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Ovlivnéni funkénich parametri kancich spermii béhem
modifikované kapacitace in vitro

Souhrn

Schopnost fertilizace spermie je spojend s nékolika zdsadnimi procesy, kterymi musi
spermie projit. Jednim z procesi je kapacitace, dalekomplex molekularnich procesu,
kde vysledkem jezména koncentrace vapenatych iontd, proteinu fosforylace, akrozomalni
matrix a preskupeni membrany. Pro fertilizaci je dilezitd motilita spermii, kterou se tato prace
zabyva. Cilem diplomové prace bylo za pomoci pocitatem fizené analyzy spermii (CASA)
vyhodnotit vliv inhibitoru PYR-41 na kinetické parametry motility spermii. Za pomoci inhibice
ubikvitin-proteazomového systému PYR-41 byl v této praci zjistén vliv inhibitoru PYR-41
na motilitu spermii. Spermie byly inkubovany v kapacitatnim mediu TL-HEPES-PVA
S pfidanym inhibitorem PYR-41 ve ¢étyfech riznych koncentracich (10 uM, 25 uM, 50 uM
a 100 uM) po dobu 2 hodin, pfi teploté 38 °C a v 5 % COz. V prubehu inkubace byly méfeny
kinetické parametry metodou CASA v Case 0, 1 a 2 hodiny. Méfeny byly kinetické parametry
linearita (LIN), pfimost naptimené drahy STR, primérna rychlost pohybu (VAP), primérna
rychlost na skutecné draze (VCL), linearni rychlost (VSL) a amplituda oscilace hlavicky
(ALH), které¢ byly nasledné zpracovany statistickou analyzou rozptylu. Tyto kinetické
parametry byly srovnavany s kinetickymi parametry kontroly (Cisté kapacitované spermie
bez inhibitoru) a DMSO (prostfedi, ve kterém byl rozpustén inhibitor PYR-41). Vysledky
vyzkumu ukézaly, Ze doSlo k inhibici ubikvitin-proteazomového systému, ktery negativné
ovlivnil motilitu spermii béhem kapacitace in vitro. Statisticky vyznamné snizeni VSL, VCL,
VAP a také snizeni ALH bylo pozorovéano u inhibitoru PYR-41 v koncentraci 25 pM a 50 pM
pravdépodobné v duasledku inhibice ubikvitin-proteazomového systému. U koncentrace
inhibitoru PYR-41 10 uM byl statisticky vyznamny pokles hodnot jen u parametrt VAP, VCL
a ALH. Lze konstatovat, ze hypotéza ftikajici, Ze inhibitor PYR-41 ma signifikantni vliv
na motilitu spermii v modifikované kapacitaci in vitro, byla potvrzena.

Kli¢ova slova: spermie, kapacitace, kapacita¢ni medium, inhibitor PYR-41, motilita spermii



Functional parameters of boar sperm influenced by
modified in vitro capacitation

Summary

To gain an ability to fertilize, spermatozoa needs to go through several important
processes. One of them is the capacitation, which is the complex of molecular processes
with the result in a change of a concentration, of calcium ions, of a phosphorylation protein,
a change of an acrosomal matrix and a realignment of a membrane. The motility of spermatozoa
Is an important factor for its fertilizing ability. The aim of this study was to evaluate
the influence of a PYR-41 inhibitor on kinematic parameters of motile spermatozoa by using
computer-assisted sperm analysis (CASA).

By inhibiting the ubiquitin-proteasome system PYR-41, the influence of PYR-41
inhibitor on motility parameters was found.

Spermatozoa were incubated in TL-HEPES-PVA capacitation medium with PYR-41
inhibitor in four different concentrations (10 uM, 25 uM, 50 uM and 100 uM) for 2 hours in 38
°C and 5 % CO». The kinematic parameters were measured in a time 0 and after 1, respectively
2 hours of incubation. Kinematic parameters as linearity (LIN), straightness (STR), mean
velocity (VAP), linear velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL) and lateral head
displacement (ALH) were measured and evaluated by variance analysis. Samples were
compared with a pure control group, where sperms capacitated without an inhibitor, and DMSO
group representing an environment, where PYR-41 inhibitor had been diluted.

Results have showed, through lower motility values, that an ubiquitin-proteasome system
has been negatively influenced by PYR-41 inhibitor during the capacitation in vitro. The PYR-
41 inhibitor in a 25 uM a 50 uM concentration has a statistically significant negative influence
on VSL, VCL, VAP and ALH parameters of motility. In a 10 uM concentration there is
a statistically significant negative influence on parameters VAP, VCL and ALH.

It may be assumed, that the hypothesis, that PYR-41 inhibitor has an influence on motility
parameters of spermatozoa in a modified capacitation in vitro, has been confirmed.

Keywords: sperm, capacity, capacity medium, inhibitor PYR-41, sperm motility
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1 Uvod

Spermie musi projit nékolika zadsadnimi procesy, aby byla schopna fertilizace Jednim
Z procesu je kapacitace. V pribchu kapacitace dochazi k mnoha zménam jak uvnitf spermie,
tak na povrchu membrany. Kapacitace je komplex molekularnich procesti, jehoz vysledkem
je zména koncentrace vapenatych iontt, fosforylace proteint, akrozomalni matrix a preskupeni
membrany. Déle dochdzi k redistribuci, modifikaci, odstranéni nebo zménam glykoproteint
membrany. Kapacitace umoziuje spermiim dosahnout a vazat se na zona pellucida, podstoupit
akrozomalni reakci, proniknout do membrany oocytu a nakonec se spojit s oocytem. Kapacitace
spermii je obecné spojovana s uvolnénim spermii z oviduktalniho rezervoaru, rozvojem
motility spermii, remodelaci povrchu akrozomu a ativaci membran spermii pro fizi s 0olemou.
V soucasné dob¢ existuji diikazy, Ze se na téchto udalostech tcastni i ubikvitin-proteazomovy
systém. Ubikvitin-proteazomova draha je nezbytna pro bunétné procesy vyzadujici degradaci
proteinu, jako je fertilizace. Inhibice proteazomalni proteolyzy a ubikvitinace vedla u sav¢ich

spermii k zablokovani kapacitace, akrozomalni reakce a penetrace spermii zonou pellucidou.



2 Cil prace a hypotéza

Byla stanovena hypotéza, ze inhibice ubikvitin-proteasomového systému PYR-41 ovlivni
parametry motility spermii jako markery kapacitace.
Pro ovéreni hypotézy byly stanoveny nasledujici cile:
1. Zhodnotit vliv inhibitoru PYR-41 na pribéh kapacitace a indukované akrozomalni
reakce prostiednictvim hodnoceni integrity akrozomu.
2. Za pomoci pocitatového systému CASA vyhodnotit vliv inhibitoru PYR-41

na kinetické parametry motility spermii



3 Funkce reproduk¢ni soustavy

Hlavnimi funkcemi reproduk¢nich organti samct jsou: produkce spermii ve varlatech,
zrani spermii, skladovéani a transport spermii reprodukénim traktem a dopraveni semene
do sami¢iho pohlavniho aparatu skrz penis. Soucasti reproduk¢ni soustavy jsou pohlavni
hormony. Sam¢i pohlavni hormony zajist'uji tfi hlavni funkce, spermatogenezi, sam¢i chovani,

druhotné pohlavni znaky (Noakes et al. 2001).
3.1 Pohlavni ustroji
3.1.1 Varlata

Varlata jsou sam¢i pohlavni Zlazy a jsou ulozena v Sourku, coz je kozni vak. Jsou ulozena
mimo télo samce, jelikoz spermie potiebuji o 4 °C nizsi teplotu pro svij vyvoj (Reece 2011).
Varlata jsou tvofena dvéma druhy tkéni, semenotvornymi kanalky a intersticialnimi buitkami.
Semenotvorné kanalky tvoti Sertoliho buiky a zarodeéné buriky (Noakes et al. 2009). Sertoliho
bunky zajist'uji vhodné prostiedi pro vyvoj spermii. Sertoliho buniky maji dvé odlisné mitotické
faze, které se vyskytuji jen u druhii s pozd€jsim nastupem puberty, jako jsou prasata. U prasat
se prvni faze proliferace Sertoliho bunék vyskytuje od narozeni do 1 mésice, kdy se pocet
Sertoliho bunék nékolikanasobné zvySuje. Druha faze probihda mezi 3. a 4. mésicem (Franca
et al. 2005). Intersticialni buiiky jsou tvoieny Leydigovymi bunikami, které produkuji steroidni
hormon testosteron (Noakes et al. 2009). U prasat byly pozorovany tii faze vyvoje Leydigovych
bunék. Prvni faze souvisi s Casnym vyvojem plodu, zatimco tfeti faze probihd od pocatku
puberty az do dospélosti a je zodpovédna za vyvoj samcich sekundarnich pohlavnich znaki
a funk¢ni udrzovani organti a struktur, které jsou zavislé na androgenu, jakou jsou piislusné

sexualni zlazy a spermatogeneze (Franca et al. 2005).
3.1.2 Vyvodné cesty pohlavni

V epididymu ziskdvaji spermie oplozovaci a pohybové schopnosti. Bé¢hem zrani
Vv epididymu jsou spermie piimo vystaveny epididymalni tekutiné. Tato tekutina obsahuje
ionty, aminokyseliny, malé organické molekuly, proteiny, glykoproteiny a Sirokou S$kalu
enzymu. Slozky tekutiny maji okamzity ucinek na zrani spermii, nebo se mohou vazat
na povrch spermii a hraji roli v ndslednych krocich reprodukce. Dochéazi ke zménam na povrchu
spermii, které jsou zpiisobené jejich interakci s lumindlni tekutinou v epididymu. Tento proces

se nazyva epididymalni zrdni a pokryva zmény v distribuci intramembranovych proteint


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/organic-molecule
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glycoprotein

nebo glykoproteinti piivodem z varlat, ale n¢které testikularni proteiny se také méni, maskuji
nebo nahrazuji bilkovinami epididymalniho ptivodu. V dasledku téchto modifikaci se spermie
stavaji  pohyblivymi a funkéné¢ kompetentnimi bunkami, které jsou schopné
podstoupit kapacitaci a vazat se na zona pellucida. Spermie jsou z varlete dopravovany
do epididymu pomoci eferentnich kanalkt, kterych je 13 — 20. Tyto eferentni kanalky
se sjednocuji z obou varlat do jednoho epididymalniho kanalku, ktery prochazi vSemi ¢astmi
epididymu. Spermie jsou pomoci toho kanalku dopraveny z hlavy epididymu, pies télo
epididymu do ocasu epididymu, kde se nachazi rezervoar spermii. V rezervoaru spermii jsou
spermie skladovany do ejakulace. Ocas epididymu a penis spojuje chamovod, ktery slouzi
k transportu spermii. Histologické dikazy naznacuji, ze ma chamovod absorp¢ni a sekre¢ni
funkei, kterd souvisi sionty. Mechanismus transportu iontd v chdmovodu je zatim

vSak nedefinovany (Carlin et al. 2006; Manaskova — Postlerova et al. 2010; Noakes et al. 2009).

3.1.3 Pridatné pohlavni Zlazy

Samci mohou mit az Ctyii pfidatné pohlavni zlazy. Jsou to cowperovy (bulbouretralni)
zlazy, predstojna zlaza (prostata), semenné vacky a ampule chamovodu. U kanct se celkem
vyskytuji 3 pfidatné pohlavni zlazy, bulbouretralni, zlazy, semenné vacky a prostata. Sekret
téchto zlaz spolecné se spermiemi vytvari ejakulat. U kanct se vyskytuje 3 faze frakcionace,
predspermiova frakce, ktera je bohata na tidky, slizovity, nazloutly sekret, vyméSek pochazi
prevazné z uretralnich zladz, v této frakci se spermie vyskytuji ojedin€le. Druhd frakce
je spermiova, zde je vyprodukovano 80 % spermii. Posledni frakce je pospermiova
a je to mlécny vodnaty sekret, ktery je produkovan z méchyikovité zlazy a z bulbouretralni
zlazy, v této frakci se vyskytuje ptiblizné 5 % spermii.

Semenné vacky kancl jsou dobfe vyvinuté piidatné pohlavni Zlazy, které vyluuji
15-20% z celkového objemu ejakulace a poskytuji 80 — 90 % proteini semenné
plazmé. Tyto proteiny maji vyznamné funkce pii reprodukci prasat, nebot’ poskytuji ochranu
spermie, zvySuji zivotaschopnost spermii a fertiliza¢ni kapacitu (Badia et al. 2005). Sekrece
z téchto zlaz jsou hlavnimi slozkami semenné plazmy (Strzezek 2002).

Bulbouretralni Zlaza (Cowperova zlaza) je parovy organ. K celkovému ejakula¢nimu
objemu piispiva 10 — 25 %. Sekret téchto zlaz tvoii Zelatinovou zatku v déloznim krcku
prasnice a zabraiiuje tak zpétnému toku spermii (Badia et al. 2006).

Prostata u kanci ma kompaktni ¢ast a rozSifujici Cast, je to neparovy organ. Prostata
je tubuldzni Zlaza, ktera produkuje fidky mléény zasadity sekret. Sekret z prostatické zlazy

spole¢né se sekretem z bulbouretralni z1azy vytvari lubrikant (Aitken 1960).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/capacitation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/zona-pellucida

3.2 Samc¢i pohlavni bunky

3.2.1 Stavba spermie

Spermie je pohlavni bunka, ktera se sklada z hlavicky, kr¢ku a bi¢iku. U riznych druht
a zaroveinl i1 u ruznych plemen se 1isi délka i Sitka nejen spermie, ale i jejich ¢asti. U kanct
se délka hlavicky pohybuje okolo 8,5 — 10 um, délka hlavicky je dvojnasobkem S§itky hlavicky
5 um, stfedni ¢ast spermie je dlouhd 10 pm, a bi¢ik spermie, ktery je dlouhy 30 — 45 um
(Hancock 1955; Kondracki et al. 2012). Hlavic¢ka spermie se sklada z jadra, které je obaleno
dvéma membranami (Jones 1971). Jaderné membrany maji nedostate¢né mnozstvi poru (Bellvé
et al. 1975). Spermie jsou haploidni bunky, maji jednu sadu chromozomu. Jadro spermie
obsahuje kondenzovany chromatin. Dale jsou v jadfe obsazeny protaminy, které nahrazuji
histony, histony se na protaminy pfemé&nuji pies piechodné bilkoviny béhem spermatogeneze
(Zini & Agarwal 2014). Jadro je hodné dehydratované a neni aktivni pro transkripci (Bellvé
et al. 1975). Hlavic¢ka spermie je pokryta akrozomem (Hancock 1955). Akrozom predstavuje
Golgiho komplex a pokryva dvé tfetiny, nebo 70 % hlavicky spermie. V akrozomu je obsazeno
nékolik hydrolityckych enzymi, vcetné hyaluroniddzy a proakrosinu, které jsou nezbytné
pro fertilizaci. Behem oplodnéni vajicka splynuti vnéj$i akrozomalni membrany s plazmatickou
membranou vaji¢ka na vice mistech uvolnuje akrozomalni enzymy pii akrozomalni reakci (Zini
& Agarwal 2014). Akrozom zakryva jadro v predni ¢asti a sklada se z homogenniho
elektronového materidlu uzavieného v jediné membrané, kterd je kontinualni v sagitalni sekci,
ale protoze je oddé€lena v prlfezu, je Casto oznaCovana jako vnitini a vn€j$i membrana
akrozomu (Jones 1971; Zini & Agarwal 2014). Piedni polovina hlavi¢ky je pokryta pouze
vnitini akrozomalni membranou, zatimco zadni Cast hlavicky spermie je pokryta jednou
membranou nazyvanou postakrozomalni ¢apka. Prekryti akrozomu a postakrozomalni ¢apky
vede k equatoridlnimu segmentu. Equatoridlni segment se netcastni akrozomalni reakce
(Zini & Agarwal 2014).

Bicik spermie se d¢€li na Ctyfi Casti - kréek, spojovaci €ast, hlavni ¢ast a koncovou ¢ast.
Krcek je spojovaci ¢asti mezi hlavickou a bicikem spermie, tvofi je vlakna centriolii (Hancock
1955).

Bi¢ik spermie vznika ve fazi spermatidy. Béhem spermatogeneze je centriola
diferencovana na stfedni ¢ast (spojovaci Cast), hlavni ¢ast a koncovku. Stiedni ¢ast navazuje
na kréek a je obklopena spirdlni pochvou z mitochondrii. Jednotlivé mitochondrie jsou

spiralovité obklopeny fibrilovymi vlakny, ¢imz vznika mitochondrialni plast, ktery obsahuje



enzymy potiebné pro oxidacni metabolismus spermii. Axialni jadro je slozené ze dvou
centralnich fibril, obklopenych soustfednym kruhem deviti dvojitych vléken, které pokracuji
az ke koncové ¢asti biciku. Vnéjsi krouzek je slozen z deviti hrubych vldken. Hlavni ¢ast
je tvofena deviti hrubymi vnéjSimi vlakny, u kterych se snizuje tloustka smérem ke koncové
¢asti, dokud nezlstanou pouze vnitini vldkna axialniho jadra obklopend vlédknitym plastém

(Zini & Agarwal 2014).

3.2.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze je cyklicky a vysoce koordinovany proces, ktery zac¢ina mitotickou
proliferaci spermatogonii, pokracuje dvéma meiotickymi délenimi a nésleduje spermiogeneze,
ve které se haploidni spermatidy rozvijeji ve spermie (Almeida et al. 2006). Délka trvani cyklu
je u prasat odhadovana na 40 dni (Franca et al. 2005). Spermatogeneze probiha
v semenotvornych kandlcich varlete a zacind v zdrodecné vrstvé. Bazdlni membrana
je spermatogenni misto pro spermatogonie a vyvoj primarnich spermatocyti. Zatimco
adluminalni oblast slouzi pro sekundarni vyvoj spermatocytti a spermatid. Spermatogenezi
Ize rozdé@lit na tfi faze: 1) proliferaci a diferenciaci spermatogonie, 2) meidzu a 3)
spermiogenezi, coz je komplexni proces, ktery po meidze transformuje spermatidy na slozitou
strukturu nazyvanou spermie. V semenotvorném kanalku jsou zarode¢né buiiky usporadany
ve velmi uspotfddané sekvenci od bazalni membrany k lumenu. Spermatogonie lezi pfimo
na bazalni membrané, nasledované primarnimi spermatocyty, sekundarnimi spermatocyty
a spermatidami, p¥i postupu smérem k tubularnimu lumenu. Uzka spojovaci bariéra podporuje
spermatogonii a ¢asné spermatocyty v bazalni membrané a vSechny nasledné zarode¢né burniky
v adluminalni ¢asti (Zini & Agarwal 2014). Spermatogonie se vyskytuji ve ¢tyfech typech
nediferencované a diferencované A  spermatogonie, meziprodukty spermatogonie
a spermatogonie B (Frankenhuis et al. 1982). Spermatocytogeneze se sklada z meiotické faze,
ve které primarni spermatocyty podléhaji meidze I a meidze Il za vzniku haploidnich spermatid.
To se d&je v bazalni membrané. Primarni spermatocyty vstupuji do prvniho meiotického déleni
a tvofi sekundarni spermatocyty. Profaze prvniho meiotického dé€leni je velmi dlouhd. Primérni
spermatocyty maji nejdelsi Zivotnost. Sekundarni spermatocyty podléhaji druhému
meiotickému déleni, které produkuje spermatidy.

Mitéza zahrnuje fazi proliferace a udrzuje spermatogonie. Jedna se 0 postup udalosti,
ve kterém jsou duplikovany chromozomy, dochazi k rozpadu jaderného obalu a tvori
se dvé dcefiné bunky v disledku rovnomérného rozdéleni chromozomi a cytoplazmy. DNA

je organizovana do smyckové domény, na které interaguji specifické regulacni proteiny.



Mitoticka faze zahrnuje spermatogonie (typu A a B) a primarni spermatocyty. Primarni
spermatocyty se produkuji vytvofenim zarode¢nych bunék propojenych intracelularnimi spoji
pies fadu mitotickych dé€leni. Jakmile je pocatecni pocCet spermatogonii stanoven po puberté,
pokracuje mitoticka cast k vytvofeni prekurzorovych buné€k a iniciuje proces diferenciace
a zrani (Zini & Agarwal 2014). V mitotické fazi projdou spermatocyty fazemi: preleptotene,
leptotene, zygotene, pachytene a diakinezi (Hes & de Franca 2001).

Meioticka faze zahrnuje primarni spermatocyty, dokud se nevytvoii spermatidy, a béhem
tohoto procesu dochdzi k parovani chromozomd, kiizeni a genetické vyméné az do stanoveni
nového genomu. Meidza se skldda ze dvou po sob€ jdoucich déleni, ze kterych se ziskaji ¢tyfi
haploidni spermatidy z jednoho diploidniho primérniho spermatocytu. Po prvnim meiotickém
déleni obsahuje kazda dcefina burika jednoho partnera homologniho chromozomového paru
a jsou nazyvany sekundarni spermatocyty (2n). Meidza zahrnuje étyti faze: profazi, metafazi,
anafazi a telofazi. Tento proces zacina, kdyz spermatogonie typu B ztraci kontakt s bazalni
membranou a tvofi primarni spermatocyty. V telofazi dochazi k déleni bun¢k s tvorbou
sekundarnich spermatocytti s polovi¢nim po¢tem chromozomui. Profaze druhého meiotického
déleni je velmi kratka a v této fazi je obsah DNA snizen na polovinu. Vzniklé spermatidy jsou
tudiz haploidni (Zini & Agarwal 2014). Vyvoj spermii ze spermatid se da rozdé€lit do 16 kroku
(Frankenhuis et al. 1982), spermatidy jsou rozdélené na kulaté spermatidy (1 —8) a prodlouzené
spermatidy (9 — 16) (Hess & de Franca 2001).

Spermiogeneze je proces diferenciace spermatidy na spermii s pIné zhutnénym
chromatinem. Béhem tohoto procesu nastavaji morfologické zmény po dokonceni procesu
meidzy (Zini & Agarwal 2014). Spermiohistogeneze zahrnuje Ctyii stadia, Golgiho stadium,
stddium akrosomalni Capky, stadium kaudalni manZety a stddium zrani. Golgiho stadium
vytvaii okolo spermatidy membranu, kterd obsahuje komplex enzymi, které umoZiiuji spermii
penetraci do vajicka. U savci jsou to enzymy akrosin, arylsulfatasa, kysela a alkalicka fosfataza
(Yamada & Aketa 1981). Golgiho stadium zajistuje diferenciace prvnich tfi krokt. Tvorbu
kruhového spermatidu zahrnuje prominentni Golgiho aparat. Krok 1 spermatida ma malou,
perinuklearni Golgiho oblast bez akrosomalnich vezikul nebo granuli. V krocich 2 — 3
proakrosomalni vezikuly a granule v Golgiho aparatu vytvaieji jedinou velkou akrosomalni
granuli ve vétSim vezikulu, ktery oddéli jadro (Russel et el. 1990).

Stadium akrosomalni Capky zahrnuje kroky 4 — 5 u kulatych spermatid,
kde se akrosomalni granule dotyka jaderné membrany a vezikuly se zacinaji vyrovnavat
do malé ¢epicky nad jadernym povrchem. V krocich 6 — 7 se akrosomalni vacek stane velmi

tenkym a granule se zplostuje. V poslednim 8. kroku u kulatych spermatid se akrozom



vyrovnava ptiblizné na 1/3 jaderného povrchu. V pozdnim stadiu kroku 8 se zaéne ménit tvar
jadra. Kroky 9 — 14 zahrnuji migraci akrozomalniho systému pies ventralni povrch
prodlouzeného spermatidového jadra. Tato migrace akrozomu je dokoncena piiblizné v kroku
14 a je obtizné ho identifikovat v typickych histologickych fezech vzhledem k jeho pfitomnosti
v ruznych rovinach usekli a uhlti nebo orientace. Takze rozpoznani specifickych stadii
spermatogeneze se zpravidla spoléhd na akrozomdlni systém pozorovany v kruhovych
spermatidach spise nez v podlouhlych bunkach. Tyto spermatidové kroky zahrnuji kondenzaci
chromatinu (Hess & de Franca 2001).

Kroky 15 — 16 se objevuji ve fazich III-VIII a vykazuji mén¢ zmén jaderného tvaru
a akrozomalni migraci. Jadro pokrac¢uje v kondenzovani a akrozom se srazi do tenké
PAS + struktury, kterd vy¢niva na vrcholu a pokryva témét celé jadro, kromé ¢asti piipojené
k ocasu. Nadbyte¢na cytoplasma je odstranéna ve fazich VII — VIII, coz vede k tvorbé
prominentnich cytoplazmatickych kapek, které obsahuji nevyuzité mitochondrie, ribosomy,

lipidy, vezikuly a dal$i cytoplazmatické slozky (Franca et al. 1995).

3.2.3 Spermiogeneze

Zrala spermatida se oddéluje od Sertoliho bunék a vstupuje do lumenu tubulu a dochazi
k procesu tvorby spermie. Spermatidy, které pochazeji ze stejné spermatogonie, zustavaji
spojeny mosty pro usnadnéni transportu cytoplazmatickych produkti. Sertoliho bunky
se aktivné podileji na procesu tvorby spermii, napomahaji pohybu spermatid pfi presunu
do lumenu semenotvornych kanalkt (Zini & Agarwald 2014). Zralé¢ spermatidy uzaviou
své intraceluldrni mistky, odpojuji se od zarodecného epitelu a stavaji se volnymi bunikami
nazyvanymi spermie. Césti cytoplazmy v Sertoliho buiikich znamé jako cytoplazmaticka kapka
jsou zcela vylouceny, nebo nékdy mohou byt béhem procesu spermii zadrzeny v nezralé spermii
(Breucker et al. 1985). K procesu zrani spermii dochdzi v epididimu, doba zrani se lisi
u jednotlivych druhu zvifat, celkem se pohybuje v rozmezi 2,5 — 5 dnti (Cooper 2012). Spermie
jsou zptisobeny reabsorpci vody. K resorbci vody dochazi v odvodnovacich kandlcich,
kde se reabsorbuje témét 80 — 90 % semenné tekutiny, ktera dale pokracuje az k prvni ¢asti
epididymu. Tyto zmény vody prostfednictvim aquaporinovych kanali jsou fizeny
transepitelialnim pohybem Na*, ClI"a HCO® a také nasledkem vyznamné tpravy iontového
slozeni luminalni tekutiny v celém epididymalni kanalku (Da Silva et al. 2006. ).

Prvni disledek takového pohybu vody je velkolepé zvysSeni koncentrace luminélnich

spermii, zvétiujici se z 10® spermii/ml v tekutiné rete testis na 10° v deferentnim kanalku
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S maximem Vv prvni ¢asti epididymu. Druhym disledkem je modifikace koncentrace proteinu
od 2 do 4 mg/ ml v tekuting rete testis a po¢atecnim segmentu epididymu na maximalni hladinu
50 — 60 mg/ml v distalni ¢asti hlavy. Poté se vrati na hladinu 20 — 30 mg/ml (Dacheux et al.
2012). Pro vSechny studované savce se tyto zmény vyskytuji v pfedni ¢asti epididymu a jsou
vzdy spojeny s prvnimi zménami spermii jako je migrace cytoplazmatické kapky, zacatek
pohybu bic¢iku a vazby na zona pellucida (Dacheux & Dacheux 2014). Jednou
Z nejviditelnéjsSich morfologickych zmén je migrace cytoplazmatickych kapek, zbytek
cytoplazmy zarodecnych bunék. Mechanismus podilejici se na této cytoplazmatické migraci
nebyl objasnén, ale stoji za zminku, ze transport téchto kapek nastdva ve velmi omezené
epididymalni oblasti, ktera odpovida maximalni koncentraci spermii v lumenu, kde jsou sekrety
proteinu epitelu nejvice aktivni. Vztah mezi funkcemi epitelu a molekularnimi mechanismy
této bunééné modifikace zatim neni identifikovan. Takova migrace je dilezitym znakem zrani
spermii, protoze jakakoli vada migrace cytoplasmatickych kapek souvisi s poklesem fertility
spermii, ale nesouvisi s aktivaci pohyblivosti spermii v epididymu (Cooper 2005).
Dalsi relevantni, ale méné viditelné modifikace spermii zahrnuji slozeni membrany a povrchu
spermii. Mnoho studii ukazalo, Ze se vyskytuje fada sekvenénich zmén v lipidové a proteinové
kompozici spermatické membrany béhem epididymalniho prichodu. Na zakladé inhibice
vazéani / fuze spermii a oocytl s pouzitim specifickych protilatek byly identifikovany rtizné
povrchové proteiny, jako je CRIP1 (protein D/E), akrosin, fertilin, PH20, 1ZUMO
a SPAML1. Nékteré z téchto povrchovych proteinii se zpracovavaji béhem epididymalniho
prichodu kaskadou proteolytickych $tépeni, jako jsou dobie zdokumentované proteiny rodiny
ADAM (ADAM1/a-fertilin, ADAM?2/B-fertilin a ADAMS3 / cyteristin). Vétsina téchto Stépeni
nastane, jakmile gameta vstoupi do epididymu nebo do prvni ¢asti tohoto organu. Rozstépené
peptidy téchto proteinii jsou bud’ pfemistény v rtiznych plazmatickych membranovych
doménach (napf. ADAM) nebo uvoliiovany do okoli, jako je pifipad ACE, ktery se stava
hlavnim proteinem v epididymalni tekutin€ pro n€kolik druht zvirat (Gatti et al. 1999). Béhem
epididymalniho pfenosu se hladina intracelularniho cAMP spermatu zvysuje od téla k bic¢iku
soucasné s metabolickou kapacitou a produkci ATP. Produkce cAMP je generovéna atypickou
adenylylcyklazou rozpustnou ve spermiich (Wandernoth et al. 2010), ktera je biochemicky
odli$na od transmembranovych adenylylcyklaz lokalizovanych v celé spermii (Hess et al. 2005)
a reguloviana pomoci hydrogenuhli¢itanu a vapniku (Xie et al. 2006). Uloha cAMP
a adenylatcyklazy v spermiich je nyni geneticky stanovena KO genem Adcyl0 (sAc),
ktery indukuje samcovu sterilitu spojenou s defektem motility spermii (Esposito et al. 2004).

Kontrola intracelularnich hladin cAMP spermii a néasledna fosforylace proteinu jsou klicovym
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faktorem pro pochopeni postupné (potencidlni) aktivace motility béhem epididymalniho
pfenosu. Hydrogenuhli¢itan a Ca®* koncentrace jsou dvé& dlezité slozky luminalni
epididymalni tekutiny, které se piimo podileji na intracelularni koncentraci CAMP v nadvarleti
a nasledn¢ aktivuji fosforylaci proteinu a motilitu (Dacheux & Dacheux 2014). Role
Ca?* u dozravani spermii v nadvarleti je nejasna. In vitro fyziologicky [Ca2* ] pfimo aktivuje
sAC a zvySuje (cCAMP) k produkei zralé spermie (epididymalni nebo ejakulované) nezavisle
na vazbé CaM na sAC. Kromé toho, byl pozorovan aditivni u¢inek HCO®* a Ca?* na sAC
aktivitu a zaroven byla pozorovana zralost epididymalnich spermii (Jaiswal & Conti
2003). Piiliv Ca?" je nutny k aktivaci motility bi¢iku u epididymalnich spermii (Quill et al.
2006). Vapnik v kombinaci s HCO® ionty je schopen urychlit pohyb biciku zralé

spermie in vitro (Carlson et al. 2007).

3.2.4 Semenna plazma

Semennd plazma (SP) je smés sekreCnich produkti samcich reprodukénich organii
— epididymis, semennych vackt, prostaty a bulburetralnich zldz (Yanagimachi 1994).
Bioinformatickd analyza GO ukézala, ze 20 identifikovanych SP-proteini bylo specificky
zapleteno do reprodukénich procesi, ackoli jiné SP-proteiny by mohly byt neptimo zapojeny
do funkénich znaki a fertilni schopnosti kan¢i spermie. Komparativni analyza SP-proteomu
odhalila 34 proteint (16 identifikovanych v taxonomii Sus scrofa) diferencialn¢ vyjadienych
mezi ejakulatovymi ¢astmi, 16 nadmérné exprimovanych a 18 nedostatecné exprimovanych
v P1 — P2 vzhledem k P3. Zavérem lze fici, Ze toto hlavni proteomové mapovéani kancl
SP poskytuje komplexni inventaf proteinti s potencialnimi tlohami, jako jsou biomarkery
spermiové funkce a plodnosti. U riznych sav¢ich druhti bylo prokazano, ze nékteré SP-proteiny
stabilizuji membranu spermii, reguluji pohyblivost spermii a kapacitaci a dale usnadiuji
kolonizaci spermii v sami¢im reprodukénim traktu (Wagner et al. 2002). U semenné plazmy
serozliSuji tfi hlavni frakce béhem ejakulace, prvni frakce se nazyva pre-spermiova,
ktera pfipravuje prostfedi pro pfichozi spermie v reprodukénim traktu samice, druha frakce
se jmenuje spermiova (frakce bohatd na spermie), ktera obsahuje vétSinu spermii a tieti
se jmenuje post-spermiova, ma velky objem, ale obsahuje jen velmi malo spermii (Roca et al.
2015). Mnoho identifikovanych SP-proteintl, zahrnutych nebo nezahrnutych do GO analyzy,
je neptimo zapojeno do reprodukénich procest, jako naptiiklad téch, které reguluji imunitni
odpovédi samici pohlavni soustavy. Nékteré SP-proteiny, jako je napiiklad kompletni faktor H,
inhibitor plazmatické proteazy C1, katepsin H, dipeptidyl peptiddza 4 a transformujici rastovy

faktor — B2, reguluji imunitni odpovédi v sami¢im genitalnim traktu (Sakaue et al. 2010)
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a usnadnuji pfenos a fertilizaci spermii. Mnoho z identifikovanych SP — proteinli vykazuje
katalytickou aktivitu, konkrétn¢ aktivitu hydrolazy, a n€které z nich také nepiimo souvisi
s reprodukénimi funkcemi, coz se déje u Acrosinu. Je znamo, ze akrosin je zapojen do systému
proakrosinakrosinu, ktery je nezbytny pro kapacitaci kancich spermii (Puigmulé et al. 2011).
Katepsiny (Pro-athepsin H, katepsin L1, katepsin H, katepsin Z a katepsin D) jsou také
SP —proteiny s aktivitou hydrolazy, konkrétné protedzovou aktivitou, nékteré sekretované
Vv epididymu (Moura et al. 2006). Tento piivod naznacuje, Ze mohou fidit remodelovani spermii
béhem epididymalniho ptenosu spermii. Kromé toho by SP-katepsiny mohly také interagovat
S proteiny membrany spermif, které ovliviiuji oplozeni schopnost spermii. Velké mnozstvi SP —
proteinti kancii identifikovanych ve studii (Perez-Patino et al. 2016) ukazalo vazebnou aktivitu,
kterd ma vyznamné reprodukéni funkce, protoZe je schopna véazat plazmatické membrany
spermii, které ovliviiuji funkcénost spermii (Jelinkova et al. 2003). Nejcastéji se jedna
0 spermadhesiny, véetné AWN — 1, AWN — 3, AQN, PSP — | a PSP — II, které se projevuji
Vv oplozeni schopnosti spermii kancti (Caballero et al. 2008). Protein tepelného Soku 70 kDa
a lysozomalni typ alfa — D-mannosidaza jsou dals$i dva SP-proteiny kodované v GO analyze,
které maji vazebnou aktivitu a prokazatelné dopady na funk¢nost spermii (Spinaci et al. 2005).
Semenna plazma kancti obsahuje velké mnozstvi glykoproteinti, které zahrnuji vyse uvedené
spermadhesiny. Jejich schopnost glykosylace jim dava dilezitou roli ve funkci spermii (Calvete
et al. 1994), zejména pii regulaci pohyblivosti spermii, kapacitaci, akrozomalni reakci a vazby
spermii a oocyty (Pang et al. 2011). Nékteré identifikované SP-proteiny vykazuji iontové
vazebné vlastnosti, zvlaste¢ dilezité pro vykon spermii, které se vdzou na zinek a vapnik.
Proteiny véazajici zinek hraji dilezitou roli pfi zachovani stability chromatinu spermii
a pfi regulaci pohyblivosti spermii. Navic maji antibakteridlni a antioxida¢ni funkce a podileji
se na regulani imunitni odpovédi v sami¢im reprodukénim traktu (Vivacqua et al. 2004).
Nékteré proteiny vazajici vapnik byly identifikovany v kan¢i SP. Vépnik, zejména
extracelularni, je nezbytny pro procesy exocytézy spermii, jako je akrozomalni reakce
(Gadella et al. 2000). Proto by piitomnost proteinti vazajicich vapnik v kan¢i SP mohla omezit
dostupnost volného vapniku, coZ by zabranilo predcasné kapacitaci spermii. Jen n€kolik malo
krevnich SP proteint je kddovano v GO analyze jako antioxidanty. AvSak identifikované
1 SP — proteiny maji prokdzanou antioxidacni aktivitu. Naptiklad albumin, bézny SP protein
kodovany jako protein s vazebnou aktivitou, ktery prokazal schopnost chranit spermie
pred oxidacnim stresem zpusobenym lipidovou peroxidaci (Gonzalez-Cadavid et al. 2014).
Podobné nékteré identifikované SP proteiny kddované GO analyzou jako metabolickou funkci

vykazuji aktivitu oxidoreduktazy, napiiklad epididymaln€ sekrecni glutathionperoxidazu
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a superoxid dismutasu. Kan¢i spermie jsou obzvlasté zranitelné vic¢i oxidativnimu stresu,
protoze jejich plazmatickd membrana je obzvlasté bohata na polynenasycené mastné kyseliny,
vyse uvedené SP enzymy se ukazaly jako ucinné chréanici kanci spermie pied oxidacnim
stresem (Bathgate 2011). Pokud jde o umisténi v bunkach, je také patrné, ze velky podil
SP — proteini mé intraceluldrni lokalizaci. Jednim z moznych vysvétleni by bylo, Ze pochézeji
z SP exosomi, jejichz obsah je bohaty na bilkoviny. Padesat tii proteind identifikovanych
Vv kanc¢i SP bylo kédovano v GO analyze jako proteiny pochazejici z exosomti. Prevladajici data
ukazuji, ze proteiny v epididymalni tekutiné¢ spojené s dozravanim spermii jsou pieneseny
do spermatu exosomy a nasledkem toho bylo prokdzano, ze obsah proteini
Vv téchto extracelularnich vezikulech se podili na dozravani spermii po testikularnim vysetteni,
véetné akumulace motility spermii a sniZzeni oxidativniho stresu a akrozomalni reakce

(Siciliano et al. 2008).
3.3 Kapacitace

Ejakulovana spermie neni schopna oplozeni. Sam¢i spermie musi projit ur€itymi procesy
Vv sami¢im reprodukénim traktu, nez dojde k samotné fertilizaci. Témto procesim se fika
kapacitace, ktera probiha jesté pied penetraci spermie do vajicka. Kapacitace je komplex
molekularnich procesti, kde je vysledkem zména koncentrace vapenatych iontl, proteinu
fosforylace, akrozomalni matrix a pieskupeni membrany. Dale dochazi k redistribuci,
modifikaci, odstranéni nebo zménam glykoproteint, povrchovych cukrt a proteint vazajicich
cukr jako jiné rGzné antigeny, které se vyskytuji béhem kapacitace. Takové modifikace mohou
byt hodnoceny pouzitim specifickych protilatek, lektinti, cukrit konjugovanych s albuminem
(Cohen-Dayag & Eisenbach 1994; Ded et al. 2010).

Kapacitace umoziuje spermiim dosdhnout a vazat se na zona pellucida, podstoupit
akrozomalni reakci, proniknout do membrany oocytu a nakonec se spojit s oocytem
(de Lamirande et al. 1997). Uz Chang (1951) a Austin (1951) zjistili, ze spermie nejsou schopny
oplodnit vaji¢ko, pokud se na urcitou dobu nenachazeji v sami¢im reproduk¢énim traktu
a neprojdou kapacitaci, souborem transformaci, které tyto buiitky musi projit, aby byly fertilni.
Od té doby je fyziologicky proces kapacitace povazovan za krok zrani, aktivaci nebo-li zapnuti,
v reprodukénim traktu samice, oddéleni ochranného plasté z plazmatické membrany spermie
a vybér kompetentnich populaci spermii.

Spermie jsou Vv semenné plazmé, ktera ma dekapacitaéni ucinky, proto je nutné,

aby spermie pobyly né&jaky ¢as v sami¢im reprodukénim traktu, aby doSlo k rekapacitaci
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(Bedford & Chang 1962; Bailey 2010).

Mechanismy regulujici spermie a epitelidlni bunécné interakce, pii kterych tubularni
sekrece ptisobi na spermie, nejsou dobie znamy. U kiec¢kl byl popsan sialovany oligosacharid
podobny tomu, ktery byl nalezen na fetuinu. Je pfitomen na epitelu oviduktu a zda se, ze ma
byt rozpoznan spermii a zprostfedkovdvat vazbu spermii na oviduktdlni tkan. Ztrata
specifickych lektind rozpoznavajici fetuin a kyselinu sialovou z membran spermii kiecka byla
docasné¢ spojena s akvizici hyperaktivované motility a uvolnéni spermii z oviduktalniho epitelu
(Demott et al. 1995).

Je mozné, ze regulace kapacitace spocivd méné ve stimulaci tohoto procesu a vice
v oblasti neomezovani inhibi¢nich modulatort kapacitace odstranénim dekapacita¢nich faktort
(Hunter & Nornes 1969; Yanagimachi 1994; Bailey 2010). Ptestoze jsou odlisna kapacitaéni
média pro spermie U riznych druhtl, zda se, Ze urcité soucasti média, jako je sérovy albumin,
Ca?" a HCO?®, hraji dtileZitou regula¢ni roli pfi podpofte kapacitace u viech dosud studovanych
druhti. Bylo objasnéno, jakym zpisobem jsou tyto slouceniny spojeny s membranou,
transmembranou a intracelularni signaliza¢ni udalosti regulujici kapacitaci. Role medialnich
slozek v kapacitaci in-vitro. Sérovy albumin, ktery je pfitomny v kapacitnim médiu (obvykle
bovinni sérovy albumin BSA), ma za kol odstranovani cholesterolu z plazmatické membrany
spermie (Go & Wolf 1985; Langlais & Roberts 1985; Cross 1998). Odstranéni cholesterolu
by mohlo ovlivnit fluiditu membrany (Wolf et al. 1986). Nebylo zjisténo, zda je odstranéni
cholesterolu jedinou funkci BSA. Experimenty ukazuji, Ze jiné bilkoviny vazajici cholesterol,
jako jsou lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL), mohou nahradit albumin v in vitro fertilizaci
(Thérien & Manjunath 1996) a naznacuji, ze by primarni i¢inek BSA mohl zprostiedkovavat
pohyb cholesterolu (Cross 1998). Ukazalo se, ze cholesterol pfitomny v membranach spermii
omezuje iontovou propustnost, vkladani bilkovin a pohyblivost ve fosfolipidovych
dvojvrstvach a také ztuzuje a stabilizuje membrany (Parks & Ehrenwald 1990; Leahy & Gadella
2015), ¢imz zabranuje nékterym jevim spojenych s kapacitaci spermii (Langlais et al. 1981).
Dale bylo také navrzeno, Ze cholesterol sulfat ve spojeni s vapnikem muze destabilizovat
membranu pii pfipravé membranové flize béhem akrozomalni reakce (Holt 1995). Eflux
cholesterolu nebo redistribuce umoznuje destabilizaci spermii a indukuje kapacitaci. Inkubace
promytych spermii s albuminem nebo s folikularnimi nebo oviduktalnimi tekutinami (které
obsahuji bilkoviny pro pienos lipidi) podporuje cholesterolovy eflux a kapacitaci spermii
(Davis 1982; Leahy & Gadella 2015).

Kapacitace spermii byla spojena se zvySenou rychlosti difuze lipidd v membrané

akrozomu, stfedni a bi¢ikové ¢asti spermie, avsak nikoliv u post-akrozomalni oblasti spermii.
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Kromé toho difuzni lipidova frakce akrozomalni membrany poklesla béhem kapacitace spermii
(Wolf et al. 1986). Tyto fyzikalni zmény jsou v souladu s funkénimi zménami, ziskanim
hyperaktivni pohyblivosti a schopnosti oplodnit vajicko, které se vyskytuji v kapacitovanych
spermiich. Fluidita membrany by také mohla byt ovlivnéna zvySenim teploty, ke které dochazi
v obdobi ovulace (Hunter & Nichol 1986).

Vazba tii proteinti je zavisla na vapniku, tyto proteiny mohou stabilizovat bunécné
membrany silnou vazbou na spermie v isthymu, kde je koncentrace vapniku vyssi (2,5 mM)
atim podporuji kapacitaci tak, Zze se pomalu odstranuji proteiny ze spermii v ampuli,
kde je koncentrace vapniku nizsi (1,8 mM) (Lapointe & Sirard 1996). Byly objeveny proteiny
syntetizované vejcovodem, které se vazou na spermie a stabilizuji je (Lippes & Wagh 1989).
Na druhé¢ stran¢ oviduktalni tekutina také obsahuje bilkoviny, které by mohly destabilizovat
membranu spermii za podpory choleterolového efluxu (Davis 1982; Ehrenwald et al. 1990;
Ravnik et al. 1990; Leahy & Gadella 2015). Dale jsou v oviduktalni tekutiné pfitomny malé
molekuly, jako jsou progesteron a lipidy, které mohou ovliviiovat spermie. Progesteron miize
stimulovat kapacitaci spermii, pfipadné iniciovat pfiliv vapniku (Zhu et al. 1994; Revelli et al.
1994; Yeste et al. 2015). Na regulaci koncentrace spermii pii kapacitaci se spoleéné s Ca?*
aHCO?* podili také cAMP. Mezi transmebranové signalizani procesy patfi uvolhovani
cholesterolu z bunééné membrany spermie za pomoci BSA (Hyne & Garbers 1979;
Leahy & Gadella 2015). Hyperpolarizace membrany zplsobuje zvySenou permeabilitu
K* iontdl, dochazi tak ke snizeni K* v membrané spermie. Dale hyperpolarizace navozuje
Ca?" kanaly z inaktivniho stavu do uzavieného, aviak aktivniho stavu, ze kterého by mohli byt
depolarizaci vyvolanou antagonisty otevieny (Arnoult et al. 1996).

Dalsimi faktory, které ovliviiuji kapacitaci spermii jsou koncentrace kysliku (Maas et al.
1976) a teplota (Hunter & Nichol 1986). Spermie inkubované za aerobnich podminek vytvaii
reaktivni druhy kysliku (ROS), jako je superoxidovy anion (Oz), ktery spontanné dismutuje
na peroxid vodiku (H20.). Zatimco se ukazalo, ze vysoké koncentrace ROS a hlavné peroxidu
vodiku maji skodlivé u¢inky na spermie (Aitken & Clarkson 1987) tizené koncentrace ROS
se podileji na ziskavani schopnosti fertilizace spermii (de Lamirande & Gagnon 1995 b).
Superoxidovy anion podilejici se na kapacitaci pochazi ze samotnych spermii. Kromé¢ toho,
skute€nost, Ze superoxid dismutaza (bunécny nepropustny protein) predchéazi kapacitaci
spermii, naznacuje, Ze superoxidovy anion byl generovan na trovni plazmatické membrany
a pusobil na vnéjsim povrchu bunky (de Lamirande & Gagnon 1995 a).

Influx HCO?®" se jevi jako hlavni determinant ve vyvoji hyperaktivni motility. Vétsina

studii prokazala, Ze vétsi koncentrace HCO® byla potiebnd pro hyperaktivace,

14



nez pro kapacitaci, kde nebyla potieba tak velka koncentrace HCO® (Boatman & Robin 1991).

Influx Ca®* iontd pti kapacitaci je dilezity pro naslednou hyperaktivaci a akrosomalni
reakci (Suarez & Dai 1995). Ke zvyseni koncentrace Ca?* ionti dochazi ve dvou fazich
pii kapacitaci a v akrosomu pii akrosomalni reakci (Florman et al. 1992). Mechanismus
plsobeni vapniku béhem kapacitace zlistdva vymezen, ale jako u HCO* miize stimulovat
aktivitu adenylylcyklazy (Gross et al. 1987). Jiné enzymy pfitomné ve spermiich,
jako je fosfolipaza A2 a protein kinaza C, jsou rovnéz zavislé na piitomnosti vapniku, i piestoze
byla zjisténa jejich role v akrosomalni reakci spermii (Yanagimachi 1994). Aktivita Ca?* mize
byt také pfimou interakci s fosfolipidy, modifikujici jejich fyzikalni stav, chovani fazové
separace a muze tak ovlivnit fluiditu membrany (Holt 1995). Vliv vapniku a tvorba ROS
se objevuji jako nejprvotnéjsi udalosti pii kapacitaci spermie, protoze jsou iniciovany
na zacatku inkubace, kde jsou podminky jako pfi kapacitaci (Baldi et al. 1991). Tyto dva
postupy mohou byt zodpovédné za fyziologickou aktivaci adenylylcyklazy, ktera by mohla hrat
roli ve vyvoji spermii. Ve skutecnosti latky, které prispivaji ke zvySeni intracelularni
koncentrace cAMP, jako je forskolin (aktivator adenylylcyklazy), dibutyryl cAMP (analog
bunééného permeatu cAMP), stejné jako kofein a isobutylmethylxantin (inhibitory
fosfodiesterazy), stimulovaly kapacitaci spermii a protein tyrosinovou fosforylaci dvou
proteint, p105 a p81 (Leclerc et al. 1997). Dale bylo prokazano, ze progesteron stimuluje ptiliv
vapniku ve spermiich a nésledn¢ zpiisobuje zvySeni intracelularni koncentrace cAMP,
fosforylaci proteinu tyrosinu a rychlost kapacitace (Emiliozzi et al. 1996). ZvySeni aktivity
adenylylcyklazy vede k nartistu cAMP, ktery je zapojen do zahijeni a udrzovani motility
spermii (Tash 1990; Kerns et al. 2016) a kapacitace (Yanagimachi 1994). Vétsina t¢inkti cAMP
je zprostiedkovéana prostfednictvim aktivace protein kindz A (PKA), jejichZ pfitomnost byla
popsana u spermii (Garbers et al. 1973; Kerns et al 2016).

Pfi kapacitaci jsou velmi nizké pozadavky na koncentraci Na*. Influx Na* je regulovan

membranou stejné jako je to mu u K* iontd (Fraser et al. 1993).

3.3.1 Ubikvitinace

Ubikvitinace je posttranslacni modifikace, kterd obecné fidi proteiny pro degradaci
proteazomem nebo lysosomy. Ubivitinace se vsak podili na mnoha jinych bunécnych
procesech, véetné regulace transkripce, opravy DNA, regulace interakci protein-protein a vazby
s ubikvitinem (Stringer & Piper 2011). Ubikvitinace je katalyzovana sekven¢nim ptisobenim
enzymu aktivujiciho ubikvitin (E1), enzymu konjugujictho ubikvitin (E2) a ligazy

ubikvitinového proteinu (E3). U lidi existuje jeden zakladni E1 a vice nez 30 odlisnych E2, E3,
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z nichz se odhaduje, ze jsou z velké ¢asti zodpovédné za ude€leni specifi¢nosti ubikvitinace
(Ciechanover & Schwartz 2004; Fang & Weissman 2004). Ubikvitinace je nezbytna pro ¢etné
bunécné a vyvojové procesy, vcetné kontroly kvality proteinu, ristu, apoptdzy, prezentace
antigenu, opravy DNA a pienosu signalu. Proteiny mohou byt modifikovany bud’ fetézci
molekul ubikvitinu (polyubikvitinace nebo multiubikvitinace) nebo jednou nebo vice jedinymi
ubikvitinovymi ¢astmi (monoubikvitinace). Nejvice charakterizovana uloha ubikvitinu spo¢iva
v cileni proteinii na degradaci 26S proteazomem po modifikaci fetézci Ctyf nebo vice
ubikvitind spojenych prostfednictvim Lys-48 (K48) ubikvitinu. K63-vazané polyubikvitinové
fetézce hraji zasadni roli v aktivaci jaderného faktoru-KB (NF-kB) indukovaného cytokiny
a zapojeni receptori podobnych Toll (Chen 2005). Ubikvitinace K63 a monoubikvitinace jsou
také zahrnuty do vezikuldrniho pfenosu proteint, nukleocytoplazmatického transportu a opravy
DNA (Sigismund et al. 2004; Hicke 2001). Existuji také dukazy, Ze jiné ubikvitinové vazby
hraji kritické role, véetné aktivace ubikvitinovych ligdz samotnych (Ben-Saadon et al. 2006).
Zmény ubikvitinace jsou pozorovany ve vétSingé, ne-li ve vSech, rakovinovych
buiikach. To se projevuje destabilizaci nddorovych supresort, jako je p53, a nadmérné exprese
protoonkogenti, vcetné c-myC a c-Jun (Ciechanover & Schwartz 2004). Ubikvitinace
je dynamicky proces (Stringer & Piper 2011). Ubikvitin-proteasomova draha je nezbytna
pro bunééné udalosti vyzadujici degradaci proteinu  specifickou pro  substrat,
jako je napt. progrese bunétného cyklu, endocytéza membranového receptoru, prezentace
antigenu v imunitnim systému a fertilizace (Sutovsky et al. 2004). Systém ubikvitin-proteazom
je zodpovédny =za regulovanou proteolyzu specifickou pro substrit — 75 %
vSech eukaryotickych proteint (Sutovsky 2011). Ubikvitin je maly, vysoce konzervovany
chaperonovy protein (8,5 kDa), ktery se kovalentné vadze na substratové proteiny
prostfednictvim vicestupfiové enzymatické drédhy katalyzované enzymatickymi aktivitami
enzymu aktivujiciho ubikvitin E1 (UBA1), enzym konjugujici ubikvitin E2 (enzymy UBC)
a ubikvitin specificky pro substrat ligazy E3 (UBE-enzymy). Prvni molekula ubikvitinu se vaze
na vnitini lysinovy zbytek substratového proteinu; multi-ubikvitinovy isopeptidovy fetézec
je nasledné tvofen tandemovou ligaci dalSich molekul ubikvitinu (Glickman & Ciechanover
2002). Ubikvitin se pridava k proteinim E3 ubikvitinovymi ligazami jako kovalentni
modifikace jednoho nebo vice lysinovych zbytkli, stejné¢ jako ne-lysinovych
aminokyselin. Ubikvitin samotny obsahuje sedm lysind, z nichz kazdy mulze byt
také ubikvitinovany, coz vede k polyubikvitinovanym fetézcim (Stringer & Piper 2011).
UBALI je prvnim enzymem v enzymatické kaskadeé vedouci k ubikvitinaci proteinii. Evolu¢né

konzervovany enzym u savet UBAL aktivuje ubikvitin prostfednictvim dvoukrokové
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intramolekularni ATP-dependentni reakce za vzniku vysoce energetického E1-thiolesterového
meziproduktu; aktivovana ubikvitinova skupina je pak pienesena na enzym E2 konjugovany
s ubikvitinem, ktery slouzi jako nosi¢ aktivovaného ubikvitinu (Glickman & Ciechanover
2002). UBA1 ma dv¢ aktivni mista, z nichz kazdé obsahuje jednu molekulu ubikvitinu.
Dv¢ izoformy UBAL, Ela (117 kDa) a Elb (110 kDa) byly lokalizovany v jadfe a cytoplazmé
savcli  (Stephen et al. 1997). Uloha UBAI byla popsana v progresi bungk.
Kromé ubikvitinovaného, exprimovaného genu Ubel X byla popsana exprese specificka
pro varlata pro chromozom Y neseny genem Ubel y a povazovana za nezbytnou
pro spermatogenezi u mysi (Odorisio et al. 1996). Krysi homolog mysiho genu Ubel y byl
vysoce exprimovan ve spermatogonii, ve srovnani se spermatocyty, spermatidy a Sertoliho
buiikami v krysich varlatech (Du et al. 2008). Baska et al. (2008) detekovali enzymaticky
aktivni enzym UBA1 v bovinni epididymalni tekutiné pomoci testu Western blotting (WB)
a thiolester, coz naznacuje zapojeni extracelularni ubikvitinace do kontroly obratu luminédlniho
epididymalniho proteinu a dozravani epididymalnich spermii. Kromé spermatogeneze
a dozravani spermii byl UBAI1 detekovan v proteomu plné€ diferencovanych spermii krysy,
kde dochazi k fosforylaci béhem kondenzace spermii (Baker et al. 2010). VSechna tato fakta
naznacuji, ze UBALI je pfenesen do zralych spermii a mohl by hrat dilezitou roli béhem
oplozeni. Studie Sutovsky et al. (2004) prokazala, ze ubiquitin-proteasomova draha se ucastni
interakce spermatu s oocytem béhem fertilizace savcl. Proteazomalni inhibitory a dalsi ¢inidla,
ktera interferuji s funkci proteasomu spermii (protilatky, peptidy a mutantni ubikvitin), 0¢inné
a n¢kdy zcela inhibuji fertilizaci savcd (Zimmerman & Sutovsky 2009). Diky jedine¢nym
strukturnim a funkénim vlastnostem akrozomu savc€ich spermii jsou proteazomy akrozomi
spermii lokalizovany extracelularné, tj. navazdny na povrchu akrosomt u lidi, hlodavct
a kopytniki (Sutovsky 2011). Proteasomy jsou pravdépodobné spojeny s vnitinimi a vné&jSimi
akrosomalnimi membranami spermii béhem akrozomalni biogeneze ve stadiu spermatid
(Rivkin et al. 2009). V dusledku toho se zda, Ze proteazomy jsou vystaveny na povrchu
akrozomu sav€ich spermii a jsou schopny piimo reagovat se ZP béhem oplozeni
(Sutovsky et al. 2004). Evoluéni zachovani fertiliza¢niho mechanismu zavislého na ubikvitinu
muze pfesahovat rdmec Zivoc¢isné fiSe na rostliny, kde se zda, ze adheze a vedeni pylu zavisi
na ubikvitinu (Kim et al. 2006). Inhibitory by v zasadé¢ mély blokovat vSechny funkce
ubikvitinace. Inhibitor ubiquitinu E1 by mél blokovat jak proteazomalni, tak neproteasomalni
funkce ubikvitinace. V souladu s tim PYR-41 (4[4-(5-itro-furan-2-ylmethylen)-3 ethylester
kyseliny 5-dioxopyrazolidin-1-yl] benzoové) blokoval jak ubikvitinaci, tak proteasomalni

degradaci testovaného substratu, GFP Y, ktery byl pouzit pro hodnoceni funkce systému
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ubikvitin-proteazom (Bence et al. 2005), a také vede ke zvySeni hladiny cyklinu
D3. Mezi nonproteasomalni role ubikvitinace patii down-regulace signalizace EGFR,
ktera podléha ligandem indukované fosforylaci tyrosinu. Tato stimulovana fosforylace vede
k ubikvitinaci EGFR a pifipadnému pienosu aktivovanych receptord do lysosomu
a jejich destrukci. Tento proces je zavisly na monoubikvitinaci a na ubikvitinaci EGFR
zprostfedkované K63, jakoZz i na monoubikvitinaci mnoha dal$ich proteinti podilejicich
se na pienosu membran (Dikic 2003). Pro dals$i charakterizaci inhibice El pomoci PYR-41 byla
stanovena degradace cyklinu E s pouzitim cytosolu (S100), ktery obsahuje vSechny slozky
systému ubikvitin-proteazom nezbytny pro degradaci tohoto proteinu (Dai & Li 2001). PYR-
41 uc¢inné blokoval degradaci cyklinu E, ktery byl obracen pfidanim exogenniho E1 v kone¢né
koncentraci 50 nmol/1 po obdobi 30 min. Naopak inhibice degradace cyklinu E inhibitorem
proteazomu (MG132) nebyla pfekonana pridanim El. PYR-41 také blokuje in vitro ubikvitinem
zprostiedkovanou degradaci p53 v lyzatech krali¢ich retikulocyti pfi stimulaci lidskym
papiloma virem EG6 (Scheffner etal. 1993). PYR-41 tedy inhibuje El, aby se zabranilo
proteazomalni degradaci zprostiedkované ubikvitinem. Ve studii Yi et al. (2012) zjistili,
ze specificky inhibitor UBA1, PYR-41, zménil remodelaci vngj$i acrosomalni membrany
béhem kapacitace spermii. Ackoli byly spermie zivotaschopné a pohyblivé i po kapacitaci
Vv ptitomnosti PYR-41, vykazovaly signifikantné snizenou miru oplozeni béhem oplozeni
in vitro. Podobné byla rychlost oplozeni snizena pfidanim PYR-41 piimo do fertilizaéniho
média béhem IVF. Ve Western Blotu (WB) byly vysoké Mr vazby, coZ svédc¢i o ubikvitinaci
proteini  detekovanych v nesenzitizovanych spermiich protilatkami proti ubikvitinu,
WB s antifosfotyrosinovymi protilaitkami a protilatkami proti akrosomalnim proteinim
SPINK2 (inhibitor acrosinu) a AQN1 (spermadhesin) ukézaly, Ze PYR-41 zménil kapacitné
indukovanou modifikaci téchto proteinli. Stru¢né feceno, zda se, Ze ubikvitinace bilkovin
de novo zahrnujici UBA1 pfispiva ke kapacitaci spermii a funkci akrosomti béhem oplozeni.
V této studii byla testovana hypotéza, zda enzym aktivujici ubikvitin typu E1 (UBA1)
je zodpovédny za aktivaci ubikvitinu, coz je pocatecni krok ligace ubikvitin-protein,
ktera je vyzadovana b&hem kapacitace kanéiho spermatu in vitro. Cerstvé odebrané spermie
kanci byly kapacitovany po dobu 4 hodin v TL-HEPES-PVA doplnéném
2 % BSA s inhibitorem UBA1 (10 ul nebo 100 ml) a DMSO (prostiedi pro inhibitor UBA1).
Meéfieni kapacitné indukované expozice prutokovou cytometrii (FITC-PNA lektinovy vazebny
test) ukédzala, ze UBAI1 statisticky vyznamné inhiboval remodelaci akrosomu b¢hem

kondenzace.

18



3.4 Proteomické zmény ve spermii

Vazba a lokalizace dalSich faktorti pochazejicich ze semenné plazmy nebo epididymalni
tekutiny jsou také modifikovany béhem kapacitace spermii. Bylo zji§téno, Ze bovinni protein
ze semenné plazmy nazyvany BSP vaze fosfatidylcholinové molekuly spermie a usnadiuje
heparinem indukovanou kapacitaci (Thérien et al. 1995). Navic tyto bovinni proteiny sdilely
antigenni determinanty s proteiny vazajicimi fosfatidylcholin nachazejici se v semenné plazmé
raznych druht, véetné ¢loveéka (Leblond et al. 1993).

Imunofluorescencni pozorovani na spermiich fixovanych methanolem ukéazalo
progresivni zménu v lokalizaci protein tyrosinové fosforylace z bic¢iku do akrosomalni oblasti
béhem kapacitace (Naz et al. 1991). Jini védci pozorovali ¢asové zavislé zvySeni protein
tyrosinové fosforylace béhem kapacitace spermii, ale nepokusili se lokalizovat tyto proteiny
(Luconi et al. 1995).

Obrazek 1: Hypotetické signaliza¢ni cesty béhem kapacitace spermii (de Lamirande et al.
1997).
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Bé&hem kapacitace spermii dochdzi k riiznym dé&jim, které jsou zndzornény na obrazku 1.
Generace ROS a pfiliv vapniku se objevuji jako prvni pfi kapacitaci. Na pocatku kapacitace
je dosud neidentifikovany biologicky efektor, ktery aktivuje oxidazu na urovni plazmatické
membrany spermii, coz vede k okamzité a trvalé produkci superoxidzového anionu (O%).
Tento ROS nebo jeho produkt dismutace, peroxid vodiku (H203), aktivuje adenylylcyklazu, jak
je pozorovano v jinych bunéfnych systémech, a zarovein podporuje pfiliv vapniku
prostiednictvim inaktivace vapenatych ATPaz nebo vapenatych kanalt (pferuSované cary

naznacuji hypoteticky jev). Je také mozné, Ze ROS transformuji lipidy a podporuji
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tak jejich extrakci z plazmatické membrany. Navic ROS mize oxidovat proteiny a modifikovat
jejich strukturu a funkce. Vliv vapniku, ktery by mohl byt indukovan plisobenim progesteronu
na specificky receptor nebo inaktivaci vapenatych ATPaz, se také objevuje na zaCatku
kapacitace a funguje maximaln¢ 2 hodiny. Vapnik by mohl aktivovat adenylylcyklazu stejné
jako mnoho dalSich enzymi, jako je protein kinasa C a fosfolipazy, pro které zatim neexistuji
zadné diikkazy o jejich zapojeni do kapacitace spermii. Stimulace aktivity adenylylcyklazy
by vedla ke zvyseni tvorby cAMP. V dusledku produkce tohoto druhého posla by se aktivovala
proteinova kinaza A (PKA) a zptsobila by zvyseni fosforylace serinu/threoninu a dale modulaci
jejich funkei, aby vyvolala celkovou bunécnou odpoveéd’. Zvyseni fosforylace Ser/Thr miize byt
zpuisobeno inhibici aktivity proteinové fosfatazy. Protein tyrosin kinazy (PTK) je potencidlnim
cilem pro PKA nebo jejich fosforylované substraty; nasledné zvySeni PTK aktivity by mélo
zanasledek fosforylaci riznych proteind, umisténi (fibrozni plast, membrana, bi¢ik, hlava)
by se lisila se stupném dosazené kapacitace. Navic zvySeni obsahu proteinu fosfotyrosinu miize
byt zplisobeno inhibici protein-tyrosinové-fosfatazy (PTPazy), protoze tyto enzymy jsou velmi

citlivé na oxidaci (de Lamirande et al. 1997).
3.5 Hyperaktivace

Hyperaktivace spermie nastava po kapacitaci jeSt€¢ pred oplozenim vajicka.
Hyperaktivace je typ motility, pii kterém nedochazi k progresivnimu pohybu spermie,
je to energeticky, zbésily pohyb bi¢iku spermie, ktery ma za ukol najit a dopravit spermii
k vajicku (Yanagimachi 1982). Hyperaktivace spermii je spojena se zvySenou rychlosti,
snizenou linearitou a zvySenou amplitudou pohybu hlavicky pfi piesunu (Robertson et al.
1988). Kapacitace umozni spermii vazbu na vaji¢ko a dale akrozomalni reakci, ale k proniknuti
spermie do vajicka je nutnd hyperaktivace, to znamend, Ze bez hyperaktivace nemize dojit
k oplozeni vajicka (Boatman & Robin 1991). Yanagimachi (1969) zjistil, Ze mechanicky tah
zpusobeny hyperaktivni motilitou je Zivotné dulezity pro spermie, aby pronikly pfes zona
pellucida oocytu. Spermie uvniti epididymu jsou neaktivni nebo jen slabé pohyblivé. Jsou-li
in vivo nebo do fyziologického média in vitro uvoliiovany do semenné plazmy, zaénou prudce
plavat v témét piimé trajektorii. Hyperaktivovand motilita je definovana jako plavecky vzor,
ktery ukazuje vétSina spermii ziskanych z ampule oviduktu pifi oplozeni. Bicik
hyperaktivovanych spermii je daleko vice ohnuty a jejich pohyb je obvykle méné symetricky
nez bi¢ik aktivovanych spermii. Hyperaktivované spermie maji tendenci prudce plavat

Vv kruzich na sklicku mikroskopu. U nékterych druhii jsou spermie Uplné hyperactivované
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a pohybuji se do tvaru cisla osm (Ho & Suarez 2001). Hyperaktivita ma dalsi funkce,
jako je uvolnovani spermii, které jsou piipojeny k epitelu oviduktu (Suarez 2002)
a také zlepSeni pohybu spermii hlenem vaje¢niku a cumulus matrix vajicka (Suarez & Dai
1992). Hyperaktivace je indukovana béhem kapacitace spermii v sami¢im reprodukénim traktu,
ale neni znama ani extracelularni spoust, ani cesta signalni transdukce. Rada fyziologickych
faktord, jako jsou Ca?*, cAMP, bikarbonatové a metabolické substraty, je nezbytna pro zahajeni
a udrzeni hyperaktivované motility in vitro. Ca?* hraje hlavni roli v regulaci hyperaktivované
motility (Yanagimachi 1994). Jako intracelularni signal se Ca®* podili na kontrole hyperaktivity
spermii. Ve studii Schmid & Kamp (2004) byla indukovana hyperaktivace v intaktnich
spermiich kondenza¢nim médiem obsahujicim Ca?*v rozsahu mM. Kondenzace
je doprovazena zménami v membranové struktufe, ¢imz se zvysuje piitok Ca?" ktery spousti
hyperaktivaci a akrozomalni reakci. V dlsledku zmén v membranové struktufe maji spermie
sklon k agregaci hlavicek, zejména u kanct (Harayama et al. 1998). U intaktnich spermii mysi
a kanct byla pozorovana ptechodna hyperaktivita, pokud byl
pritok Ca?* zptisoben ionoforem Ca?* A23187. Zda se, ze stupeh hyperaktivace zavisi
na riznych faktorech, zejména na koncentracich Ca2+ a ionoforu (Suarez et al. 1987). Inositol
1,4,5 — trisfosfat (IP3) uvoliiuje Ca?* z nékterych zasob a IP3 receptory byly lokalizovany
protilatkami na bazi biciku. Heterotrimerni G proteiny z rodiny Gg/11 selektivné aktivuji
B izoformy fosfatidylinositol specifické fosfolipazy C pro produkci IP3. Jak Gag/11,
tak fosfolipaza C — B byly lokalizovany v poloving bi¢iku spermii (Walensky & Snyder 1995).
Kromé Ca?" ulozisté s IP3 receptorem mize byt vyzadovan extracelularni Ca®" pro udrzeni
hyperaktivace po dlouhou dobu dopliiovanim intracelularniho zasobniho roztoku a udrzovanim
vysokého cytoplazmatického Ca?*. Pokud neni extracelularni Ca?* k dispozici, hyperaktivované
spermie se vrati k aktivované motilit¢ (Yanagimachi 1994). Aktivace cyklickych
nukleotidovych kanalti pomoci cAMP / cGMP mtiZe byt jednim z mechanisml poskytujicich
vstup Ca?*. Zvyseny intracelularni cAMP byl spojovan s expresi hyperaktivované motility
(White & Aitken 1989). Ca?* a cAMP mohou také modulovat fosforylaci proteinu (Tash 1989).
Zvysend fosforylace proteinové tyrosinu u bicikll je spojena s hyperaktivovanou motilitou
(Si & Okuno 1999). Fosforylace tyrosinu, defosforylace a fosforylace 80 kDa proteinu
u kiecciho spermatu jsou Uzce spojeny se ziskavanim, ztrdtou a opétovnym ziskdvanim
hyperaktivace zavislé na teploté. Pii pozorovani defosforylace se predpoklada, ze fosfatazy

se podileji na regulaci hyperaktivace spermii (Si 1999).
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3.5.1 Chemotaxe

Chemotaxe byla dobfe dokumentovana u bezobratlych, ve kterych jsou velmi nizké
koncentrace peptidl, jako je atraktant vyluCovany vajicky motskych jezku, které ptitahuji
spermie uréitym specifickym zptisobem (Ho & Suarez 2001). Podle definice je chemotaxe
fizeny pohyb spermii smérem ke zdroji chemického gradientu, ktery obvykle pochazi
z oocytu. Zatimco funkce, které jsou dosud ptisuzovany hyperaktivaci, pomahaji spermiim
nepiimo dosahnout oocytu (Chang & Suarez 2010). Intraceluldrni Ca?* zprostiedkovava
chemotaxi ve spermiich moftského jezka, pficemz zvyseni intracelularniho Ca?* zvysuje
asymetrii biCikovit¢tho ohybu a zaktiveni drahy plavani. Podobné jako u motského
hyperaktivované spermie savcil vykazuji zvysenou asymetrii bi¢ikovych ohybii a ¢asto méni
smér. Tyto pohyby by mohly umoznit, aby spermie dosahly oocytu (Cook et al. 1994).
Analogické interakce ligand-receptor u obratlovci nebyla charakterizovana, 1 kdyz lidské
spermie jsou pritahovany folikularni tekutinou in vitro (Ralt et al. 1994). Molekuly podobné
odorantu by mohly fungovat jako chemoatraktanty pro spermie, které by je vedly k oocytu.
V propustnych preparatech Cichovych fas byly zjiStény odoranty stimulujici produkci cAMP
a IP3. V biciku spermii jsou interakce chemotaktického ligandu s receptorem, které zpiisobuji
uvolnéni Ca®*, které jsou indukované IP3, coz muZe piispét k vysokym koncentracim
intracelularnich Ca?*, ktery iniciuje ohyb bi¢iku a naslednou zménu motility (Ho & Suarez

2001).
3.6 Akrozomalni reakce

Zona pellucida je mistem akrozomalni reakce béhem fertilizace (Florman et al. 1982).
Zona pellucida mnoha savé¢ich druhti je konstruovéana ze ¢ty bilkovin (Conner et al. 2005).
Progesteron, ktery je uvoliiovan kumuldrnimi buiikami, miize ovlivnit spermie v blizkosti
vajitka v dob& oplozeni. Uginky progesteronu jsou spiSe na modulaci flagelarni motility
a chemotaxe nez na akrozomani reakci (Harper et al. 2004). Spermiova interakce s oblasti zona
pellucida vyvolava fadu pocate¢nich odpovédi, které jsou potiebné k vytvoreni trvalého influxu
Ca?*, ktery vede k akrozomdlni reakci. Pii zvySeni intracelularniho pH je mozné pouZit
fluorescencni latky (Florman et al., 1989), které jsou zavisle fizeny G proteinem (Arnoult et al.
1996 b). Heterotrimerni GTP-vazajici proteiny, G1 a G2, jsou aktivovany ve spermiich pomoci
zona pellucidy (Endo et al. 1988). Zvyseni pH je klicovym krokem v signalni transdukci,
ktera je blokovéana inhibici ZP3 proteinem, ktery je aktivovany G proteinem Ve spermiich.

Specificka tloha pH v pisobeni ZP3 nebyla objevena, ale mize spekulativné zahrnovat zvyseni
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Ca?* signalt (Babcock & Pfeiffer 1987). Déle zona pellucida aktivuje spermiovou fosfolipdzu
C (PLC) (Roldan et al. 1994). V hlavi¢ce spermii jsou pfitomny dal§i izoformy PLC,
které mohou piispivat k ZP3 reakcim. PLC hydrolyzuje fosfatidylinositol — 1,4 — bisfosfat
(PIP2) zavzniku dvou produkti: inositol — 1,45 — trifosfat (IP3), ktery je pfitomny
Vv IP3 receptorech umisténych v akrozomalni membrang, a diacylglycerol (Walensky & Snyder
1995). ZP3 zpisobuje depolarizaci membranového potencidlu, ktery je dostate¢né silny
pro aktivaci T kanalu, ale tato reakce je pomala a lze ocekavat, Ze spusti napétové zavislou
inaktivaci predtim, nez dojde k vyznamnému proudéni (Arnoult et al. 1996 b). Byly popsany
alternativni mechanismy aktivace Ca?* kanali (Perez-Reyes 2003), tyto kandly ve spermiich
mohou byt regulovany bud’ fosforylaci tyrosinu (Arnoult et al. 1997), nebo kalmodulinem
(Lopez-Gonzalez et al. 2001).

Zona pellucida reguluje akrozomalni reakci, je tstfednim bodem modelt oplodnéni. Stupné
tohoto signaliza¢niho mechanismu zahrnuji: 1) rané udalosti, jako je aktivace G proteinu,
intracelularni alkalinizaci a pfechodny vstup Ca®", 2) vedou k trvalému piilivu Ca?",
jehoz hlavni sloZzka je nesena kanaly TRPC (pfechodné kationtové kandly potenciilnich
receptort) a 3) nasledné udalosti, zavislé na aktivaci fosfoinositidu protein dependentni kinazy
(Florman et al. 2008).

3.7 Oplozeni

Za normalnich okolnosti jsou spermie pfitomny v ampuli oviductu v dob& ovulace,
spermie musi ptekonat bariéry kumulus oophorus / coronu radiatu a zonu pellucidu (Piko 1969).
Pfi kontaktu membrany spermie s membranou oophorus vajicka pted penetraci chybél spermii
akrozom (Szollosi & Hunter 1973). Zona pellucida se sklada ze tti glykoproteinovych receptort
oznacenych ZP1, ZP2 a ZP3. ZP1 a ZP2 poskytuji spravny prostorovy kontext
pro ZP3 (Wassarman 1988). ZP3 ma fadu charakteristik, které indukuji akrozomalni reakci
(a) ZP3 ptedstavuje agonistickou aktivitu, ktera je detekovana bud’ ve strukturalné neporusené
ZP, nebo v rozpustnych extraktech ZP, které jsou izolovany z oocytl a z neoplozeného vejce;
(b) agonisticka aktivita nebyla pozorovana u ZP ziskané z % bunéénych embryi
a ZP3 izolovany v této vyvojové fazi vykazuje odpovidajici neucinnost; (c¢) ZP3 se vaze
na specifickou a nasycenou tfidu vazebnych mist, které jsou pfitomny v ptedni ¢asti hlavicky
akrosom-intaktnich spermii a které nejsou detekovatelné po AR; (d) ZP3 aktivuje Gi,
GTP — vazebny regulacni protein (G protein) v permeabilizovanych spermiich (Ward et al.

1992). Bylo prokazano, ze ZP3 ma pted oplozenim dvé funkce, za prvé ZP3 zprostfedkovava
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specifickou vazbu akrosom-intaktni spermie na ZP, a za druhé je zodpovédny za indukci
akrosomalni exocyt6zy (Florman & Wassarman 1985). U prasat se glykoprotein extracelularni
matrice, nazvany ZP3a, podili na adhezivni aktivit¢ spermii (Sacco et al. 1989).
Transmembranova signalizace prostfednictvim receptori spojenych G proteinem je béznym
mechanismem produkujicim intracelularni sekundarni posly a iontové zmény (Dohlman et al.
1991). Interni Ca®* je zakladni efektor ZP3 signalizace. Jedin& Zivé spermie, které obsahuji
fluorescenéni iontové indikatory, vykazuji zvyseni Ca?* ionti, které jsou podporovany agonisty
7P a které predchazeji exocytoze (Florman et al. 1989). Agonistickd exogendza ZP
je inhibovana n&kolika riiznymi skupinami vstupnich blokatorii Ca?* (Florman et al. 1992). Ca*
je také dulezitym regulatorem AR produkovanych u savéich spermii pomoci alternativnich
agonistl ziskanych ze samiciho reprodukéniho traktu (Blackmore et al. 1991). V disledku
toho se vieobecné predpokladd, Ze zvyseni Ca®" iontii a naslednd aktivace downstreamovych
efektorti poskytuje konecnou spole¢nou drahu pro indukei exocytézy (Clark et al. 1993).
S akrozomalni exocyt6zou souvisi dilezité enzymy: akrosin a hyaluronidasa. Hyaluronidasa
se Ucastni minimalné tfi hlavnich aspektii fertilizace: a) enzymatickd degradace kyseliny
hyaluronové (HA) ¢imZz pomdhd pifi pronikani spermii kumulooocytdrni vrstvou,
ktera obklopuje zona pellucida, (b) vazba na zona pellucida a (c) spolu s proteiny zona pellucida
zpusobuji indukce akrozomalni reakce (Cherr et al. 2001). Acrozomalni exocytoza zajist'uje
expozici a uvoliiovani rozpustnych a akrozomalnich matricovych proteind. Souc¢asny model
procesu penetrace zahrnuje stfidani cykld (1) vazba spermie na ZP pii akrozomalni reakci
(sekundarni vazbu), (2) omezenou proteolyzu matrice a (3) uvolnéni spermie a penetraci
do vajicka. Acrosin je jednim zhlavnich ucastnikii tohoto modelu. Akrosin se podili
na sekundarni vazbé spermie na oocyt s lokalizaci akrosinu na vnitini strané akrozomalni
membrany. Akrosin se také podili na vazb& oocytu na povrch spermie, ale ucel této vazby
je odlisny od sekundarni vazby spermie na oocyt (Zigo et al. 2015). Jakmile spermie projde
pfes zona pellucida, spusti se kaskada ve vajicku a vytvoii zablokovani zona pellucida,
coz vytvaii ochranu proti polyspermii (Szollosi 1962).

Pii penetraci spermie do vaji¢ka prochazi spolecné se spermii i bi¢ik spermie, to bylo zji§téno
na zakladé rozdilnych mitochondrii ve vajicku. V krcku spermie jsou vlastni mitochondrie

spermie (Szollosi & Hunter 1973).
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4 Metody

Pro zjisténi oplozenischopnosti spermii lze pouzit nékoli metod, nejznamé;jsi z nich jsou:
fosforylace viz 4.1 fosforylace, computer assisted sperm analyses (CASA) viz 4.2 CASA
a prutokova cytometrie. Pritokova cytometrie vyzaduje, aby spermie byly v jednobunécné
suspenzi s minimalni aglutinaci (monodisperzni suspenze). Béhem nékolika minut muze
pritokovy cytometr ziskat data o vSech subpopulacich ve vzorku, coz je idealni pro stanoveni
heterogennich populaci, jako jsou spermie. Pratokova cytometrie je nyni aplikovédna
na vyhodnoceni vlastnosti spermatu, jako je Zzivotaschopnost bunék, integrita akrozomd,

mitochondrialni funkce, stav kondenzace, tekutost membran a stav DNA (Gillan et al. 2005).
4.1 Fosforylace proteini spermie

Fosforylace proteinli je post-translaéni modifika¢ni udalost, kterd plisobi jako jeden
z regulacnich mechanisml bunék pro regulaci riznych procesi, jako je bunéény rust, kontrola
bunééného cyklu, cytoskeletova sestava, modulace iontového proudu a regulace receptoru
(Pawson 2004). Ve skutecnosti je fosforylace jednim znejbéznéjSich mechanismi
v eukaryotickych buiikach a zabezpecuje regulaci aktivity proteinu pfidani nebo odstranéni
fosfatovych skupin ze serinovych, threoninovych nebo tyrosinovych proteinovych
zbytkd. Pfidani nebo odstranéni fosfatovych skupin miize vyvolat alosterické modifikace
vedouci ke konformaé¢nim zménam v proteinech vedouci bud’ k jejich aktivaci, nebo inaktivaci.
Zralé spermie jsou termindln€é diferencované a specializované buiky. Jsou vysoce
kompartmentalizované, ale nemaji Zadnou vyznamnou transkripéni a translacni
aktivitu. Proto je mozné zdavodnit vyznam posttransla¢nich modifikaci,
jako je fosforylace/defosforylace proteind, pfi regulaci dalezitych jevd, jako je kondenzace
spermii, hyperaktivni motilita a reakce akrosoml, které jsou nezbytné k tomu, aby spermie
dosahly, vazaly, pronikly a fuzovaly s oocytem. Fosforyla¢ni / defosforyla¢ni stav

rrrrr

a fosfataz poskytuji buitkam "ptepinac", ktery mize zapnout nebo vypnout funkci riznych
proteind. Dfivéjsi studie uvadeji pifitomnost raznych fosfoproteinti, protein kindz
a proteinovych fosfatdz v sav¢ich spermiich a implikuji jejich ulohu v akvizici motility spermii,
kapacitaci a akrosomdlni reakci (Tash 1983). Fosforylace milize nastat na serinovych,
threoninovych a tyrosinovych zbytcich v proteinech. Ackoliv fosforylace serinu / threoninu

a fosforylace proteinti tyrosinu byla pozorovana u spermii, fosforylace tyrosinu je velmi
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dilezita a mize byt primarnim nebo dokonce vyluénym indikatorem drédhy ptfenosu signalu
v bunice (Naz & Rajesh 2004). Bylo pozorovano, ze rizné kompartmenty lidskych spermii
podléhaji specifické sekvenci fosforylace béhem kondenzace a po vazbé na zona pellucida
(Sakkas et al. 2003). Aby se vytvofila vazba mezi riznymi fosforylovanymi proteiny
a specifickou funkci spermii, je nutné diferencované lokalizovat tyrosinové fosforylované
proteiny v riznych oblastech spermie. Bicik se jevi jako hlavni slozka spermii, kterd podléha
fosforylaci tyrosinu u vétSiny druhti kromé kanct (Petrunkina et al. 2001). V kancich spermiich
indukuje kondenzace fosforylaci tyrosinovych proteini plazmatickych membran,
0 kterych se predpokladd, Ze iniciuji vazbu na zona pellucida a indukuji reakci
akrozomu. Bylo prokazano, ze kondenzace indukuje fosforylaci tyrosinu tii hlavnich (27 kDa,
37 kDa a 40 kDa) a tfi menSich (34 kDa, 47 kDa a 55 kDa) plazmatickych membranovych
proteini (Flesch et al. 1999). V pozdé&jsi studii, vykazovaly dva proteiny plazmatické
membrany izolované z kapacitnich kancich spermii (35 kDa a 46 kDa) vysokou vazebnou
afinitu k zona pellucida (Asquith et al. 2004). Tyto dva proteiny jsou s nejveEtsi
pravdépodobnosti 34 a 47 kDa proteiny identifikované diive. A¢koli je fosforylace proteint
spermii klicovym znakem kapacitace, neni jasné, jak se fosforylace tyrosinu téchto proteinti
podili na rozpoznavani spermii nebo interakci a na exocytéze akrosomi. Ve studii
Asquith et al. (2004) zkoumali vztah mezi fosforylaci proteinu a schopnosti spermii mysi
interakci s zona pellucida. Identifikovali dva chaperonové proteiny, konkrétné endoplasmin
(erp99) a protein 60 tepelného Soku (hsp60) exprimovany na povrchu mysich spermii. Proteiny
erp99 1 hsp60 jsou fosforylovany tyrosinem a jsou lokalizovany na plazmatické membrané
hlavi¢ce spermii, oblasti, ktera se UCastni vazby na zona pellucida. Navrhli, ze "aktivace"
proteind erp99 a hsp60 fosforylaci tyrosinu béhem kondenzace miize vyvolat konformacéni
zmény usnadiiujici tvorbu funkéniho komplexu zona pellucida receptoru na povrchu spermii.
Zajimavé je, ze interakce spermie-oviduktalni epitelialni buriky in vitro modifikuje fosforylaci
tyrosinu a kapacitaci spermii. Selektivni vazba spermii k oviduktalnim epitelialnim buiikam
potlauje fosforylaci tyrosinovych proteini spermii u kanci (Petrunkina et al.
2001). Tato ovula¢ni modulace tyrosinové fosforylace / kapacitace mize pomoci
synchronizovat funkci spermii s dobou ovulace. Ukazalo se, Zze zvySeni fosforylace
proteintyrosinu béhem kondenzace je regulovano cestou zavislou na cAMP zahrnujici protein
kinazu A (PKA) ve spermiich riznych druhti v¢éetné kancti (Kalab et al. 1998). Studie ukazaly,
ze fosforylace proteinli spermii je dulezitym aspektem kondenzace a bylo prokazéano,
Ze je spojena s hyperaktivovanou motilitou, vazbou zona pellucida a reakci akrosomi

(Naz & Rajesh 2004).
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4.2 CASA

Pocitatem podporovana analyza spermii (CASA) je uCinnym nastrojem pro objektivni
hodnoceni pohyblivosti spermii, a proto se ¢asto pouzivd pro hodnoceni kvality spermatu
¢lovéka a zvitat. Kvantitativni hodnoceni spermatu CASA je vSak zaloZeno na kinematickych
parametrech jednotlivych spermii, které jsou rekonstruovany pouze z pohybt jejich hlavicek,
protoze pfistroj CASA obvykle neumoznuje pfimou analyzu pohybu biciki, které generuji
hyperaktivitu spermii (Mortimer 1997). Proto k detekci hyperaktivnich spermii pomoci CASA
vyzaduji kinematické parametry pohybt spermii, které koreluji s charakteristickymi zménami
pohybu bi¢ikl. Pro pfesné stanoveni hyperaktivnich spermii pomoci CASA musi byt definovan
soubor parametrt pro ur¢ity druh s piihlédnutim ke vzorkovaci frekvenci obrazu (Mortimer
& Maxwell 1999). Pocitacovy systém analyzy spermatu (CASA) se vyviji zhruba 40 let diky
pokroktim v zafizenich zachycujicich obraz z mikroskopu. Systém CASA ma nékolik funkci:
(1) zobrazuje nékolik po sob¢ jdoucich obrazka suspenze spermii na detektorovém poli;
(2) detekuje objekty na zaklad¢ intenzity pixelt v ramci nebo rozptylu svétla; a (3) pomoci
specidlniho softwaru extrahuje pozadované informace a vytvaii pozadované vystupy. Systémy
poskytuji mnoho hodnot pro pohyb nebo morfologii kazdé studované spermie. Moderni
systémy CASA mohou automaticky zobrazit né€kolik poli v mélké komirce pro snimani
rychlych snimkil o velikosti 500 az 2000 spermii, 50 nebo 60 snimki za sekundu v Eirych
nebo komplexnich rozsifova¢ich a za < 2 minuty ukladat informace pro 30 snimk,
u kterych poskytuje souhrnné tdaje pro kazdou spermii a populaci. Nékolik systéma hodnoti
morfologii spermii soucasné¢ s pohybem. CASA nemize piesné ptedpovidat ,,plodnost”,
ktera bude ziskdna se vzorkem nebo predmétem spermatu (Amann & Waberski 2014).

Parametry zkoumané metodou Casa jsou VCL — curvilinear velocity — rychlost hlavicky
na skute¢né draze, primérna rychlost mezi body méteni (kiivocara rychlost), VSL — straight
line velocity — rychlost hlavicky na pifimé draze, mezi vychozim a koneénym bodem méteni
(linearni rychlost), VAP — average path velocity — rychlost hlavicky na nepiimé draze
(odvozena matematickou upravou VCL), slouzi k plynulejSimu vyjadifeni pohybu (stfedni
rychlost), ALH — amplitude of lateral head displacemant — maximalni $itka oscilace hlavicky,
odvozeno z VCL a VAP, odrazi pohyb bi¢iku, BCF — beat cross frequency — pocet, kolikrat
je skute¢na draha ptekiizena napfimenou drahou, vSechny tyto parametry jsou zobrazeny
na obrazku cislo 2, STR — straightness — pfimost napiimené drahy (VSL/VAP x 100) [%],
LIN — linearity — linearita skute¢né drahy (VSL/VCL x 100) [%] (Véznik et al. 2004; Simonik
etal. 2014; Ramio et al. 2008), LIN — také znaci progresivni motilitu (Velverde et al. 2018),
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WOB —waobble — stupen oscilace skuteéné drahy kolem jeji naptimené drahy (VAP/VCL x 100)
[%] (Véznik et al. 2004; Simonik etal. 2014; Ramio et al. 2008). Ve studii Ramio et al. (2008)
byly spermie kapacitovany v IVC mediu, byly pouzity nativni vzorky a byly zjistény
tyto hodnoty metodou CASA po 4 h: totalni motilita 69,4 + 0,9 %, VCL 129,6 = 1,3 um/s,
VSL 89,6 + 1,8 um/s, VAP 97,1 = 1,1 um/s, STR 92,0 + 0,9 %, LIN 69,9 = 1,0 %. Ve studii
Matas et al. (2010) byly spermie s hodnotami VAP < 20 um/s nemotilni. Ve studii Aparicio
etal. (2005) byly spermie s hodnotami VAP < 10 pum/s nemotilni, spermie s hodnotami
VAP > 15 pum/s byly motilni, spermie s rychlosti VAP 16 — 35 um/s byly povazovany
za spermie se stfedni rychlosti, spermie S rychlosti VAP > 35 um/s byly povazovany za rychlé.
V této studii byly spermie inkubovany v kapacitaénim mediu TCM po dobu 1 hodiny, vysledné
hodnoty jsou: VCL 67,75 £2,55 um/s, VSL 40,95 £ 5,3 um/s, VAP 49,65 + 6,15 pm/s. Ve studii
Schmid & Kamp (2004) byly spermie inkubovany v TALP-HEPES mediu po dobu 15 minut,
poté byly zméfeny hodnoty hyperaktivnich a nehyperaktivovanych spermii. Nehyperaktivni
spermie mély hodnoty VCL 84,2 &+ 24,0 um/s, VSL 35,5 = 26,6 um/s, VAP 71,1 = 21,5 um/s,
LIN 41,5 £ 23,5 %, STR 48,2 + 26 %. Hyperaktivni spermie mély hodnoty
VCL 151,6 £ 33,5 um/s, VSL 16,8 = 9,1 um/s, VAP 88,1 + 18,6 um/s, LIN 11,8 + 7,3 %,
STR 20,8 + 13,6 %.

Obrazek 2: Schematické zobrazeni kinetickych parametri méfenych CASA systémem
(Gray et al. 2015)

VCL - curvilinear velocity — rychlost na skute¢né draze

VSL - straight-line velocity — rychlost mezi vychozim a kone¢nym bodem méfeni
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VAP — average-path velocity — rychlost na naptimen draze
ALH — amplitude of later head displacement — sitka oscilace hlavicky

BCF — beat cross frequency — misto kiizeni skute¢né drahy napiimenou drahou (Vé&znik et al.
2004)
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5 Material a metodika

5.1 Material

V pokusu byly pouzity spermie ze semenné davky od kance plemene Landrase LDZ-67,
které byly ziskany z inseminac¢ni stanice PROAGRO Nymburk a byly skladovany v termoboxu
pfi teploté 17 °C. Pro zjisténi rozdilti v parametrech motility byly porovnany v experimentech
pouzivané komer¢ni inseminaéni davky a nativni ejakulat od kance plemene duroc
DDU z odbérové stanice Skrsin, které byly skladovany také v termoboxu pfi teploté¢ 17 °C.
Pokusy se vzorky probihaly pfi pokojové teploté 21 °C.

Pouzité chemikalie pochazely od firmy SIGMA-ALDRICH z USA.

Z pristroji byla pouzita centrifuga (Benchmark LC-8 series); pocitaCovy program
(CASA, computer assisted semen analysis; NIS-Elements, Nikon, Tokyo, Japan a Laboratory
Imaging, Praha, Ceska republika), ktera vyuziva mikroskop Eclipse E600 s fizovym
kontrastem (Nikon, Tokyo, Japonsko), vybaveny objektivem s negativnim fazovym kontrastem
(Nikon, Tokio, Japonsko), ohfevnou deskou nastavenou na 38 °C (Tokai Hit, Shizuoka,

Japonsko) a digitalni kamerou DMK 23UMO021 (The Imaging Source, Bremen, Némecko).

5.2 Metodika

5.2.1 Priprava vzorku

Do plastovych zkumavek bylo odpipetovano 5 ml suspenze spermii, které byly stoceny
na centrifuze po dobu 10 minut pfi RCF 250 G a teploté t = 17 °C. Nasledné byl odsat
supernatant a byl pfidan 1 ml PBS (0,01M Phospate buffered saline, 0,138 M NaCl,
0,0027 M KCl, pH 7,4), roztok byl resuspendovan a byl  doplnén
PBS na objem 5 ml (tento proces se nazyva promyvani). Proces promyti byl zopakovan 2x.
Po poslednim promyti byla zkontrolovana koncentrace spermii v Maklerové komtrce (Sefi-

Medical instruments, Haifa, Izrael, hloubka komory 10 pum) vypocet viz rovnice 1.
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Rovnice 1: Vypocet koncentrace spermii

pocet spermii X faktor konverze

velikost pole X pocCet Ctvercl X tloustka sklicka X redéni

77 X 1000 spermii
- T = 48125 000

Pro kontrolu motility a pohybu spermii byly pouzity nativni spermie, které byly nafedény

v PBS 9:1, a byla zmétena jejich motilita, v pocitaovém programu NIS AR 4 500.

5.2.2 Kapacitace spermii

K pripravené peletce bez fedidla bylo ptidano 10 ml kapacitaéniho media TL-HEPES-
PVA. Spermie resuspendované v kapacitatnim mediu byly napipetovany po 0,5 ml do 1 ml
ependorfek. Bylo piipraveno 6 vzorki: 1. nemodifikovany, 2. s pfidavkem inhibitoru PYR-41
(100 m/M), 3. s piidavkem inhibitoru PYR-41 (10 m/M), 4. s ptidavkem inhibitoru PYR-41
(25 m/M), 5. spiidavkem inhibitoru PYR-41 (50 m/M), 6. Kkontrola s piidavkem
DMSO(100 m/M). Dale byly vzorky kapacitovany v termoboxu pii 37 °C a 5 % CO> po dobu
2 hodiny. Vzorky byly postupné métreny v pocitacovém programu CASA.

5.2.3 Kapacita¢ni medium

Vsechny slozky kapacitaéniho media byly rozpustény v 500 ml ultra ¢isté H2O. Slozeni

kapacita¢niho media je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: Komponenty kapacitaéniho media TL-HEPES-PVA

komponenty mnozstvi
NaCl 3,33165 ¢
KCI 0,1193 g
NaH2P0O4 H20 [0,0204 g
Na laktat 0,70 ml
MgCI2 .6 H20 ]0,05085 g
HEPES 1,1915¢
Na pyruvat 0,011 g
Sorbitol 1,093 g
NaHCO3 0,084 g
CaCl2.2H20 ]0,147¢g
Gentamicin 0,0125 ml
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komponenty mnozstvi
Penicilin G 0,0325 g
PVA 0,05¢g

Medium bylo srovnano za pomoci pH metru na pH 7,3 — 7,4, poté¢ bylo medium
prefiltrovano, pokud bylo ihned pouzito, byly k nému pitidano komponenty z tabulky 2.
Slozky kapacita¢niho media jsou uvedeny na mnozstvi 50 ml TL-HEPES-PVA media.

Tabulka 2: Pfidané komponenty kapacitaéniho media TL-HEPES-PVA

komponenty | mnoZstvi
Na pyruvat | 0,0275 g
Glukoza 0,099 g
BSA 1g

5.2.4 Indukce akrosomalni reakce

Pro kontrolu, zda probéhla kapacitace spermii, byla provedena akrosomalni reakce.
K suspenzi spermii jednotlivych vzorki byl po dvou hodinach kapacitace pfidan Ca — ionofor
do finalni koncentrace 5 pM. Nasledovala Sedesatiminutova inkubace v termostatu pfi teploté
38 °C 55 % CO2. Po ukon¢eni inkubace s Ca — ionofrem byly suspenze bunék 3x odstfedény
pii RCF 300G, po dobu 5 minut a promyty v PBS. Po kazdém odstiedéni byl odsat supernant
a bylo dopnéno PBS na 5 ml.

5.2.5 Znaceni akrozomu pomoci PNA lektinu — vlhk4 fixace

Po promyti byly suspenze spermii pfipraveny pro prepraty na fluorescen¢ni mikroskopii.
Byla zkontrolovana koncentrace spermii v suspenzi pod svételnym mikroskopem Nicon
pro ptipravu preparatu na mikroskopicka skla. Pokud bylo v pfipravené suspenzi malo spermii,
tak bylo provedeno znovu odstiedéni a sniZzeni nasledného objemu PBS, které bylo ptidano
po odstranéni supernatantu. Pokud byla koncentrace spermii pfili§ vysokd, bylo pfidano
PBS do pozadované koncentrace.

Ptfed samotnou aplikaci suspenze spermii bylo potfeba nakreslit dvé kolecka za pomoci
PAN Pen (LIQUID BLOCKER SUPER PAN PEN, Agar Scientific,) a doprostied obou kolecek
bylo képnuto 20 pl suspenze spermii. U vlhké fixace bylo zaroven aplikovano ke spermiim
i 50 pul vymrazeného acetonu a methanolu v poméru 1:1. Preparaty pro vlhkou fixaci byly
nasledn¢ ponechany inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté¢ a nasledné byly 3x oplachnuty

PBS. Takto pfipravené preparaty byly ponechany schnout na vzduchu a byly uchovavany
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V lednici pro dal$i zpracovani.

Po inkubaci byla znovu sklicka 3x promyta PBS a dale na né¢ bylo aplikovano
100 pul sekundarni protilatky (Alexa FluorTM 488 goat anti-mouse IgG (H+L), Invitrogen
by ThermoFischer Scientific) nafedéné v poméru 1:300 v PBS. Inkubace probihala ve tmé
po dobu 1 hodiny ve vlhké komtrce. Poté byly preparaty promyty PBS a na sklicka naneseno
100 pl PNA lektinu konjugovaného s rthodaminem (Rhodamine Peanut Agglutinin, Vector
laboratories) nafedény 1:500 v PBS. Preparaty byly inkubovany ve vlhké komurce ve tmé
pii laboratorni teploté 30 minut. Nasledné byly preparaty oplachnuty PBS a dale destilovanou
vodou. Po osusSeni bylo aplikovano do jednotlivych kolecek ptiblizn€ 10 ul montovaciho média
s DAPI (Vecta-Shield DAPI, Vector Laboratories). Mikroskopicka skla byla piekryta krycim
sklickem a zafixovana po krajich lakem a takto pfipravené preparaty byly prohlédnuty
pod fluorescen¢nim mikroskopem Nikon a zdokumentovany v programu NIS.

Takto ptipravené vzorky byly pozorovany na imunofluorescenénim mikroskopu Nikon
Eclipse E 600, nafoceni preparatti bylo provedeno pomoci kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi
1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements, kde byly pocitany akrosomy
na hlavickach spermii a ndsledné bylo spocitano procento akrosomalné zreagovanych spermii

uvedeno v tabulce ¢islo 6.

5.2.6 Computer assisted sperm analysis (CASA)

CASA je poloautomaticka pocitacova metoda, kterou se hodnoti morfologie a motilita
spermii, pfevazné¢ se vSak pouzivd ke zkoumani motility. Opticky systém snima obraz
za pomoci svételného mikroskopu, ktery je digitalizovan a pfenaSen na monitor ve formé
pixeli. Pomoci specialnich algoritmi vyuzivajicich pocty a jasnost pixelil jsou rozliSovany
pohyblivé a nepohyblivé spermie a je analyzovéana kazdad drédha spermie. Dréha jednotlivych
spermii je determinovana funkci jejich biciku a s charakteristikou pohybu odraZzi fyziologicky
stav spermii (VéZnik et al. 2004).

K méfeni vzorkil za pomoci metody CASA, byla pouzita 5 pl pipeta, pocitaci komtirka
Makler (Sefi-Medical instruments, Haifa, Izrael, hloubka komory 10 um), vyhfevna desticka,
sveételny mikroskop s vyhfevnou destickou a kamerou, pocitac, pocitaCovy program
NIS AR 4 500. Na pocitaci komtrku Makler, kera byla na vyhfevné desti¢ce zahtaté na teplotu
38°C, bylo naneseno pipetou 5 ul vzorku, poté byl Makler vlozen pod mikroskop Eclipse E600
s fazovym kontrastem (Nikon, Tokyo, Japonsko) vybaveny objektivem s negativnim fazovym
kontrastem (Nikon, Tokio, Japonsko), ohfevnou deskou nastavenou na 38 °C (Tokai Hit,

Shizuoka, Japonsko) a digitalni kamerou DMK 23UMO021 (The Imaging Source, Bremen,
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Némecko) a za pomoci pocitacového programu (CASA, computer assisted semen analysis;
NIS-Elements, Nikon, Tokyo, Japan a Laboratory Imaging, Praha, Ceska republika) bylo
nasnimano 6 poli na Maklerovi. Nasledné byla provedena analyza v programu NIS-Elements,
hodnoty nastaveni byly max object speed 800 um/s, standard deviacion multiplication factor
2 stdev, join truck up to 3 frames apart, VAP averaging 9 points, remore track shorter
than 31 segments, treshold cca 80, size cca 4,25 — 10,84 um/s, circularity cca 0,4 — 0,76,
elongation 1,95 — 4,54. Vysledné hodnoty z CASA byly statisticky vyhodnoceny. Byly pouzity
Casa parametry VAP, VSL, VCL, LIN, STR.

5.2.7 Statistické vyhodnoceni

Data z CASA byla hodnocena pomoci vicefaktorové ANOVY v programu
statistika 12 (StatSoft CR, Prague, Czech Republic). Hladina statistické vyznamnosti byla

stanovena na p < 0,05.
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6 Vysledky

6.1 VIliv inhibice proteasomu na integritu akrozomu

Prvnim cilem prace bylo zhodnotit vliv inhibitoru PYR-41 na prabéh kapacitace
a indukované akrozomalni reakce prostfednictvim hodnoceni integrity akrozomu.

V tabulce 3 je uveden pocet spermii s akrozomem u jednotlivych experimentalnich
skupin a % akrozomalné zreagovanych spermii 16 % u ejakulovanych spermii obrazek 3,
60 % u kapacitovanych spermii obrazek 4 a 86 % u akrozomalné zreagovanych spermii
obrazek 5. U 60 % kapacitovanych spermii prob&hla akrozomdlni reakce v rdmci kapacitace.
Pokud byly spermie inkubovany v kapacitanim médiu s ptidavkem inhibitoru PYR-41
(100 uM) nebo DMSO, bylo procento akrozomalné zreagovanych spermii vyrazné nizsi
nez pii samotné kapacitaci bez inhibitoru. Samotna akrozomalni reakce ale inhibitorem
potlacena nebyla. Naopak procento akrozomalné zreagovanych spermii bylo vyssi

v ptitomnosti DMSO i inhibitoru PYR-41.

Tabulka 3: Vliv inhibitoru PYR-41 na kapacitaci procesu a schopnost spermii podstoupit

akrozomalni reakci.

STAV CELKOVY POCET | POCET SPERMII | AKROZOMALNE
SPERMII S AKROZOMEM | ZREAGOVANE

SPERMIE (%)

EJ 214 180 16

KAP 197 80 60

KAP DMSO 241 189 22

KAP PYR 216 193 11

AR 194 27 86

AR DMSO 221 5 98

AR PYR 197 1 99,5

EJ — ejakulované spermi; KAP — kapacitovné spermie; KAP DMSO — kapacitované spermie s pfidanym DMSO; KAP PYR —
kapacitované spermie s pfidanym inhibitorem PYR — 41; AR — akrozomalni reakce; AR DMSO — akrozomalni reakce
S ptidanym DMSO; AR PYR — akrozomalni reakce s pfidanym inhibitorem PYR-41
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Obrazek 3: Akrozom u ejakulovanych spermii

Cervené je vyznaceny akrozom, modie hlavicka spermie

Obrazek 4: Akrozom u kapacitovanych spermii

Cervengé je vyznaceny akrozom, modie hlavicka spermie

Obrazek 5: Akrozom u akrozomaln¢ zreagovanych spermii

Cervené je vyznaceny akrozom, modte hlavicka spermie



6.2 Vliv inhibitoru PYR-41 na kinetické parametry motility spermii

Druhym cilem prace bylo vyhodnotit pomoci pocitacového systému CASA vliv
inhibitoru PYR-41 na motilitu spermii. Inkubace spermii v kapacitatnim médiu
suplementovaném inhibitorem PYR-41 ovliviiovala kinetické parametry motility spermii.
Kontrolni skupina inkubovana v kapacitatnim médiu s DMSO se od skupiny inkubované
v nemodifikovaném médiu statisticky vyznamné nelisila ve vétSin€ parametri.

Inhibitor PYR-41 statisticky vyznamné zvySoval linearitu (LIN) ve vSech sledovanych
koncentracich inhibitoru PYR-41 s vyjimkou nejvyssi koncentrace 100 uM, a to jak po jedné,
tak po dvou hodinéach inkubace.

Obdobné u parametru piimosti drahy (STR) byly naméfené hodnoty u spermii
inkubovanych v médiu s inhibitorem PYR-41 signifikantni, ale pouze v koncentraci inhibitoru
10 uM a 25 uM. Piimost drahy signifikantn€ zvySoval ale i samotny DMSO.

Priméra rychlost pohybu (VAP) spermii byla signifikantné¢ snizend u skupin
inkubovanych v pfitomnosti inhibitoru jak po jedné, tak po dvou hodinach inkubace. Inhibitor
snizoval pramé&rnou rychlost pohybu v zavislosti na pouzité davce.

Obdobné snizoval inhibitor PYR-41 primérnou rychlost na skutecné¢ draze (VSL).
Tento parametr byl statisticky vyznamné rozdilny od kontrolni skupiny jen v koncentraci
25 uM a 50 uM. V koncentraci 10 pM a 100 uM nebyl vliv inhibitoru signifikantni ani po jedné
ani po dvou hodinéch inkubace.

Amplituda oscilace hlavicky (ALH) byla signifikantné sniZend u vSech skupin spermi,
které¢ byly inkubované za pfitomnosti inhibitoru PYR-41, a to jak po jedné, tak po dvou
hodinach inkubace.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 4.
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Tabulka 4: Vliv inhibitoru PYR-41 na motilitu kan¢ich spermii béhem kapacitace spermii

CAS
PARAMETR | SKUPINA T - T
K 2561 037 | 3522+ 082 4300 + 4.17
DMSO 3792+ 143 4628 + 1,66
LIN (06 |PYR10 uM 46,58 + 1,84* 51,18 + 2,99+
PYR 25 uM 54,96 = 1,60%* | 45,63 +3,08%*
PYR 50 uM 41,78 + 7,53* N
PYR 100 uM 46,57 + 9,03 3461 + 1043
K 5776+ 0.68 | 61,56 = 1,08 63. 73+ 116
DMSO 77,43 £ 1,94%%% | 77,71 = 1,38%*
STR (%) | PYRI0 uM 77,87 + 2,04% 86,13 + 3,38*
PYR 25 uM 91,64 + 1,09* 86,96 + 2,10%
PYR 50 uM R7.66 + 6,84 N
PYR 100 puM 8951 = 1.67 88,00 + 1.93
K 48.18 = 086 | 91,61 121 7496 + 441
DMSO 87.97+ 2.16 77.97 + 2.87
VAP (ums) | EYR10 uM 85,96 £ 2,17+%* | 70,54 +3,59%%%
PYR 25 uM 47,55 £2,00%%% | 28,16 +4,02%%*
PYR 50 uM 20,82 + 2,39%%* N
PYR 100 uM 1558 + 2,18 1742 + 2.52
K 9738 £146 | 164,77 + 1,87 14326 + 7.65
DMSO 161,29 2,03 146,22 + 534
VOL (ums) |EYR10 uM 150,03 £ 3,21%%% | 124,77 £ 5,32%%*
PYR 25 uM 80,71 +3,58%* | 54,77 % 6,80%*
PYR 50 uM 46,25 + 5,20%%* N
PYR 100 uM 34.99 + 6.90 44.12 + 7.96
K 2246+ 087 | 7080+ 1,56 6527 + 2.82
DMSO 70,61 + 2,03 66,36 + 4,63
VSL (ums) | LYR10 uM 6851 + 2.63 64,02 + 436
PYR 25 uM 43,78 £2,01%%% | 24,78 +3,86%**
PYR 50 uM 18,65 + 2,48%** N
PYR 100 uM 13,88 = 1,99 1544 + 230
K 426 + 0,06 731+ 0.1 639 + 042
DMSO 748+ 0.19 6.03 £ 0.18
PYR 10 uM 6,92 £0,18%%% | 553 +0,29%%*
ALH () T R 25 uM 4,24 + 0,20% 3,18 £ 0,39%
PYR 50 uM 2,53 £ 0,30%%* N
PYR 100 uM 1,63  0,09% 1.63 % 0,10%

Data ptedstavuji primér + smérodatnou odchylku (SD). Hvézdi¢ky oznaluji statisticky vyznamny rozdil mezi pokusnou
skupinou a kontrolni skupinou v daném c¢ase (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). Signifikantni rozdily mezi skupinami
jsou u jednotlivych parametri zvyraznény tuéné.

LIN: linearita, linearity; STR: pfimost drahy, straightness; VAP: priméma rychlost pohybu, average path velocity;
VCL:pramérna rychlost na skute¢né draze, curvilinear velocity; VSL: linearni rychlost, straight-line velocity; ALH: amplituda
oscilace hlavi¢ky, amplitude of lateral head displacement; K: kontrola; PYR — inhibitor PYR-41; DMSO — dimethylsulfoxid,;

N-nehodnotitelné
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6.3 Porovnani parametri motility nativniho ejakulatu a insemina¢ni davky

V experimentech byly vyuzivany z divodu vys$si standardizace pouZzivanych vzorkt
komeréni inseminac¢ni davky kanct. Proto byly zhodnoceny kinetické parametry spermii
ziskanych z inseminacnich ddvek a porovnany s parametry spermii z nativniho ejakulatu
(tabulka 5). Signifikantni rozdily byly zjistény u parametru linearity (LIN), pfimosti drahy
(STR), rychlosti na skute¢né draze (VCL) a Siice oscilace hlavicky (ALH) u inseminaéni davky
oproti nativnimu ejakulatu. Zatimco prvni dva parametry byly u inseminac¢nich davek nizsi,
druhé dva parametry byly naopak zvySené.

Tabulka 5: Rozdily v kinetickych parametrech mezi insemina¢ni divkou a nativnim ejakulatem

pied kapacitaci

KINETICKY _ ZPRO‘]
PARAMETR | INSEMINACNI EIAKULAT
DAVKA
LIN 25,61 + 0,37*** 30,69 + 1,11
STR 57,76 + 0,68*** 68,52+ 2,05
VAP 48,18 + 0,86 44,74 + 1,58
VCL 97,38 + 1,46%** 78,83 + 3,41
VSL 22,46 + 0,87 20,73 + 0,29
ALH 4,26 + 0,06*** 3,52+ 0,17

Data ptedstavuji primér + smérodatnou odchylku (SD). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi kinetickymi
parametry spermii z insemina¢ni davky a nativniho ejakulatu (***p<0.001). LIN: linearita, linearity; STR: pfimost drahy,
straightness; VAP: primérna rychlost pohybu, average path velocity; VCL: primérna rychlost na skute¢né draze, curvilinear
velocity; VSL: linearni rychlost, straight-line velocity; ALH: amplituda oscilace hlavi¢ky, amplitude of lateral head

displacement.
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7 Diskuze

Kapacitace je proces, ktery je klicovy pro oplozenischopnost spermii. Do jeho pribéhu
je vyznamné zapojen ubikvitin-proteazomovy systém, ktery je nejdulezitéjsim intracelularnim
mechanismem zodpovédny =za regulovanou proteolyzu proteini (Sutovsky 2011).
Béhem kapacitace dochazi k degradaci proteini spermie a zablokovani ubikvitin-
proteazomového systému pomoci inhibitorti, protilatek ¢i modifikovaného ubikvitinu,
ktery uc¢inné potlacuje fertilizaéni schopnost spermii (Zimmerman & Sutovsky 2009).

Cilem experimenti bylo zjisténi vlivu inhibitoru proteazomu PYR-41 (4[4-(5-itro-furan-
2-ylmethylen)-3 ethylester kyseliny 5-dioxopyrazolidin-1-yl] benzoové) na kinetické
parametry kancich spermii. PYR-41 blokuje jak ubikvitinaci, tak proteazomalni degradaci
proteint (Bence et al. 2005).

V prvni fazi experimentii byl sledovan vliv inhibitoru na pribéh akrozomalni reakce
indukované calcium ionoforem. Testy na AR indukované ionoforem mohou poskytnout dalsi
informace 0 oplozenischopnosti spermii, ale nemusi uvadét specifické defekty fyziologické
akrozomalni reakce (Liu & Baker 1998). Inhibitor PYR-41 snizoval procento akrozomalné
zreagovanych spermii u spermii kapacitovanych v pfitomnosti inhibitoru. U spermii byla
potlacdena exocytdza akrozomu. Na samotny pribeéh akrozomalni reakce indukované calcium
ionoforem inhibitor PYR-41 nemé¢l vliv. Naopak se podle vysledkii experimentu zda, ze pribéh
akrozommalni reakci ovlivnilo DMSO, ve kterém byl inhibitor PYR-41 rozpustén,
protoze procento akrozomalné zreagovanych spermii bylo vyss$i u spermii, u kterych byla
indukovana akrozomalni reakce v pfitomnosti DMSO a v pfitomnosti inhibitoru PYR-41
rozpusténého v DMSO neZ u spermii kontrolni skupiny.

Inhibice proteazomu méni prubéh kapacitace (Yi et al., 2012). Pro kapacitaci jsou
charakteristické zmény kinetickych paramenti motility spermii, které byly v naSich
experimentech inkubaci v kapacitatnim médiu s inbitorem PYR-41 signifikantn€ ovlivnény.
DMSO naopak parametry motility neovlivnilo. Nami zjisténé praimérné hodnoty linearity (LIN)
u kontrolni skupiny (35,22 + 0,82 %) a skupiny inkubované v médiu s pifidavkem DMSO
(37,92 + 1,43 %) odpovidaji podle Valverde et al. (2018) stfedné neprogresivnimu pohybu
a podle Schmid & Kamp (2004) nehyperaktivnim spermiim.

Inhibitor PYR-41 statisticky vyznamné¢ zvySoval linearitu (LIN) a ptimost drahy (STR)
spermii v zavislosti na dobé inkubace 1 koncentraci inhibitoru. Pfimost dréhy signifikantné
zvysoval ale i samotny DMSO. Ve studii Yoshida et al. (2018) popsal, ze podil pohyblivych

spermii srovnatelny Se spermiemi oSetfenymi PYR-41 a neoSetfenymi spermiemi
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(84,3+4,7% vs. 86,7 £ 6,3 % u neoSetienych spermii), tedy, ze motilita spermii zlstava
po osetfeni PYR-41 zcela zachovana. To odpovida i naSim pozorovanim

Primérnd rychlost pohybu (VAP) spermii byla signifikantné snizena u skupin
inkubovanych v pfitomnosti inhibitoru jak po jedné, tak po dvou hodinach inkubace. Inhibitor
snizoval primérnou rychlost pohybu Vv zavislosti na pouzité davce, ale s vyjimkou nejvyssi
sledované koncentrace (100 uM), byla motilita vyS$$i nez hodnota, kterd je uvadéna
pro nemotilni spermie (Aparicio et al. 2005; Matés et al. 2010).

Obdobn¢ snizoval inhibitor PYR-41 primérnou rychlost na skute¢né draze (VSL).
Tento parametr byl statisticky vyznamné rozdilny od kontrolni skupiny jen v koncentraci
25uM a 50 pM. Nami zjisténé hodnoty odpovidaji hodnotdm nehyperaktivnich spermii
(Aparicio et al. 2005; Schmid & Kamp 2004), coz ukazuje na inhibici kapacitace inhibitorem
PYR-41. Tomuto zjisténi odpovidaji i naméfené hodnoty amplituda oscilace hlavicky (ALH),
ktera byla signifikantn¢ snizend u vSech skupin spermii, které byly inkubované za pfitomnosti
inhibitoru PYR-41, a to jak po jedné, tak po dvou hodinach inkubace. ALH je povazovan
za nejcitlivgjsi parametr algoritmt (Ramié et al. 2008). ALH 3,83 + 0,15 pm/s; ve studii
Valverde et al. (2018) byly naméfeny hodnoty ALH 2,0 £ 0,01 um/s znalici rapidni
progresivitu. V nasem experimentu byly naméfeny hodnoty ALH pro kontrolu 7,31 £ 0,1 um/s,
coz zna¢i podle studie Valverde et al. (2018) rapidni progresivitu, hodnoty v naSem
experimentu pro inhibitor PYR-41 skoncentraci 100 uM byly 1,63 £ 0,09 pm/s,
to podle Valverde et al. (2018) znaci stfedné neprogresivni pohyb. V tomto parametru byl dobie
pozorovatelny vliv efektu na davce

Porovnanim rozdild v kinetickych parametrech mezi inseminacni davkou a nativnim
ejakulatem pied kapacitaci bylo zjist€éno, Ze u spermii v inseinaCnich davkach byly
signifikantné snizené parametry linearita a ptimost drahy. ZvySena naopak byla rychlost
na skute¢né draze a Sifce oscilace hlavicky. Tyto parametry jsou spojovany s pritbéhem
kapacitace (Broekhujise et al. 2012) a tudiz je mozné se domnivat, Ze spermie v insemina¢ni
davce byly jiz ¢astecné nakapacitovany diky zfed’ovacimu mediu. K experimentim cilenym
na studium faktort ovliviiujicich pribeh kapacitace by bylo vhodné&jsi pouZivat nativni ejakulat.
Pro kance je ale typickd zna¢nd variabilita v parametrech ejakulatu. Nutnou podminkou
pro vyuziti nativniho ejakuldtu je kontrola motility a dasledné vytfazovani ejakultatu
Z experimentu, pokud nesplni pozadované parametry. Protoze jsou komer¢ni inseminacni
davky vice standardizované, je jeich vyuZiti v experimentech i pfes urcité procento spontanné
kapacitovanych spermii vyhodnéjsi.

Zavérem lze konstatovat na zédklad€ nami zjisténych hodnot parametrii motility kancich
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spermii, ze inhibitor PYR-41 negativné naruSuje prub¢h jejich kapacitace a ze je tedy spravny

pribéh kapacitace zavisly na plné funkci ubiquitin — proteazomového systému.
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8 Zavér

V diplomové praci ,Ovlivnéni funkénich parametrt kancich spermii béhem
modifikované kapacitace in vitro byla stanovena hypotéza, Zze inhibice ubikvitin-
proteasomového systému PYR-41 ovlivni parametry motility spermii jako markery kapacitace.
Pro ovéteni hypotézy byly stanoveny dva cile — zhodnotit priib¢h kapacitace in vitro za pomoci
indukce akrozomalni reakce a naslednym pozorovanim integrity akrozomu mezi skupinou
ovlivnénou inhibitorem PYR-41 a kontrolni skupinou a dalSim cilem bylo za pomoci
pocitacového systému CASA vyhodnotit vliv inhibitoru PYR-41 na kinetické parametry
motility spermii. Oba cile byly naplnény. Vysledky vyzkumu ukazaly, ze doslo k inhibici
ubikvitin-proteasomového systému, ktery negativn¢ ovlivnil motilitu spermii béhem kapacitace
in vitro. Cim vyssi byla koncentrace inhibitoru PYR-41, tim vice byly negativné ovlinény
kinetické parametry CASA a s tim byla spojena niZz8i motilita kapacitovanych spermii. Zavérem
1ze konstatovat, Ze hypotéza, kterd byla formulovana, byla potvrzena a experimenty, které byly
soucasti diplomové prace, napomohly k zjisténi motility spermii béhem kapacitacniho procesu,

kde dochazi k degradaci proteinti ve spermiich.
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