500rpm x 5") nemaji pozorovatelny vliv na poskozeni akrozomu, ani evidentn¢ nevedou
k pfed¢asné akrozomalni reakci (viz tabulka 10). Pro pozorovani se jako nejvhodné&jsi
ukdzala monoklonalni protilatka HS-8; protilatky HS-14 a HS-36 poskytovaly obtizné
hodnotitelné vysledky.Setrna lyze doplnéna razantni centrifugaci poskytuje pichledné,
dobfe separovan¢é spektrum proteini i vysokych molekulovych hmotnosti o dobie
zpracovatelné koncentraci proteinu kolem 600ug/ml.

Zavér: ackoliv nepatii akrozomalni proteiny mezi povrchové spermatozodlni antigeny,
poslouzily nam k v€asné detekci destrukce spermie v procesu uvolnovani jejich
povrchovych struktur do lyzovaciho roztoku. Ziskali jsme tak informace, diky kterym
muzeme predejit uvolnovani intracelularnich proteinii a vyhnout se tak potencialnim
zktizenym reakcim zvySujicim Sum pfi dal§i imunodetekci (immunoblotting).
Predpokladame, ze optimalizace ve smyslu zkrdceni lyze povede k uchovani vétsiho

v

mnozstvi i téch nejchoulostivéjsich zejména u konfirmacnich antigenti.

3.4 RozliSeni povrchovych antigeii lidské spermie metodou biotinového
znaceni.

Cibulka, J., Kamieniczna, M., Uléova-Gallova, Z., Bibkova, K., and Micanova, Z.
(2009). Discrimination of the surface human spermatozoidal antigens by the method of
biotin labeling. Abstr. book XVth Symposium of Czech Reproductive Immunologists with
International Participation, Zdar nad Sazavou, 24.

Vychodisko: povrchové antigeny lidské spermie podstupuji od samého pocatku
spermiogeneze do oplodnéni oocytu Cetnymi posttranslacnimi modifikacemi (maturace,
kapacitace, akrozomalni reakce). Tato skutecnost komplikuje jejich vyzkum cestou i téch
nejmodernéjsich proteomickych postupti. Zakladem vyzkumu ziistava analyza komponent
spermie pomoci nékterého z lyzovacich postupil, zpétné testovani jejich biologické aktivity
a konecné jejich identifikace.

Cil: pro na$ vyzkum jsme zvolili postupy, které by mély na stran€ jedné Setrn¢ odloucit jen
povrchové spermatozoidalni antigeny, na strané druhé predejit nadbyte¢né kontaminaci
intracelularnim obsahem.

Metodika: pouzivame promyté, vitalni spermie ziskané z Cerstvého, plného ejakulatu
metodou swim-up. Promyté spermie jsme inkubovali v roztoku biotinu dle pokyni vyrobce
kitu (ECL Protein Biotinylation Module, Amersham) po dobu 30minut. Po dikladném
promyti spermii nasleduje lyze (0,01M NaH2PO4, 0,01M Na2HPO4, 0,15M NaCl,
1%Triton X-100, 1% deoxycholat sodny, inhibitory proteaz) po dobu nepiesahujici 2
minuty pii 0°C. Supernatant po centrifugaci (10 000 rpm) jsme inkubovali se vzorkovym
pufrem bez reduk¢niho ¢inidla (H,O, 0,5M TrisHCI pH 6,8, glycerol, 10% SDS, 0,5%
bromfenolova modi) a rozdélili pomoci SDS PAGE (10% PA gel, 15mA/gel). Proteiny
jsme pieblotovali na nitrocelul6zovou membranu (25mM Tris base, 192mM glycin a 10%
methanol pfil00 V na 120 min). Povrchové, biotinylované proteiny jsme na Casti
membrany detekovali pomoci streptavidinu (konjugat s peroxidazou — AEC Staining Kit,
Sigma). Zbytek membrany jsme znovu biotinylovali a rovnéz vyvolali pomoci
streptavidinu k vyjadieni celkového proteinu.
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Vysledky: z vysledkt je zfejmé, ze kratkd lyze do 2 minut vyznamné zachovava povrchové
struktury (pozitivni signal) a ptredchazi nadmérnému uvoliiovani nitrobunééného obsahu
(vysoka mira shody scelkovym proteinem). Srovnadnim proteinovych spekter
z elektroforézy a biotinylovanych proteini jsme dosahli vysoké miry shody, zejména
v molekulovych hmotnostech 150, 100, 88, 75, 67, dale pak v rozmezich 55 — 37, mén¢
zfetelné v pasmu 37 — 25 kD.

Modifikaci metody swim-up jsme dosahli vysokého poctu spermii v peleté (ccal50mil.) a
diky tomu i pii ctvrtinové koncentraci extrakénich c¢inidel oproti ptivodnimu rozpisu a
lyzovacimu ¢asu 30 sekund jsme naméfili koncentraci bilkovin kolem 800ug/ml.

Zavér: dosavadni i budouci vysledky imunoblotingu tohoto lyzatu budeme filtrovat
vyhradné spektrem proteinti, které¢ vykazuji znaceni biotinem. Pouze tyto proteiny mizeme
povazovat za povrchové, tedy relevantni pro dalsi vyzkum.

3.5 Mapovani povrchovych antigenu lidské spermie protilaitkami
spermaglutinacnich sér

Cibulka, J., Mi¢anova, Z., Bibkova, K., and Ul¢ova-Gallova, Z. (2010). Mapping of
the human sperm surface antigens by antibodies from spermagglutinating human sera.
Abstr. book XVIth Symposium of Czech Reproductive Immunologists with International
Participation, Zdar nad Sazavou, 61.

Vychodisko: pfitomnost antispermatozoidélnich protildtek (ASA) je zndmou moZnou
pri¢inou neplodnosti u muzi i Zen. Pro rutinni vysetfeni u neplodnych para jsou
nejdostupnéjsi testy na pritomnost sérovych ASA, dale pak testy analyzujici jejich
pritomnost v ovula¢nim cervikalnim hlenu; obdobné je mozné vysettovat i dalsi t€lni
tekutiny. Zakladni vySetfeni séra na pfitomnost ASA zahrnuje tzv. spermaglutinacni testy.
Cil: tikolem nasi posledni studie je zmapovat povrch lidské spermie pomoci protilatek
pfitomnych ve spermaglutinujicich (tedy ASA pozitivnich) sérech a zptesnit tak
interpretaci naSich dosavadnich vysledkti Western blotli na lyzatech lidskych spermii.
Metodika: pro na§ zameér jsme vybrali 30 sér vykazujicich signifikantni titry (1:16 — 1:64)
spermaglutinujicich protilatek dle vysledka Fribergova testu. Dale jsme pouzili zivé,
promyté spermie darct s hodnotami normospermiogramu dle WHO. K detekci navazanych
protilatek byly paralelné pouZity fluoresceinem znacené kozi protilatky proti lidskému IgG
a sice proti Fc konci a proti celé molekule IgG.

Pouzivame promyté, vitalni spermie ziskané z Cerstvého, plného ejakulatu metodou swim-
up. Vzorek roztoku spermii byl v objemu 50ul pfidan ke stejnému objemu ASA
pozitivniho séra a inkubovan pii 37°C po dobu jedné hodiny. Nasledovala inkubace se
sekundarni protilatkou dle pokynli vyrobce (SigmaAldrich).

Vysledky: ASA poskytované vySetfovanymi séry vytvarely na povrchu spermii formace
prouzkovitého charakteru zejména v oblasti ekvétoru a to jak jednotlivé, tak
nckolikanasobné. Dal§imi nejcastéjSimi lokalizacemi byly akrozom a baze hlavicky

s krékem — samostatn¢, nebo v kombinacich s vyse uvedenymi v rizném pomeru ke
spermiim nezna¢enym. Rozdily ve znaceni Fc a celé molekuly nebyly vyznamné.

Zavér: tyto vysledky poukazuji na skutecnost, Ze v ejakulatu se nachdzi spermie riizného
stafi a rizného stupné epididymalni maturace, coz se nutné odrazi na skladbé¢ jejich
povrchovych antigent. Témito nalezy pfipomindme vyznam postransla¢nich modifikaci
povrchovych komponent spermatické buiiky a nezastupitelnost solubiliza¢né-extrakénich
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metod jako zpisobt jejich zkouméani. S vyuzitim stavajiciho vybaveni nasi laboratoie a po
implementaci drobnych modifikaci do rutinnich vysetiovacich metod jsme vytvotili
postup, ktery nam poskytl dal§i rozmér hodnoceni kvality ASA a tedy dalsi kritéria
k vybéru sér vhodnych k imunodetekci. Vyznam zaznamenanych imunofluorescenénich
vzori na povrchu spermii je pro nas zatim nejednoznacny, ale domnivame se, Ze je jisté
hodny dalsiho vyzkumu. Korelovat tyto povrchové vzory s klinickou vyznamnosti by
pfineslo nové moznosti v diagnostice ASA.

Takto otypovana séra byla pouzita ve studii autorti z Polské Akademie véd v
Poznani [51] nebo v praci autortt z VSCHT v Praze [52].

Zkoumanim vztaht lidské spermie k protilaitkim z pacientskych sér jsme byli
konfrontovani se skute¢nostmi, které bychom mohli shrnout do nasledujicich zavéru:

Solubilizacné-extrakéni metody jsou ptfes nepiebernou Skdlu moznosti vstupnich
parametri metodami volby K uchopeni problematiky antigennich vlastnosti lidské spermie.
Pfes vSechny své limity maji nejvétsi Sanci k izolaci a identifikaci hledanych antigent,
zejména téch povrchovych.

Stejné tak vSak ziistdva mnoho otdzek, nakolik jsou tyto postupy schopné zejména
u slozitgjsich antigenti zachovat antigenicitu nebo dokonce imunogenicitu danou
konformaci (viz kvartérni struktura) molekuly.

Neni jednoznaéné zodopézena otazka etiologie sérovych ASA, ani jejich klinicky
vyznam. Nasi pozornost by si v dal§im vyzkumu rozhodné zaslouZila antispermatozoidalni
aktivita slizni¢ni, tedy IgA zprosttedkovand, zejména v cervikalnim ovula¢nim hlenu.

NaSe klinickd 1 laboratorni zkuSenost ukazuje na velkou perspektivu dalSiho
vyzkumu Vv imunologické analyze interakce seminalni plazmy a ovula¢niho cervikalniho
hlenu. NaSe dosud nepublikované vysledky imunoblotu seminalni plazmy za pouziti
vybranych ASA pozitivnich sér vykazuji obdobnou $kélu interakci jako lyzat pfipraveny ze
spermii. Tato pfedbéZna zjiSténi naznacuji, Ze seminalni plazma pfinejmensim Sama
pfispiva k imunogenicité spermie, pficemz je navic moznym rezervoarem fragmentd jejich
povrchovych antigenli. Zdrojem detekujicich protilatek by pak urcit¢ mél byt ovulacni
cervikalni hlen s analyzou ve tfid¢ IgA.

Neptimo tak dochazime k zavéru, Ze vyzkum slizni¢ni imunity genitalniho traktu
odbér ovulacniho cervikalniho hlenu), mizZe vSak poskytnout vysledky s jednoznacné&jsi
interpretaci 1 klinickou relevanci. Pokud by se potvrdil signifikantni vyskyt
spermatozoidalnich antigenti v semindlni plazmé, otevie se prostor pro jejich analyzu bez
potieby solubiliza¢né-extrakenich postupti.
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5 Souhrn

Otazka lidské neplodnosti je stale naléhavéjsi zejména v tzv. primysloveé vyspélych
zemich. Formaln¢ miizeme rozd¢lit atributy neplodnosti mezi muze a Zenu (jako muzsky a
zensky faktor), ale problém nakonec ovlivituje cely rodicovsky par. Snad praveé diky
sloZitosti Zenského reprodukéniho traktu se odhaduje, Ze vice nez 40% poruch plodnosti je
skryto v jedné nebo vice jeho ¢asti. Obdobné "silna stranka" muzského faktoru je odvozena
od patologického spermiogramu. U zbyvajicich 15 az 20% nedokazeme ptic¢inu
konstatovat jisté, nebo vibec. Hovofime zde o jinak nevysvétlitelna neplodnost, ktera
muze byt zpisobena az z 30% imunologicky.

Vzhledem k Sirokému pojeti imunologie reprodukce jsme se rozhodli do této
problematiky vyslat doslova jako sondu ve vSech ohledech jedine¢nou spermatickou
bunku, ktera predstavuje nejen nositelku genetické informace, ale rovnéz fadu antigennich
struktur. Tato bunika se zda byt idealni pro tento kol pro jeji dostupnost i vhodnost pro
vétsinu zékladnich laboratornich technik.

Budeme se snazit seznamit se s nékterymi z piekdzek, které mohou predcasné
ukoncit jeji poslani, a to zejména s protilatkami proti jejim antigennim strukturdm (ASA -
protilatek proti spermiim).

Dlouhodobym cilem nasi prace bylo porozumét antigenni povaze povrchu lidské
spermie. Toto poznani vedlo k ptipravé bilkovinného extraktu z jejich struktur, ktery
predstavuje reprezentativni antigenni mozaiku této bunky. Takovy extrakt (nebo téz
antigenni panel) jisté najde své uplatnéni pfedevsim v diagnostice ASA a ma potencial
prispét ke zlepSeni soucasné ELISA v detekci ASA. Dalsi vyuziti se nabizi ve vyzkumu
bunécné imunity.

Nase hlavni nastroje pro praci s timto kolem jsou metody SDS-PAGE a nasledného
Western blottingu s imunodetekci pomoci sérovych ASA infertilnich muzi a Zen.

Vytvotili jsme racionélni lyzovaci protokol s vysledky podpofenymi dal§imi
doplikovymi studiemi a rozsifili naSi diagnostiku ASA v pozitivnich polyvalentnich
sérech.

6  Summary

The issue of human infertility is becoming increasingly pressing, especially in so-
called industrially developed countries. Formally, we can share the infertility attributes
between the male and the female partner (as a male and female infertility factor), but the
problem finally affects the whole parental couple. Perhaps, due to the complexity of the
female reproductive tract, it is estimated that over 40% of the reproductive failure is hidden
in one or more of its parts. The “strong point” of the male factor is derived from the
pathological sperm count. For the remaining 15 to 20% of causes, whether morphological
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or functional, cannot be to find either clearly or not at all. We talk about the otherwise
unexplained infertility, that can be caused in up to 30% immunologically.

Due to broad concept of immunology of reproduction, we have chosen literally as a
probe into this issue in all respects unique spermatic cell that represents not only a carrier
of genetic information, but also a set of antigenic structures. This cell seems to be perfect
for this task, because of its availability to most basic laboratory techniques.

We will try to familiarize ourselves with some of the obstacles that may
prematurely end its mission, especially with the antibodies against its antigenic structures
(ASA — antisperm antibodies).

The long-term objective of our work was to understand the antigenic nature of the
surface of human sperm and preparation of such protein extract from human spermatozoa,
which would represent the best possible antigenic mosaic of cells as a result. This extract
(or antigenic panel) would find its application especially in the diagnostics of ASA and
would improve contemporary ELISA kits. It would also play an important role in further
research of cellular immunity. Our main tools for handling this task are the methods of
SDS-PAGE and subsequent Western blotting with immunodetection using ASA from sera
of infertile men and women.

We created rational lysis protokol with results supported by other complementary
studies and diversified our diagnostics of polyvalent ASA.
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