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Syntaza oxidu dusnatého (NOS) a jeji funkce u kancich
spermii.

Souhrn

Oxid dusnaty (NO) je v buiikach tvofen syntazou oxidu dusnatého (NOS) a je znamy pro
svou funkci moduldtora mnoha fyziologickych procesi. I kdyZ jeho funkce v lidskych a mysich
spermiich byla popsana, informace o funkci NO/NOS v kancich spermiich nejsou tplné. Cilem
diplomové prace bylo najit izoformy NOS v kanc¢ich spermiich a zhodnotit efekt NO/NOS na
motilitu spermii. VSechny tfi izoformy NOS (e-NOS, i-NOS, and n-NOS) byly nalezeny v
kancich ejakulovanych I kapacitovanych spermiich. Efekt NO/NOS byl hodnocen u spermii
inkubovanych pii teploté 17 °C po dobu 72 h. Pro tento ucel byly vzorky spermii inkubovany
s inhibitory NOS aminoguanidinem (AG) a No-nitro-L-arginin hydrochlorid methylesterem
(L-NAME) v koncentracich 0,625, 1,25, 2,5, 5, a 10 mM. Krom¢ toho, byl sledovan vliv donoru
NO nitroprusidu sodného (SNP) v koncentraci 18,75, 37,5, 75, a 150 uM. Motilita spermii byla
hodnocena po 0 (kontrola), 4, 24, 48, 72 hodinach inkubace. Statisticky vyznamné zvySeni
linearni rychlosti (VSL) a primérné rychlosti na skute¢né draze (VCL) a také zvySeni
amplitudy oscilace hlavicky (ALH) bylo pozorovano po 72 hodinach skladovani u vzorkd
osetfenych 0,625 mM AG, pravdépodobné v diisledky antioxidacni vlastnosti tohoto inhibitoru.
Naproti tomu L-NAME v koncentraci 0,625 mM nevykazoval zadny vliv na parametry kanc¢ich
spermii po celou dobu inkubace. AG a L-NAME v koncentraci 10 mM negativné ovlivnili
pro normalni funkci spermii. Lze konstatovat, ze formulované hypotézy byly potvrzeny a
experimenty, které jsou soucasti diplomové prace, ptispély k lepSimu porozuméni role NO ve

fyziologickych procesech kanc¢ich spermii.

Klicova slova: oxid dusnaty, syntaza oxidu dusnatého, motilita, kan¢i spermie, kapacitace



Nitric oxide synthase (NOS) and its role in boar

spermatozoa

Summary

Nitric oxide (NO) is generated in cells by nitric oxide synthase (NOS) and it is known
as a modulator of several physiological processes. Although its function in human and mouse
spermatozoa has been described, there is, nevertheless, limited information concerning the role
of NO in boar spermatozoa. The aim of diploma theses was to find NOS isoform in boar
spermatozoa and evaluate the effect of NO/NOS on sperm motility. All three NOS isoform (e-
NOS, i-NOS, and n-NOS) was found in ejaculated and capacitated spermatozoa. The effect of
NO/NOS was evaluated on sperm stored at 17 °C for 72 h. For this purpose, sperm samples
were treated with 0.625, 1.25,2.5, 5, and 10 mM aminoguanidine (AG) or Nw-Nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride (L-NAME). Moreover, sodium nitroprusside (SNP), a NO donor,
was used at the dose of 18.75, 37.5, 75, and 150 uM. Sperm motility was evaluated at 0, 4, 24,
48, and 72 h of semen storage. A significant increase of the amplitude of lateral sperm head
displacement (ALH), and both curvilinear and straight-line velocity (VCL and VSL,
respectively) was observed at 72 h of semen storage in samples treated with 0.625 mM AG,
probably because of the antioxidant properties of this NOS inhibitor. Contrarily, 0.625 mM L-
NAME showed no effect on boar sperm parameters during the entire period of semen storage.
Moreover, AG and L-NAME at 10 mM negatively affected sperm kinetics which may provide
further support to the notion that low NO levels are necessary for a normal sperm function. It
can be stated, that the hypotheses of diploma thesis were confirmed, and the experiments have
contributed to a better understanding of the role of NO in the physiological processes of boar

sperm.

Keywords: nitric oxide, nitric oxide synthase, motility, boar spermatozoa, capacitation
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1 Uvod

Oxid dusnaty (NO) patii do skupiny plynnych molekul, tzv. gasotransmiterti, které se
Vv buiice podili na fizeni fyziologickych procesti. NO vznika v bunkach reakci, ktera je
katalyzovéana syntdzou oxidu dusnatého (NOS). Byly popsany tii izoformy syntidzy oxidu
dusnatého: neuronova (nNOS), endotelidlni (eNOS) a indukovatelna (iNOS).

[zoformy NOS byly popsany u spermii riznych druhti véetné ¢lovéka. Signélni drahy, do
kterych jsou NO a NOS zapojené se podileji na regulaci motility spermii, jejich vitality,
kapacitace, hyperaktivace, akrozomalni reakce i oplozeni.

Prestoze je intracelularni NO nezbytny pro spravnou funkci bunék, byl i n€¢j popsan duélni
efekt plsobeni. Zatimco nizké koncentrace NO obecné podporuji pribéh fyziologickych
bunécnych procest, vysoké koncentrace, které vznikaji napt. pfi zdnétu, maji naopak negativni
vliv. Tento efekt plati i pro spermie. Vysoké koncentrace NO pfispivaji k oxidativnimu stresu
a reaktivnich formy dusiku (RNS) jsou spolu s reaktivnimi formami kysliku (ROS) povazovany
za hlavni slozky oxidativniho stresu a jednu z hlavnich pficin Spatné kvality spermii u lidi. Stres
vyvolany vysokymi hladinami ROS a RNS sniZzuje celkovou a progresivni motilitu spermi,
kinetiku a membranovy potencial mitochondrii. Diky dudlnimu charakteru ptisobeni NO je pole

vyzkumu funkce NO v buiikach Siroké navic se zna¢nym aplika¢nim potencialem.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Na zakladé soucasnych poznatkii byla stanovena hypotéza, ze v kan¢ich spermiich jsou
exprimovany izoformy syntazy oxidu dusnatého (NOS) a ze se oxid dusnaty (NO) podili na

regulaci motility kancich spermii.

Pro ovéfeni stanovené hypotézy byly definovany cile prace:
1) Stanovit pomoci imunolokalizace izoformy NOS.
2) Vyhodnotit pomoci inhibitorti izoforem NOS a donoru NO zapojeni NO do regulace

motility kancich spermii.



3 Literarni reSerse

3.1 Spermie

Spermie, sam¢i pohlavni buniky, vznikaji ve varlatech procesem spermiogeneze. Takto
vzniklé buiiky jsou zpocatku nepohyblivé, bez schopnosti oplozeni, kterou ziskaji béhem
dalSiho procesu zrani v sam¢im a samicim pohlavnim aparatu (Yanagimachi, 1994).

Jednd se o specializovanou builku, ktera je svou stavbou uzplsobena pro predani
genetické informace do samiéi pohlavni bunky, oocytu. Po splynuti spermie s oocytem

nasleduje fize prvojader obou pohlavnich bunék a vznik zygoty (Yanagimachi, 1994).
3.1.1 Morfologie

Dvé zakladni ¢asti spermie jsou hlavicka a bi¢ik. Hlavicka spermie obsahuje jadro,
akrozom, cytoplazmu cytoskelet a proteiny. Jadro spermie obsahuje genetickou informaci.
Cytoplazma je v pribéhu spermatogeneze z vét§i Casti odstranéna spolecné s organelami
(ribozomy, endoplazmatické retikulum), které jsou pro spermii nepotiebné. Proteiny hlavicky
jsou dileZitou soucasti, jelikoz se zucastni rozpoznani a navazani spermie na obaly vajicka.
Funkci enzymt hlavicky je asistence pfi pronikani spermie do vaje¢nych oballi. Druhové
specificky se hlavicka spermie 1isi velikosti a tvarem (obr. 1). U kanci je pozorovan ovalny
tvar, u ¢lovéka kulaty nebo srpkovity tvar u hlodavct (Yanagimachi, 1994).

Bic¢ik spermie vykonava funkci pohybového aparatu, ktery slouzi k transportu spermie

K vajicku a k nasledné penetraci vaje¢nych obalt (Yanagimachi).
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Obrazek 1: morfologické typy hlavicek (Yanagimachi; 1994)
Jadro

Pii porovnani jadra spermie a somatické buiky Ize pozorovat urcité odlisnosti. Jadro
spermie je oproti somatické buiice vybaveno pouze jednou sadou chromozomti. Jadro spermie
se dale 1isi objemem, ktery je mensi, nez objem jadra somatické buniky (Sassone-Corsi, 2002).
Dutivodem je vysoka kondenzace chromatinu jadra, ktera vznika vazbou na protaminy. Protamin
je specializovany nuklearni protein, ktery je bazicky a obsahuje velké mnoZstvi argininu a
cysteinu. Syntéza mRNA protaminll nastava ve stadiu spermatid a v pribéhu spermiogeneze
dochazi k nahrazovani histonti jadra spermie témito specifickymi proteiny (Sassone-Corsi,
2002).

V dobé epididymalni maturace dochazi k oxidaci thiolovych skupin, obsaZenych
Vv protaminech, coz ma za nésledek vznik disulfidického mlistku mezi protaminy. Takto vzniklé
disulfidické mustky stabilizuji chromatin jadra spermie (Yanagimachi, 1994) a chrani DNA
pted ucinky kyselin, proteindaz a DNAaz (Mahi a Yanagimachi, 1976). Neni v§ak pIln¢ chranéna

pfed oxidativnim stresem.



Akrozom

Speciélni organela vyskytuje se pouze na spermii a pokryva ptedni ¢ast jejiho jadra.
Struktura akrozomu je tvofena vnitini a vnéj$i membranou (Yanagimachi, 1994). Ptedni cast
jadra je pokryta vnitini akrozomalni membranou a vné¢jsi akrozomalni membrana se nachazi
Vv pfedni ¢asti hlavicky spermie, pod plazmatickou membranou. K jadru je akrozom navazan
vnitini akrozomalni membranou pomoci akroplaxomu. Jednd se o sit’ proteinti zahrnujici
keratin 5 a B-aktin (Kierszenbaum et al., 2011). Velikosti a tvarem je akrozom druhové odlisny
a déli se na ekvatorialni ¢ast, kterd tvoii spodni oblast akrozomu ucastnici se flize spermie a
oocytu a na akrozomalni ¢epicku.

Tato membranova organela obsahuje lytické enzymy, jak bézné hydrolazy nachéazejici
se v lysozymech, tak enzymy specifické pro spermatogenni buiiky jako je proakrosin nebo
hyaluronidédza (glukosiddza), kterd se vSak od béZné lysozomalni formy 1iSi. Syntéza
akrozomalnich enzymu zaéina jiz v pachytennim stadiu meidzy v prubéhu spermatogeneze, kdy
akrozomalni vacek jes$té neni vytvofen. Proakrosin je neaktivni forma enzymu, ktery je
syntetizovan pievazné v kruhovych spermatidach, a patii do serin-protedzové superrodiny. V
prubéhu akrosomalni reakce (AR) je proakrosin $tépen a vznika jeho aktivni forma — akrosin
(Yanagimachi, 1994).

K formaci akrozomu dochazi béhem spermatogeneze, kdy se =zacCinaji tvofit
proakrozomické granula z Golgiho vacku. Tyto granula se nésledné shlukuji a po fuzi tvori
velkou akrozomovou granuli. Dochédzi ke zvétSovani akrozomové granule, diky
glykoproteinové syntéze v Golgiho apardtu a naslednému nasednuti na jaderny povrch.
Akrozom nasledné houstne a tvofi vnitini plazmatickou membranu (Abou-Haila a Tulsiani,

2000).

Cytoskelet hlavicky

Hlavi¢ka spermie obsahuje cytoskelet. Dvoji funkce cytoskeletu urcuje tvarovani
hlavicky a hraje roli pfi pronikani spermie do oocytu, ptes jeho obaly (P&éknicova et al., 2001).
Cytoskeletarni strukturu je mozno dé€lit dle jeji lokalizace do tii ¢asti. Subakrozomalni,
postakrozomalni a parakrozomalni cytoskeletdrni cast. Mezi jadrem a akrozomem je
lokalizovéna subakrozomalni cytoskeletarni ¢ast, mezi jaddrem a plazmatickou membranou
postakrozomalni a mezi akrozomem a plazmatickou membrdnou paraakrozomalni

cytoskeletarni ¢ast (Yanagimachi, 1994).



Pti formovéani akrozomu a néslednému prodluzovani jadra, kompaktu chromatinu,
tvorbé biciku dochéazi ke vzniku manzety, ktera obklopuje jadro. Bylo pozorovéano slozeni
struktury manzety, kterd se sklada z mikrotubuldrnich a aktinovych proteinti molekulérnich
motorti. Tyto proteiny mohou mit vliv na stabilizaci, regulaci a aktivitu motorti vlivem
modifikace tubulinu béhem procesu spermatogeneze a polarizace buniky (Sperry, 2012). Kromé
vlivu na tvar hlavicky spermie ma manzeta podil na transportovani vacki a makromolekul do

cytoplazmy, centrozomu a bi¢iku smérem z jadra (Kierszenbaum, 2011).

Bicik spermie

Bicik slouzi jako pohybovy aparat, ktery umoziuje spermii dosdhnout misto oplozeni a
je slozen ze Ctyt €asti. Jmenovité ¢ast, kde kréek spojuje hlavicku a bicik, mitochondrialni ¢ast,
hlavni ¢ast a koncova ¢ast (Yanagimachi, 1994). Celou délkou bi¢iku prochazi axonema, coz
je svazek mikrotubld uvnitt bi¢iku. Tento ttvar, ktery slouzi jako organiza¢ni centrum pohybu,
vyrusté z centrioly a je slozen ze dvou centralnich mikrotubult. Tyto centralni mikrotubuly jsou
dale obklopené deviti dvojicemi mikrotubulii. Jednotlivé dvojice mikrotubuli jsou spojeny
dyneinovymi raminky a tato struktura je nezbytna pro pohyb spermie. Dale je mozné pozorovat
husté vnéjsi vldkna, ktera v celé délce biciku obaluji axonemu (Alberts et al., 2002). Ve stfedni
¢asti bic¢iku se nachazeji mitochondrie, které tvofi energii pomoci ATP, ktera je nasledné
vyuzita pro pohyb bic¢iku (Yanagimachi, 1994). Pomoci hydrolyzace mitochondrialniho ATP
dyneinovymi raminky dochazi k uvolnéni energie, coZ ma za nasledek ohybani bi¢iku a pohyb
spermie (Alberts et al., 2002).

Nejdelsi ¢ast biciku, hlavni, je obklopena fibrilarni pochvou, ktera obaluje husta vnéjsi
vldkna a axonemu. Funkce této pochvy neni doposud piesné objasnéna, predpoklada se, Ze se
jednd o nositele glykolytickych enzymii a signaliza¢nich molekul (Fiedler et al., 2013).
Glykolyza je vyzadovana pro proces hyperaktivace motility a fosforylace, ke které dochazi pti
kapacitaci spermie (Fiedler et al., 2013). Z tohoto diivodu ma fibrilarni pochva a jeji usporadani

vliv na funk¢nost spermie (Fiedler et al., 2013).
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Obrazek 2: Usporddani mikrotubuli v biciku: ptficny fez bi¢ikem pod elektronovym
mikroskopem (A); schematické znazornéni (B) (Alberts et al., 2002).

Plazmatick4a membrana

Slozeni plazmatické membrany spermii neni jednotné, jelikoZ u membrany dochazi
k rozdé€leni do ¢asti dle jejich funkce a zplisobu napojeni na spermii. Plazmatické membrana je
z velké casti tvorena hlavné fosfolipidy. Déle obsahuje steroly, jmenovité cholesterol, ktery
ovliviigje fluiditu membrany (Yanagimachi, 1994).

Hlavicka spermie mé dv¢ €asti: akrozomalni a postakrozomalni. Akrozomalni ¢ast se
dale sklada z ptedni akrozomalni ¢asti, ktera se nachazi v oblasti hlavicky nad akrozomem a
ekvatorialni ¢asti (Toshimori a Ito, 2003). Molekuly obsazené v akrozomalni ¢asti plazmatické
membrany plni svou funkci v dobé vazby spermie na zonu pellucidu (ZP) pii akrozomalni
reakci. V membrané postakrozomalni a ekvatorialni ¢asti jsou obsaZzeny molekuly, které jsou
nutné pro splynuti spermie s vajickem. Plazmatickdi membréna, kterd se nachdzi v

oblasti bi¢iku, obsahuje molekuly zahrnuté v aktivité biciku (Toshimori a Ito, 2003).



3.1.2 Spermie v sam¢im reprodukénim traktu

Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces, pii kterém dochdzi k bunéénému d€leni a tvorbé samcich
gamet, které jsou schopné transportu haploidniho genomu k oocytu (Yanagimachi, 1994).

Vyvoj spermii je slozen z faze rozmnozovaci, ristové a zrani. V prvni fazi se mitoticky
déli zarode¢né bunky (Spermatogonie A), které se nachdzi na basalni membrané
semenotvornych kandlki. Tato bunka se nasledn¢ pfesouva pies bariéru Sertoliho bunky.
Dochazi k dal$imu mitotickému déleni a vzniku spermatogonie typu B, ktera jiz neni v kontaktu
S basalni membranou. Spermatogonie B ve fdzi rlstu zvySuje cytoplasmaticky objem a
mitotickym délenim vznikd spermatocyt I. fadu. Spermatocyt I. fddu obsahuje shodné se
somatickou buikou dvé sady chromozomu. Spermatocyt I. fadu se meioticky déli za vzniku
spermatocytu II. fadu. Spermatocyt II. fadu se dale déli pti druhém meiotickém déleni na Ctyii
spermatidy, které¢ dal$i déleni nepodstupuji. (Yanagimachi, 1994).

Mistem vzniku spermii, v prubéhu spermatogeneze, jsou semenotvorné kanalky varlat.
Zde se spermie tvoii ve vlnach pfeménou primordialnich zarode¢nych bunék. Pro tvorbu
spermii je vyZzadovana nizsi teplota, nez je teplota téla. Z tohoto diivodu sestupuji varlata do
oblasti Sourku béhem embryondlniho vyvoje. V ptipad€, ze varlata nesestoupi, dochazi
k porucham pfi spermatogenezi. Tyto poruchy maji za nasledek neplodnost samce

(Yanagimachi, 1994).

Spermiogeneze

Proces, v jehoz pribéhu vznikaji morfologické zmény, které utvaieji kone¢nou podobou
spermie. V téchto zménach je zahrnuto odvrhovani piebytecné cytoplazmy ve formé
rezidudlnich télisek, u kterych dochazi k fagocytdze Sertoliho butikami (de Kretser et al., 1998).
Dale se z Golgiho aparatu tvoii akrozom napojeny na obal jadra a formuje se bic¢ik. Chromatin
jadra prochazi kondenzaci, kdy je ¢ast histonli nahrazena protaminem (Yanagimachi, 1994;
Gilbert, 2006). Nastava pteruSeni spojeni cytoplazmatickych mustkt se Sertoliho buiikkami a

spermie jsou uvoliovany do lumen semenotvorné¢ho kanalku (Hermo et al., 2010a).



Epididymalni maturace

Spermie ve varleti dosahuji morfologické zralosti. Nejsou vSak schopny uspé$ného
oplozeni vajicka, jelikoZ nemaji schopnost pohybovat se progresivné a vazat se na ZP (Gatti et
al., 2004).

Spermie proto podstupuji neékolik déji, po kterych ziskavaji vlastnosti, které jsou
potiebné k uspésnému oplozeni. V organismu samce podstupuji spermie prvni zraci d¢€j, pfi
priachodu nadvarletem. Zmény, které zde spermie prodélaji a ziskaji oplozovaci schopnost se
oznacuji jako epididymalni maturace.

Spermie jsou transportovany ze semenotvornych kanalka skrze tubuli recti, rete testis a
ductuli efferents. Zmény, kterymi spermie prochazeji béhem epididymalni maturace zajist'uji,
ze je plasmatickd membrana spermie stabilizovana, je zabranéno ptred¢asné akrozomalni reakci
a jsou ochranény receptory umoziujici vazbu se ZP (Gatti et al., 2004).

Nadvarle tvoii stoeny kanalek a anatomicky se déli do tii ¢asti. Hlava (caput), télo
(corpus) a ocas (cauda). Ocas nadvarlete, ktery naseda na rete testis a tsti do vas deferens,
slouzi jako zasobarna zralych spermii, které jsou pfipraveny k ejakulaci.

Doba uchovani spermii v nadvarleti zavisi na druhu Zivocicha a pohybuje se v fadu
n¢kolika dni az tydnti (Yanagimachi, 1994). Obecné plati, Zze spermie ziskavaji oplozovaci
schopnost v ocasu nadvarlete, kde dochazi k jejich skladovani. U kanci je vS8ak mozno nalézt
oplozeni schopné spermie v hlavé nadvarlete a napt. u lidi se zralé spermie objevuji v corpusu
(Yanagimachi, 1994).

V nadvarleti je utvafeno prostiedi, které je izolovano od krevniho ob¢hu, se
specifickymi vlastnostmi jako jsou teplota, pH, tenze kysliku, skladba iontti. Toto prostiedi je
dilezité pro proces zrani spermii (Dacheux et al., 2003). Vysoka koncentrace iontd Zn?* je
charakteristicka pro prosttedi nadvarlete, jelikoz se zde podili na dospivani spermii (Frenette et
al., 2001).

Na epitelovych bunikach nadvarlete se nachazeji mikroklky, které interaguji se
spermiemi, které prochazeji kanalkem. Lumen nadvarlete je vyplnéno tekutinou. Tekutina
nadvarlete se vyznacuje vysokou absorb¢ni a sekre¢ni aktivitou a jeji sloZeni je rozdilné v kazdé
casti nadvarlete. Segmentace nadvarlete ovliviiuje funkci a morfologii epitelialnich bun¢k

(Belleannée et al., 2012).



Molekuly plazmatické membrany se pii prichodu nadvarletem méni napi. glykosylaci,
maskuji nebo jsou odstranény. Pii glykosylaci popt. deglykosylaci dochéazi k enzymatické
upravé proteini, které tvoii plasmatickou membranu spermie (Dacheux et al., 2003). Je
zvySovan zaporny naboj membrany a nastavaji zmény ve schopnosti vazat lektin (Saxena et al.,
2002). Beéhem prachodu spermii se taktéz adsorbuji a vclenuji nové molekuly, které se
syntetizuji v nadvarlatech.

Sekretované proteiny se bud’ navéazi na slozky plazmatické membrany nebo jsou
zabudovany do subcelularni domény nebo maji chovani integralnich proteini nebo jsou vazany
GPI kotvou (Zhang a Martin-Deleon, 2003). Cast proteint se vaze elektrostatickou interakci a
jsou pfichyceny na povrch spermie.

Jako dalsi ptiklad molekuly k jejiz sekreci dochazi v nadvarleti, je uvadén cholesterol,
ktery se vclenuje do plazmatické membrany spermie, diky cemuz je zajisténa jeji stabilizace
(Yanagimachi, 1994). Dalsi molekuly, k jejichz sekreci dochazi v nadvarleti zajiStuji preziti
v sami¢im reproduk¢nim traktu nebo se ucastni procesu navazani spermie na ZP (Yanagimachi,
1994).

Jak bylo popsano vyse, vétsi ¢ast proteind obsazenych v tekutiné jsou produktem
sekrece nadvarlat. Sekrece probiha apokrinng, kdy jsou tvofeny malé membranové vacky,
epididymosomy. Epididymosomy se svym slozenim li$i od proteinii které se nachazi
Vv epididymalni tekuting (Frenette et al., 2001). Pfedpoklada se, ze se epididymosomy tcastni
eliminace poskozenych spermii spojenim ubiquitinu a povrchu spermie, za vzniku fagocytozy
(Sutovsky et al., 2001).

Spermie nachazejici se ve varlatech nemaji schopnost pohybu nebo je pohyb velmi
omezeny. Schopnost pohybu spermii tedy zajiStuje proces epididymalni maturace. Spermie,
které prodélali epididymalni maturaci jsou pohyblivé a maji schopnost oplodnit vaji¢ko v in
vitro prostiedi Vv piipadé€, ze prosli procesem kapacitace a akrozomalni reakce. Aby byly
spermie schopné oplodnit vajicko v in vivo prostiedi, musi dojit k navazani na ZP, akrozomalni
reakci, priuniku obaly oocytu a spole¢né fuzi (Baldi et al., 2002).

Pro spermie je nutné pieZiti po urcity ¢as v prostfedi samciho reprodukéniho traktu, aby
mohlo dojit k procesu kapacitace, po kterém se spermie stane plné fertilni a ziska schopnosti

nutné pro oplozeni oocytu (Visconti et al., 1998a).
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3.1.3 Spermie v sami¢im reprodukénim traktu

Po kopulaci a nasledné ejakulaci dochazi ke vstupu spermii do samiciho reprodukéniho
traktu. Zde spermie prodélaji dva dalsi nezbytné maturac¢ni déje. Kapacitaci a akrozomalni
reakci. Tyto maturacni déje musi probéhnout, aby posléze doslo k tispéSnému oplozeni oocytu.
Jakékoliv porucha maturacnich d&ju vede k selhani spermii pii oplozeni (De Jonge, 2005).

V zavislosti na zivo¢isSném druhu je v ejakulatu obsazeno nékolik desitek az stovek
miliénu spermii schopnych pohybu. Znacna Cast spermii je zastavena d€loznim krckem a
hlenem. Do dé€lohy vstupuji spermie, které¢ jsou morfologicky bez defektu, jsou schopny
progresivniho pohybu a maji fungujici plazmatickou membranu, ktera je schopna reagovat na
prostiedi délohy. Spermie putuji z délohy do vejcovodi a jenom malé mnozstvi je schopno

dosahnout na povrch ZP. V kone¢né fazi oocyt oplodni jedna spermie (De Jonge, 2005).

Oviduktalni rezervoar

Po vstupu do reprodukéniho traktu samice za¢nou na spermie pasobit bariéry ve formé
imunitni reakce s pohlavnim Gstrojim a hlenu délozniho kr¢ku. Hlen je prvni formou selekce
spermii pii jejich transportu k oocytu. Funkci hlenu je zabranit morfologicky nedokonalym
spermiim, které nemaji dostate¢nou motilitu, ve vstupu (Barros et al., 1988).

Pti nasledném priichodu d€lohou, je spermiim pohyb ve sméru k vejcovodiim usnadnén

pomoci kontrakci sval délohy, které jsou vyvolavany slozkami ejakulatu (Kunz et al., 1996).
Z diivodu rychlého prichodu de€lohou nejsou spermie dlouhodobé vystavovany reakci
imunitniho systému v pohlavnim ustroji samice a je jim tak umoZnéno prezivat delsi dobu.
V istmické ¢asti vejcovodu, se po prichodu spermii délohou tvoii oviduktdlni rezervoar.
Rezervoar slouzi jako zasobarna spermii, nez nastane doba ovulace vajicka. Diky
oviduktalnimu rezervoaru je mozna synchronizace dozrani spermii s uvolnénim oocytu. Tvorba
oviduktalniho rezervoaru je umoZznéna diky lektinovym vazbam. Proteiny, které pokryvaji
povrch spermii jsou navazany na sacharidové komponenty epitele oviduktu (Topfer-Petersen
et al., 2002). Tyto lektinové vazby jsou druhoveé specifické (Talevi a Gualtieri, 2010).

Oviduktalni rezervodr je dal$im selekénim mistem spermii a dochazi zde k zacatku
kapacitace. Pfedpoklada se, ze k uvolnéni spermii rezervoarem dochazi diky hormonalnimu
impulzu pii ovulaci. Dochéazi ke zméné slozeni oviduktalni tekutiny a diky tomu nésleduje
stimul spermii ke kapacitaci (Hunter, 1996). Diky néslednému regulovanému uvoliiovani

kapacitovanych spermii do vejcovodu je branéno vzniku polyspermie (Hunter, 1996).
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Kapacitace

Pfi kapacitaci nastavaji ve spermii, ktera se nachazi v pohlavnim ustroji samice nebo
Vv in vitro podminkach, regulované biochemické a biofyzikalni zmény. Nezavisle na sob¢ byla
poprvé dolozena nutnost kapacitace a jejiho vlivu na uspésnost oplozeni oocytu v roce 1951
(Chang 1951; Austin 1951).

Béhem kapacitace dochdzi k odstranéni dekapacitacnich faktord, coz jsou latky
stabilizujici membranu spermie. Nasledkem odstranéni téchto faktort jsou spermie vice citlivé
na prostiedi béhem fertiliza¢niho procesu (Yanagimachi, 1994). Hormonalni stav samice a
kvalita ejakulatu ovliviiuje rychlost prubéhu kapacitace.

Spermie jsou ulozeny V isthmu oviduktu, dochazi-li ke kopulaci pted ovulaci. Zde jsou
spermie navazany na epitel vejcovodu a dochdzi k tvorbé oviduktalniho rezervoéaru (Smith et
al., 1987; Yanagimachi a Chang, 1963). Diky této vazbé je udrzena stabilita plazmatické
membrany, nasledkem ¢ehoz se zpomaluje kapacitace, ale na druhou stranu se prodluzuje
zivotaschopnost spermii. K urychleni kapacitace a k diivéjSimu vypusténi spermii z isthmu
dochazi, pokud kopulace nastala po ovulaci oocytu. Diivodem je, aby spermie dosahli oocytu
ve vhodnou chvili pro oplozeni (Yanagimachi, 1994).

Uchovéni spermii je zavislé na zivo€isném druhu. U nékterych druhd vznika vazba
spermii na epitel vejcovodu ve spodni Casti isthmu a tvori se oviduktélni rezervoar. U jinych
zivo€isnych druhtl, napt. u ¢lovéka dochazi k uchovani spermii nejdiive v cervikalnim hlenu a
nasledné vznika oviduktalni rezervoar (Yanagimachi, 1994).

Funkci cervikalniho hlenu je ochrana spermii v prostiedi pochvy, kde dochazi k
jejich fagocytoze. Cervikalni hlen taktéz zabranuje semenné plazmé ve vstupu do délohy a je
schopen odstraniovat spermie s morfologickym defektem (Chretien, 1977).

Spermie jsou z rezervoaru uvolnény pii ovulaci. Isthmus a jeho spodni ¢ast je velmi
citlivy na hormonélni zmény, jelikoZ obsahuje mnoho adrenoreceptorti a krev, kterd proudi pres
utero-tubualni arterii je bohatd na hormony vaje¢niku (Hunter et al., 1983). Nasledkem zmén
probihajicich v plazmatické membrané hlavicky spermie, béhem kapacitace a hyperaktivace
motility, dochazi uvoliovani spermii z isthmu (Yanagimachi, 1994).

Spermie jsou nasledné transportovany pies lumen vejcovodu do ampuly, kterd je mistem
oplozeni oocytu. Ke kapacitaci dochdzi ve spodni ¢asti isthmu. Spermie neprochazi kapacitaci
najednou, ale postupné. Dochazi tak k postupnému uvolnovani z oviduktalniho rezervoaru
(Yanagimachi, 1994). Jedna-li se o druh, ktery skladuje spermie nejdfive v cervikalnim hlenu,

dochdzi k zacatku kapacitace jiz zde (Yanagimachi, 1994).
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V prubéhu kapacitace se zvysuje fluidita plazmatické membrany, jelikoz dochazi ke
zméné koncentrace intracelularnich iontti. Dale se méni slozeni lipidi a fosfolipidii plazmatické
membrany a jejich distribuce (Lamirande et al., 1997).

Dochazi odstranéni proteinti integrovanych v semenné plazmé (dekapacitacni faktor a
caltrin) a v nadvarlatech (akrozom stabilizujici protein) (Yanagimachi, 1994). Semenna
plazma dale obsahuje adenosin, ,.fertilization promoting peptid®, kalcitonin a angiotensin II.
Tyto komponenty jsou nutné pro to, aby byla spravné nacasovana kapacitace a akrozomalni
reakce (Fraser et al., 2006a). Funkci téchto latek je spusSténi signalni kaskady vazbou na
receptor, coZ ma za nasledek produkovani c-AMP.Z divodu piedCasné akrozomalni reakce,
ktera je nezadouci, musi byt Hladina c-AMP regulovana, jelikoz zvyseni jeji hladiny koreluje s
navozenim kapacitace a akrozomalni reakce. Komponenty semenné plazmy proto brani
predCasnému vzniku akrozomalni reakce snizovanim produkovaného c-AMP ve spermiich,
které prodé€lali kapacitaci (Fraser et al, 2006a). Mezi regulator kapacitace patii enzym
fosfodiesteraza, jehoz funkci je Stépit c-AMP na metabolit 5"AMP, ktery neni aktivni (Fraser
et al, 2006a).

Kromé¢ toho, Ze jsou nckteré komponenty membrany odstrafiovany, dal§i mohou byt
skryty nebo se stat pristupnymi pro okolni prostfedi, ¢imZ dochazi k odkryti povrchovych
receptort, které jsou nutné pii rozpoznavani a vazbé spermie na ZP (Abou-haila a Tulsiani,
2009). Plazmatickd membrana spermii, které se zucastnili ejakulace, je vice stabilni, diky
navazanym sloZkdm semenné plazmy (glykoproteiny, polypeptidy, dekapacita¢ni faktor). Diky
tomu maji vetsi rezistenci vici kapacitaci nez epididymalni spermie (Yanagimachi, 1994).

D¢&j kapacitace je dale spojovan se zvySenou fosforylaci proteind tyrosinovych, serinovych a
threoninovych zbytki, zvySenym metabolismem a s hyperaktivovanou motilitou (Baldi et al.,
2002).

Hyperaktivace je brana jako soucast kapacitace, jeji regulace je vSak odlisna (Marquez
a Suarez, 2004). Dochazi ke zmén€ pohybu biciku, jejiz nasledkem je snadné€j$i uvolnovani
spermii z oviduktalniho rezervoaru a snadnéjsi pranik obaly oocytu (Suarez a Pacey, 2006).
Spermie po hyperaktivaci snadnéji a rychleji proniknout kumularnimi butikami oocytu a zonou
pelucidou. Bylo zjisténo ze blokaci hyperaktivace kapacitované spermie, ktera dokoncila

akrozomalni reakci, je znemoznén prunik do vaji¢ka (Stauss et al., 1995).
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V plazmatické membrané spermii musi byt udrzovan iontovy gradient jako v jinych
buiikach. Epididymalni spermie maji ze zacatku vysokou intraceluldrni koncentraci K* (120
mM) a nizkou intracelularni koncentraci Na?* (14 mM). Priibézné s kapacitaci dochazi ke
zmén¢ iontového prostiedi. Intracelularni koncentrace sodiku, vapniku a bikarbonatu je vyssi,
coz ma za nasledek zvyseni pH v buiice. Koncentrace iontl drasliku, zinku a chléru je nizsi
(Yanagimachi, 1994). Nasledkem vyssi koncentrace vapniku a bikarbonatu je aktivovéna
adenylat cyklaza (Baldi et al., 1996). Aktivace adenylat cyklazy ma za nésledek produkci c-
AMP, ktera aktivuje c-AMP dependentni protein kindzu A (PKA).

PKA aktivuje enzym skramblazu (Harrison a Gadella, 2005), ktera je zodpovédna za
distribuci fosfolipidi ve vnéj$im a vnitinim listu plazmatické membrany a umoziuje snadné;jsi
odstranéni membranového cholesterolu (Harrison a Gadella, 2005).

ZvySena fluidita membrany v oblasti hlavicky a bi¢iku je umoznéna diky zméndm na
membrané spermie. Cholesterol je odstrafiovan pomoci albuminu a HDL a membrana je tak
vice piistupna pro ¢astice které vazou lipidy (Abou-haila a Tulsiani, 2009). Akrozomalni oblast
plazmatické membrany spermii, které neprod¢lali kapacitaci, se vyznacuje vysokou koncentraci
cholesterolu. Po ukonceni kapacitace se tato koncentrace snizuje, dale jsou produkovany
fuzogenni slozky a spermie je pfipravovana na akrozomadlni reakci (Yanagimachi, 1994). Po
aktivaci PKA dochazi k fosforylaci tyrosin kindzy na serinovém a threoninovém zbytku, coz
ma za nasledek aktivaci této kindzy. Nasleduje fosforylace dalSich proteinli na tyrosinovém
zbytku tyrosin kindzou (Baldi et al., 1996). Fosforylace proteint tyrosin kinazou je typickou
postransla¢ni modifikaci proteinii béhem kapacitace a akrozomalni reakce. Tato modifikace je
dalezitd z hlediska signalizacnich déju ve spermii, jelikoz DNA je v buiice vysoce
kondenzovana a nema moznost ovlivnit syntézu novych proteinii (Baldi et al., 1996). v Prib¢hu

kapacitace dochazi k fosforylaci proteinil o vaze 95, 51 a 75 kDa (Baldi et al., 1996).

14



AKrozomalni reakce

Akrozomalni reakce (AR) je klicovy matura¢ni d&j pii splyvani spermie a oocytu. Po
kontaktu vnégjSich obalti oocytu s kapacitovanymi spermiemi dochazi ve spermii k aktivaci
proteinti a signalnich kaskad, nasledkem c¢ehoz je exocytdza akrozomalniho vacku, tedy
akrozomalni reakce (Florman et al., 2004).

V prubéhu exocytdzy jsou uvolnovany intraakrozomalni enzymy a jsou odkryvany nové
membranové domény, jelikoz se vnitini akrozomalni membrana dostava na povrch hlavicky
spermie v anteriorni oblasti. Proteiny, které se vazi na vnitini akrozomalni membranu se ucastni
vazby spermie na plazmatickou membranu oocytu, pfi nasledné fiizi membran spermie a oocytu
nebo pii exocytoze kortikalnich granul.

Sav¢i oocyt obklopuje glykoproteinovy obal, ktery se oznacuje ZP. Po ovulaci se tvoii
dalsi obal z kumularnich bunek slozeny zjejich matrix, ktery obsahuje polymerizovanou
hyaluronovou kyselinu. Pro naslednou fuzi spermie s membranou oocytu je nutné proniknuti
touto bariérou. Bylo zjisténo, ze proniknuti skrze tyto obaly nasledné fize s plazmatickou
membranou oocytu je mozné jenom v piipadé, Ze spermie prodé¢lala akrozomalni reakci
(Yanagimachi, 1994). Déle bylo pozorovano, Ze u spermie neni mozné navozeni akrozomalni
reakce spontanné ani po indukci ligandem, v piipadé Ze neprobéhl kapacitacni proces
(Yanagimachi, 1994).

Dlouhodobé byl pfijiman fakt o iniciaci akrozomalni reakce, kterd vznik4 pii kontaktu
spermie se ZP a jejim naslednym navazanim na ZP3 protein (Yanagimachi, 1994; Baldi et al.,
2002). Jin et al. (2011) prokazali, Zze vétsina mySich spermii, které jsou schopné oplozeni,
iniciuje AR pfi priniku extraceluarnim obalem oocytu (cumulus oophorus). Nasledné byla
prokazana schopnost prichodu skrz ZP a nasledné oplozeni oocytu u spermii, u kterych byla
AR indukovana v pribchu penetrace extraceluarniho obalu oocytu (Jin et al., 2011).

I ptes prikaz schopnosti spermii, u kterych prob&hla AR, projit ZP (Huang et al., 1981;
Myles et al., 1987) stale nebylo zjisténo, ¢im je iniciovana AR v pribéhu prichodu spermie
pies cumullus oophorus. O hormonu progesteronu, ktery je sekretovan kumularnimi bunkami,
se spekuluje jako o mozném iniciatoru AR. Pies dohady, zda dochazi k aktivaci AR pfti kontaktu
spermie s cumullus oophrorus nebo pfi vazbé na ZP, mlze oocyt oplodnit pouze spermie, u

které probéhla akrozomalni reakce.
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Obecné pfijimany mechanismus signalni drahy AR po navézani na ZP3 protein
pokracuje zvySenim koncentrace vapnikovych kationtt, které jsou transportovany skrze
vapenaté kanaly. Pii zvySené intracelularni koncentraci vapnikovych kationtl nésleduje
aktivace adenylat cyklazy (AC), fosfolipazy C (PLC) a fosfolipazy A2 (PLA2). Po aktivaci
za¢ind AC produkovat c-AMP, diky kterému dochazi k aktivaci protein kinazy A (PAK).
Aktivaci PLC dochazi k produkci Inositol-3-fosfatu (IP3) a diacylglycerolu (DAG), které
funguji jako fyziologické aktivatory protein kinazy C (PKC). Funkci PKA a PKC je fosforylace
proteintl, které jsou potifebné pii AR. Po aktivaci PLA2 je Stépen fosfatidylcholin a vznika
lysofosfatidylcholin a kyselina arachidonova (Baldi et al., 2002). Pfi zvySovani koncentrace
vapnikovych kationtli a pH probiha soubézné depolymerizace F-aktinu za vzniku monomerniho
G-aktinu. Depolymerizaci F-aktinu dochézi k ptiblizeni akrozomadlni a plazmatické membrany,
jelikoz bariéra mezi témito membranami je tvotfena pravé F-aktinem (Hermo et al., 2010c).
Spojenim produkce a depolymerizace F-aktinu nasledné vznikd akrozomalni reakce (Abou-
haila a Tulsiani, 2009).

V akrozomu je obsazeno velké mnozstvi enzymu napi. proteinasa akrosin,
hyaluronidasa, fosfatasa, B-galaktosidasa, neuraminidasa, fosfolipasa a dal§i (Yanagimachi,
1994). Kapacitace a AR jsou tedy na sob¢ zavislé déje, jelikoz dosahnuti AR je mozné pouze u

spermii, u kterych doslo k plné kapacitaci.

Progesteron

Jak bylo zminovano vyse, progesteron je v soucasné¢ dobé povazovan za mozny ligand
zodpovédny za spusténi AR pfii prichodu spermie skrz extracelularni obal oocytu. I pfesto vSak
nebyla piesné urena molekula, kterd je za aktivaci AR prichodem ptes cumulus oophorus
odpovédna.

Progesteron je produkovan kumuldrnimi buiikkami, které i po ovulaci obklopuji
v nékolika vrstvach (2-3 vrstvy) oocyt, a které tvoii vnéj$i obal oocytu. Nasledné je progesteron
sekretovan do extraceluarniho prostoru kumularnich bunék (Serrano a Garcia-Suarez, 2001).
Nékolik studii prokazuje vazbu progesteronu na receptory, které se nachazeji na plazmatické
membrané spermie, v prub¢hu priniku pres cumulus oophorus a dale spousténi signalni drahy,
ktera ma za nasledek alkalizaci cytosolu v hlavi¢ce spermie (Serrano a Garcia-Suarez, 2001).
Benoff (1998) poukazuje na neschopnost progesteronu samostatné iniciovat AR Vv in vivo
podminkach, i kdyz podle Osman et al. (1989) je progesteron pii vysoké koncentraci schopen
iniciace AR. Harper et al. (2004), Florman et al. (2004) a Teves et al. (2009) piedpokladaji, ze

progesteron se spiSe zucastiiuje chemotaxe a fizeni motility spermie.
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3.2 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) patii do skupiny malych, plynnych molekul, takzvanych
gasotransmitterti. Gasotransmittery jsou v soucasné dobé piedmétem studii z divodu jejich
funkce jako signalnich molekul v buiice (Wang, 2004). K syntéze gasotransmitterit dochazi
V buiice pomoci enzymu syntazy oxidu dusnatého (NOS). Mezi vlastnosti gasotransmittert
patii snadnd prostupnost plasmatickymi membranami a autokrinni, endokrinni nebo parakrinni
efekt (Wang, 2004). Diky objevu vazodilatacniho vlivu NO na kardiovaskuldrni systém, za
ktery byla ud€lena Nobelova cena za fyziologii v roce 1998, se stal NO pfedmétem zajmu a

vyzkumu v oblasti fyziologie a mediciny (Kupkové a Benes, 2004).
3.2.1 Vlastnosti a syntéza oxidu dusnatého

Oxid dusnaty je volny radikal, ktery je schopen priniku pies bunécné membrany, a ktery
je tvofen nepolarni dvouatomovou molekulou s kratkym biologickym polo¢asem rozpadu (v
priméru tfi az pét sekund) (Garthwaite, 1991) s maximdlni rozpustnosti ve vod¢, kterd je
srovnatelna s rozpustnosti, jakou ma Cisty kyslik (Dixit a Parvizi, 2001). Pti reakci NO2 s NO
se tvori oxid dusity, ktery ma schopnost nitrosylace proteinti. Nitrosylace je jednim ze zptisobti
modifikace proteind (Stamler et al., 1994). Nitroso-thiol plni funkci jako nosi¢ NO (Furchgott
a Zawadski, 1980). Byl pozorovan vznik dusitanti v pritbéhu rozkladu NO. Nésledné dochézi
Kk oxidaci dusitanti na dusi¢nany, pokud se nachazeji v ptitomnosti hemoproteinti (Kupkova a
Benes, 2004). vyskyt dusitanii a dusi¢nanii je mozné stanovit pomoci spektrofotometrie a
nasledné tak vyuzit pro nepifimé stanoveni NO (Kupkova a Benes, 2004). Mezi dalsi reakce
patii reakce superoxidu s NO, po které¢ nasleduje vznik peroxodusitanu (OONO-), ktery je
toxicky a ma schopnost oxidace bilkovinovych SH skupin. Dale mé& schopnost poskozovat
DNA a vyvolavat apoptdzu. Ptireakci NO s volnymi radikély kysliku dochazi ke vzniku dalSich
toxickych radikald, které maji za nasledek poSkozovani tkdné€ a tvorbu chronického a akutniho
zanétu (Clementi et al., 1998). NO se zucastnuje intracelularni i extracelularni signalizace (Petr
et al., 2005) a slouzi jako biologicky posel (Dixit a Parvizi, 2001).

K syntéze oxidu dusnatého v buiice dochazi diky katalytickému plsobeni enzymu
syntazy oxidu dusnatého (NOS) (Nathan a Xie, 1994). Katalytickym ptisobenim NOS dochézi
ke vzniku L-citrulinu pfeménou L-argininu. Soubézné dochazi ke vzniku molekuly NO (Bu et
al., 2003). V prib¢hu reakce je vyzadovan nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH) a
kyslik (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014). K lokalizaci NOS doslo nejdiive ve

vaskularnim endotelu, mozku a v makrofazich.
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3.2.2 NOS izoformy

NO-syntaza (NOS) je enzym, ktery se vyskytuje v buiikach organismu ve formé tii
zakladnich izoforem. Izoformy jsou odliSovany podle jejich funkce, lokalizace, kinetiky a
zpusobu, jakym jsou aktivovany (Kupokova a Benes, 2004).

Neuronova konstitutivni NO-syntaza
Nervova tkan bylo prvni misto, ve kterém byla tato izoforma (nNOS, NOS-I, typ I,

NOS-1) objevena (Bredt et al., 1990). Pozdé&ji doslo k identifikaci nNOS v mistech, jako jsou
kosterni svalovina, beta buniky pankreatu, hypofyza, dient nadledvin, sam¢i reprodukéni orgény,
ledvinové nefrony (Dixit a Parvizi, 2001).

Gen pro nNOS je sloZen z 29 exont a 28 intronil (Dixit a Parvizi, 2001). U ¢lovéka je
tento gen lokalizovan na dvanactém chromosomu a monomer proteinu dosahuje hmotnosti 131
kDa.

NNOS produkuje NO v malém mnozstvi a konstitutivni exprimace enzymu znamena, ze
pfitomnost v butice je ve stalé koncentraci. K aktivaci této izoformy dochazi pii vzestupu
koncentrace intracelularnich kationti vapniku. Pfi vazbé kationti vapniku na kalmodulin

vznika komplex kalmodulin/Ca?*, ktery ma za nasledek aktivaci nNOS (Janssens et al., 1992)

Endotelilalni konstitutivni NO-syntaza

Poprvé byla tato izoforma (eNOS, typ I, NOS-IIl, NOS-3) lokalizovana v buiikach
cévniho endotelu (Bredt et al., 1990, Alderton, 2001). Nasledné byla eNOS popséna Vv sav¢ich
folikulech vaje¢nikt (Jablonka -Shariff a Olson, 1997). K lokalizaci v oocytech primordidlnich
folikuld doslo v roce 2006 (Hattori a Tabata, 2006). Ambrosino (2003) nalezl u samcti eNOS
v Sertoliho, Leydigovych a endotelialnich bunkach. eNOS obsahuji i spermatidy (Ambrosino
et al.,2003).

[zoforma eNOS se sklada z 26 exonil a 25 introntli (Dixit a Parvizi, 2001). Gen, ktery
koduje tuto izoformu, je u Clovéka umistén na 7. chromosomu a protein dosahuje hmotnosti
133 kDa (Janssens et al., 1992).

eNOS se funkci podoba nNOS. Je kalcium/kalmodulin dependentni a exprimace
enzymu je taktéz konstitutivni. eNOS je aktivovana pfitomnosti kationtti vapniku a nasledn¢ je
produkovan NO v malem mnozstvi v kratké dobé, v reakci na riizné stimuly (Dixit a Parvizi,

2001) napt. pfi hemodynamickém stresu nebo pfi poskozeni nervii (Hattori a Tabata, 2006).
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Indukovatelna NO-syntaza

K objevu této izoformy (iNOS, typ Il, NOS-II, NOS-2) doslo v mySim makrofagu.
K exprimaci iNOS dochazi déle v celé fad¢ bunek, jak jsou hepatocyty, hladkosvalové buiiky,
fibroblasty, bunky Langerhansovych ostriivkii pankreatu, epitelialni bunky, neutrofilni
granulocyty, chondrocyty, keratinocyty a buiiky respiracniho epitelu (Nathan a Xie, 1994).
Dusledkem exprimace je reakce na zanétlivé cytokiny a lipopolysacharidy (Romero-
Aguirregomezcorta et al., 2014). iINOS byla popsana i v sav¢ich folikulech vaje¢niku. Produkce
NO je diky iNOS, stala a dlouhodoba (Jablonka-Shariff a Olson, 1997).

V iNOS je oproti nNOS a eNOS obsazen pevné vazany kalmodulin s vapnikem (Hattori
a Tabata, 2006). Izoforma iNOS neni dependentni na vapniku a kalmodulinu a je schopna
vyprodukovat 100 az 1000krat vice NO, oproti konstitutivnim izoformam nNOS a eNOS (Dixit
a Parvizi, 2004). V duasledku velmi pevné vazby v iNOS, je kalmodulin povazovan spiSe za
podjednotku izoformy, nez za jeji kofaktor (Dixit a Parvizi, 2004, Hattori a Tabata, 2006).

Kodujici gen pro iNOS je slozen z 26 exoni a 25 intront. U lidi iNOS produkuje gen,
ktery se nachazi na 17. chromosomu a protein dosahuje molekulové hmotnosti 133 kDa (Dixit

a Parvizi, 2001).
3.2.3 Struktura izoforem

Kazda ze tii izoforem je tvofena strukturou homodimerti, coZ znamena, Ze jsou slozeny
ze dvou identickych monomeri (Alderton et al., 2001) a dale se déli dle funkénosti na N-
termindlni oxiddzovou doménu a C-terminélni reduktdzovou doménu (Hattori a Tabata, 2006).
Oxidazova doména se nachazi na amino konci monomeru, kde vaze L-arginin,
tetrahydrobiopterin (BH4) a hemovou skupinu (Groves a Wang, 2000). Hemova skupina
funguje jako reakéni centrum pro oxidacni reakci (Groves a Wang, 2000). Na reduktazoveé
doméné, kterd lezi na karboxylovém konci, se nachazeji vazebna mista reduk¢nich kofaktori
nikotinamidadenindinukleotidfostatu (NADPH), flavin mononukleotidu (FMN), flavin adenin
dinukleotidu (FAD) a kalmodulinu (CaM) (Groves a Wang, 2000). Na reduktazové doméné
dochazi k prenosu elektroni z NADPH na hem (Hattori a Tabata, 2006). Ptenos elektronii je
ovliviiovan kalmodulinem, ktery spousti funkce NOS (Stuehr et al,1999), a ktery spojuje ob&

domény pies kalmodulin rozpoznavajici misto (Alderton et al., 2001).
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3.2.4 Vyznam NO v organismu

NO funguje jako signalni molekula a v organismu se uplatnuje pfi raznych déjich (Dixit
a Parvizi, 2001). Napftiklad pozitivné G¢inkuje v kardiovaskularnim systému, jelikoZ je schopen
navodit vazodilataci hladké svaloviny pomoci cyklického guanosin-mono-fosfatu (cGMP). NO
se navaze na zelezo hemu a cysteinovy zbytek v blizkosti hemové skupiny v guanylat cyklaze.
Diky interakci NO s hemovym zelezem dochézi k uvoliiovani histidinu, coz ma za nasledek
enzymovou aktivaci guanylat cyklazy. Guanylat cykldza v buiice méni guanosintrifosfat (GTP)
na cyklicky guanosinmonofosfat (CGMP). cGMP nasledné snizi koncentraci kationtl vapniku
uvniti bunky. V disledku nizkému obsahu kationtli vapniku nésleduje uvolnéni hladkého
svalstva.

NO je spolecné s iNOS soucasti nespecifické imunitni obrany, plsobici proti bakteriim,
viram a nadoram. Ugastni se procest fagocytozy a zanétlivych reakci, vyvolava tvorbu
antivirového interferonu y. Dale udrzuje napéti svalu cév a krevniho tlaku, zabranuje pfilnuti a
shlukovani trombocytli, snizuje aktivaci leukocytli a ma antiproliferacni uc¢inek (Kupkova a
Benes, 2004).

V CNS piisobi jako neurotransmiter pomoci aktivovaného cGMP. Na NMDA receptory
pusobi glutamat, coz ma za nasledek zvySovani koncentrace vapnikovych kationti. Zvysenim
koncentrace vapnikovych kationtt je aktivovana nNOS, ktera produkuje NO, dusledkem ¢ehoz
je vzestup hladiny cGMP a zpétna difuze NO do presynaptického neuronu. Podle Eu et al.
(2000) by tedy pamétova stopa v CNS mohla vznikat diky Gcasti cGMP a NO. Pokud vsak
vznika nadbyteéné mnozstvi NO, dochazi k neurotoxickym t¢inkiim. K témto uc¢inktim dochazi
pti reakci NO se superoxidem, jelikoz nasledné vznika peroxodusitan, ktery je toxicky. Tato

reakce poskozuje DNA a dochézi k apoptoze bunky (Kupkova a Benes, 2004).

3.2.5 NOS ve spermiich

NOS izoformy byly detekovany ve spermiich riznych druhti savca.
Naptiklad Herrero (1996) a Lewis (1996) prokdzali pfitomnost NOS ve spermiich ¢loveka a
mysi. Meiser a Schulz (2003) detekovali NOS izoformy u byka. Kim et al. (2007), Ambrosino
et al. (2003), Aquila et al. (2011) detekovali NOS izoformy u kanci. U mysi byla NOS
pozorovana v akrozomu a V bic¢iku nekapacitované spermie. Piedpoklada se vliv NOS na
kapacitaci, jelikoz se b&hem inkubace v kapacitacnich podminkach snizovalo mnozstvi
lokalizované¢ NOS (Herrero et al., 1996). Na druhou stranu u spermii ¢lovéka byly nNOS a
eNOS pozorovany na ekvatoridlnim a postakrozomalnim segmentu, ale uz ne na biciku (Lewis

etal., 1996).
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3.2.6 Detekce produkce oxidu dusnatého

V in vivo podminkach je NO produkovéan v malém mnozstvi a dochézi k jeho rychlé
reakci latkami jako jsou kyslik, thiol nebo hemoglobin. Polocas rozpadu NO se v priméru
odhaduje na 3 az 5 sekund (Kupkova a Benes, 2004). Bylo popsano nékolik metod pro detekci
produkce NO v riznych tkanich, Tyto metody zahrnuji méfeni aktivity NOS sledovanim
konverze L-argininu na L-citrulin (Bredt a Snyder, 1989). Déle detekce kone¢nych produktt
NO jako jsou nitraty a nitrity, elektronova spinova (paramagnetickd) rezonance ESR (EPR)
(Komarov et al., 1993) nebo fluorescen¢ni detekce NO pomoci diamin (DAF, DAN), které

Vv ptitomnosti kysliku reaguji s NO za vzniku triazoli (Kojima et al., 1998).

3.2.7 Vliv NO na oplozeni

Motilita spermii

Prvni studie o NO a motilité spermii analyzovaly efekt a vliv slou¢enin uvolitujicich NO
na pohyb spermii a jejich zivotaschopnost. Napiiklad Hellstrom (1994) prokézal vyhody nizké
koncentrace slouc¢enin uvoliujicich NO. SNP (nitroprusid sodny) mél pozitivni vliv na udrzeni
motility a vitality u lidskych spermii po rozmrazeni. Herrero (1994) pfedpoklada, ze NO se
muze také chovat jako stimuldtor hyperaktivace u mysich spermii. Navic bylo demonstrovano
zlepSeni motility spermii u kieckld pii nizkych koncentracich SNP (Creech et al., 1998).
V nékolika studiich byl pozorovan pokles motility spermii pii odliSnych koncentracich SNP.
Inhibice motility byla pozorovéana pfi pouZiti vysoké koncentrace slou¢enin uvoliiujicich NO
(Herrero et al., 1994, Roselli et al., 1995, Weinberg et al., 1995). Piedpoklada se, ze snizeni
koncentrace endogenniho NO ve spermii mize negativné ovliviiovat motilitu a tim 1 proces
oplozeni (Lewis et al., 1996), jelikoZ bylo pozorovano, Ze po pfidani NOS inhibitoru L-NAME

do inkuba¢niho média dochazi ke snizeni motility spermii u lidi a kfe¢kl (Donelly et al., 1997).

Kapacitace

Prvni dikazy o ucasti NO v procesu kapacitace byly pozorovéany u lidskych spermii,
které byly inkubovany spole¢né s nizkou koncentraci sloucenin uvoliluyjicich NO a kdy
nasledné doslo ke zvySeni poc¢tu spermii, které prodé€lali kapacitaci (Zini et al., 1995). Navic
pfitomnost téchto sloucenin urychluje proces kapacitace a tim i1 schopnost podstoupit
akrozomalni reakci (Herrero et al., 1999). Pfidani inhibitord NOS na zac¢atku inkubace mélo za
nasledek vyznamny pokles kapacitacnich procest, coz indikuje, ze endogenni NO je nezbytny

pro spermie v ramci oplozovacich schopnosti (Herrero et al., 1999).
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AKrozomalni reakce

Bylo pozorovano, ze u spermii ¢lovéka vyvolavaly donory NO akrozomalni reakci
v zavislosti na jejich koncentraci. Zatimco hemoglobin zabranioval v aktivaci AR
Vv kapacitovanych spermiich (Revelli et al., 1999). Podobn¢ u spermii mysi, pfidani dvou NOS
inhibitori (L-NAME, Nitro arginin) mélo za nasledek kompletni blokaci schopnosti
progesteronu stimulovat akrozomalni exocytdzu, zatimco donor NO spermine NONOate piimo
vyvolal efekt akrozomalni exocytozy (Herrero et al., 1999). Byl pozorovan Skodlivy vliv
vysokych koncentraci NO na bunécné funkce. SNONOate v davce 100ul spoustel akrozomalni
reakci u 45 % mysich spermii, pfi ddvace 1000ul sNONOate navozeni akrozomalni reakce
selhavalo (Herrero et al., 1999).

NO je tedy spojovan s vétSinou procesiit vedoucich k oplozeni (Herrero a Gagnon, 2001).
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Odbér a zpracovani spermii

V experimentech byly pouzity komercni davky spermatu od kanct (vek: 2,7 + 1,1 let,
pramér + SD, n = 11) riznych plemen (napf. Pietrain, Duroc, Ceska landrasa, Prestické
ernostrakaté), které byly pofizeny v chovné stanici CHOVSERVIS (Hradec Kralové, Ceska
republika). Kanci byli krmeni standartni smési obilovin a bilkovin ve form& suchych
kompletnich krmnych smési nebo tekutych krmiv.

Frakce ejakulatu, bohaté na spermie byly shromazdovany 1x tydné pomoci metody
odbéru ,,do ruky*. Po odbéru byly ejakulaty natfedény fedidlem Solusem® (pH = 7, osmolalita
~ 300 mOsm / kg, AIM Worldwide, Vught, Nizozemsko) a transportovany do laboratofe pii
teploté¢ 17°C. U vzorkl byla vyhodnocena motilita a podil abnorméalnich spermii. Pro dalsi
experimenty byly pouzity pouze vzorky, které méli minimalné 75 % motilitu a maximalné 25%
podil abnormalnich spermii. Aby se snizil efekt variability mezi jednotlivymi kanci, byly
odebrané ejakulaty od rtiznych kanci smichany do jednoho smésného vzorku. Poté byla
provedena kontrola koncentrace spermii pomoci Biirkerovy komurky a vzorky byly dale fedény
Solusem® tak, aby bylo dosaZzeno kone¢né koncentrace 20 x 108 spermii/ml.

Vzorky spermii pro stanoveni izoforem NOS byly fedény Solusem® na konec¢nou
koncentraci 30 x 10°. Koncentrace byla stanovena pomoci Biirkerovy komirky. Preparaty byly
pfipravovany nasledujicim zptisobem. Pomoci voskové fixy (PAP PEN) byla ohrani¢ena plocha
pro suspenzi spermii, jedna pro vlastni stanoveni, druha jako kontrolni pro ovéteni specifity
vazby protilatky (obrazek 3). Do kazdé ohrani¢ené plochy na skli¢kach bylo naneseno 20ul
vzorku spermii. Spermie byly fixovany 50ul vymrazeného aceton-methanolu (1:1), které byly
pfidany k vzorkim na sklickach. Spermie byly fixovany po dobu 10 minut. Takto pfipravené

preparaty byly usuSeny a uskladnény do dalSich experimentt ve 4°C.
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4.2 Metodika

4.2.1 Stanoveni izoforem NOS

Izoformy NOS byly ve vzorcich kancich spermii stanoveny pomoci imunolokalizace.
Vzorky byly po fixaci oplachnuty roztokem PBS stfi€¢kou a blokovany blokaénim roztokem
SuperBlock™ (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA USA) po dobu 30 minut. Po oplachu
PBS byly spermie inkubovany se 75ul primarni protilatky. Jako primarni protilatky byly
pouzity krali¢i anti-eNOS 1g, anti-nNOS Ig a anti n-NOS Ig (Bioss, Chicago, IL, USA).
Kontrola byla inkubovéana pouze s PBS. Inkubace probihala pfes noc ve vlhké komirce pfi
teploté 4°C. Poté byly vzorky oplachnuty (PBS) a inkubovany se sekundarni protilatkou (50ul).
Jako sekundarni protilatka byl pouzit anti-rabbit Ig konjugovany s fluorescein isothiocyanatem
(FITC; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Vzorky byly inkubovany dobu 1 h ve vlhké
komurce. Preparaty byly poté oplachnuty PBS a nasledné destilovanou H>O. DNA byla
obarvena 4'.6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI), ktery byl soucasti montovaciho média
(Vectashiedlu s DAPI). Ptitomnost izoforem NOS byla vyhodnocena na konfokalnim
mikroskopu Zeiss (Carl Zeiss, Némecko).

Izoformy NOS byly stanoveny v ejakulovanych a kapacitovanych spermiich.

Obrazek 3: Schéma piipravy vzorki kanéich spermii pro imunolokalizaci
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4.2.2 Vliv inhibice NOS na motilitu kan¢ich spermii

Pro stanoveni vlivu inhibice NOS byly pouzity Nw-nitro-L-arginin hydrochlorid
methylestere (L-NAME) a aminoguanidin (AG).

Piiprava roztoki inhibitori NOS

Zasobni roztoky L-NAME a AG byly piipraveny zfedénim chemikalii ve fyziologickém
roztoku (0,9% NaCl) v koncentracich 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 mM. Zasobni roztoky byly az do
pouziti skladovany pfi teploté -20 °C.

Zasobni roztoky byly do vzorkli spermii pfidany v poméru 1:10, aby vysledné
koncentrace inhibitord NOS (L-NAME i AG) ve vzorcich byly 0,625; 1,25; 2,5; 5 a 10 mM.
Pro kontrolni vzorky byl pouZit stejny objem fyziologického roztoku. VSechny vzorky spermiti
byly skladovany pfti teploté 17 °C. Motilita spermii byla analyzovany po 0 (pouze kontrola), 4,
24, 48 a 72 hodinach inkubace pti 38 °C po dobu 15 minut.

4.2.3 Vliv donoru NO na motilitu kanc¢ich spermii

Pro stanoveni vlivu donoru NO byl pouzit nitroprusid sodny (SNP)

Piiprava roztoku donoru NO

Zasobni roztoky SNP byly pfipraveny zifedénim slouceniny ve fyziologickém roztoku
(0,9% NacCl) v koncentracich 187,5; 375; 750 a 1500 puM. Zasobni roztoky byly az do pouziti
skladovany pfi teploté -20 °C.

Zasobni roztoky byly do vzorkli spermii pfidany v poméru 1:10 tak, aby konecné
koncentrace SNP ve vzorcich byly 18,75; 37,5; 75 a 150 uM. Pro kontrolni vzorky byl pouzit
stejny objem fyziologického roztoku. VSechny vzorky spermii byly skladovany pii teploté 17
°C. Motilita spermii byla analyzovéany po 0 (pouze kontrola), 4, 24, 48 a 72 hodinéach inkubace
pii 38 °C po dobu 15 minut.
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4.2.4 Kapacitace kancich spermii

Suspenze spermii byla dvakrat promyta v roztoku TBS a centrifugovéna pii 1000
otackach za minutu (200 g) po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant odsat pipetou.
Promyté spermie byly nasledné resuspendovany TBM (2-4 ml) a poté navrstveny po kapkéch
na Percoll gradient. Tento sloupcovy gradient byl centrifugovan pii 1000 otackach za minutu
(200 g) po dobu 1 h. Sediment spermii z 80% Percollu byl znovu dvakrat promyt v TBM
pomoci centrifugace pii 1000 otackach za minutu (200 g) po dobu 10 minut. Po druhém promyti
a resuspendace v roztoku TBM+BSA (1 mg/ml) byly vzorky nafedény na koncentraci 2,5-5 x
107 spermii/ml. Inkubace spermii pro navozeni kapacitace v kapacitaénim médiu trvala 4 h pfi

teploté 37 °C s 5% COs,.

4.2.5 Hodnoceni motility spermii

Do piedehiaté (38 °C) Maklerovy komurky (Sefi-Medical instruments, Haifa, 1zrael,
hloubka komory 10 um) byl vlozen vzorek se spermiemi (5 pl). Motilita spermii byla
hodnocena subjektivné odhadnutim procenta pohyblivych spermii (min. 5%) a kvalita pohybu
(QM) pomoci stupnice od 0 (nejnizsi: bez motility) do 5 (nejvyssi: progresivni a energické
pohyby). Index motility spermii (SMI) byl vypocitan pomoci vzorce: [% individualni motility
+ (QM % 20)] /2 (Comizzoli et al., 2001). Kinetika spermii byla hodnocena pomoci pocitacové
analyzy spermii (CASA, computer assisted semen analysis; NIS-Elements, Nikon, Tokyo,
Japan a Laboratory Imaging, Praha, Ceska republika), ktera vyuziva mikroskop Eclipse E600 s
fazovym kontrastem (Nikon, Tokyo, Japonsko), vybaveny objektivem s negativnim fazovym
kontrastem (Nikon, Tokio, Japonsko), ohievnou deskou nastavenou na 38 °C (Tokai Hit,
Shizuoka, Japonsko) a digitalnim kamerou DMK 23UMO021 (The Imaging Source, Bremen,
Némecko). Zaznamenavany byly celkem Ctyfi parametry kinetiky spermii v Sesti ndhodnych
polich s minimalné 200 spermiemi na vzorek: prumérna rychlost pohybu (VAP, average path
velocity, um/s), primérna rychlost na skute¢né draze (VCL, curvilinear velocity, um/s), linearni
rychlost (VSL, straight-line velocity um/s), amplituda oscilace hlavicky (ALH, amplitude of
lateral head displacement, um). Standartni nastaveni bylo nasledujici: snimky za sekundu: 60;
minimalni pocet pofizenych snimkt: 21; VAP > 10 um/s pro klasifikaci spermie jako

pohyblivé.
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4.2.6 Statistické vyhodnoceni

Experimenty byly opakovany 5krat. Ziskana data byla podrobena statistické analyze
pomoci statistického softwaru SPSS 20.0 (IBM Inc, Chicago, IL, USA). Pouzit byl
generalizovany linedrni model (GZLM) pro analyzu ucinkl roztokd a doby skladovani na
proménné spermii. Uvedend data jsou zobrazena jako primér £+ SD. Hladina statistické

vyznamnosti byla stanovena na p<0,05.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni izoforem NOS

V kancich spermiich byly zjistény vSechny tfi izoformy NOS (obr. 4-5). Signal byl
zaznamenan zejména na krCku a biciku spermie. Izoforma eNOS byla lokalizovana také

Vv oblasti akrozomu. Vyrazn¢ silngjsi signal byl zjistén k spermii kapacitovanych ve srovnani

s ejakulovanymi spermiemi.

Obrazek 4: Izoforma eNOS v kancich spermiich ejakulovanych (A) a kapacitovanych (B).

A
eNOS je barvena zelen¢ (FITC), chromatin je barven modie (DAPI). ZvétSeni 630x.
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Obrazek 5: Izoforma iINOS v kancich spermiich ejakulovanych (A) a kapacitovanych (B).

A B

iNOS je barvena zelené (FITC), chromatin je barven modie (DAPI). Zvétseni 630x.

Obrazek 6: [zoforma nNOS v kancich spermiich ejakulovanych (A) a kapacitovanych (B).

A B
NNOS je barvena zelené (FITC), chromatin je barven modie (DAPI). ZvétSeni 630x.
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5.2 Vliv NO na motilitu kancich spermii

5.2.1 Vlivinhibice NOS na motilitu kan¢ich spermii

Inhibice NOS inhibitorem AG vyznamné zlepSila SMI ve vsSech experimentalnich
(0,625 mM) a nejvyssi (10 mM) koncentraci inhibitoru (p>0,05; Tabulka 1). U parametri
kinetiky spermii bylo zjisténo, ze po 72 hodinach inkubace doslo u skupiny inkubované
Vv pritomnosti 0,625 mM AG ke zvySeni ALH, VCL a VSL (p<0,001, p=0,042, a p=0,036,
Tabulka 1). Na druhou stranu, inkubace spermii v ptitomnosti 10 mM AG doslo k vyznamnému
snizeni hodnot v§ech kinetickych parametrt (p<0,05).

Inhibice NOS inhibitorem L-NAME v koncentraci 0,625 mM nem¢la zadny vliv na
motilitu a kinetiku spermii. Negativni efekt m¢l inkubace v pfitomnosti inhibitoru na ALH a
VCL byl zjistén u vzorki, které byly inkubovany s L-NAME v koncentracich 5 a 10 mM béhem
celé doby inkubace (p<0,05; Tabulka 2). Po 72 hodinach inkubace s L-NAME v koncentraci 5
a 10mM nebyla kinetika spermii vyhodnocena, protoze bylo ve vzorcich byla zjist€éno méné

neZ 5% pohyblivych spermii.

5.2.2 Vlivdonoru NO na motilitu kan¢ich spermii

Donor NO SNP nemél na motilitu kanc¢ich spermii ve sledovanych koncentracich (18,75
- 150 uM) bud’ Zadny vliv, anebo byl naopak pozorovan negativni efekt donoru (Tabulka 3)
efekt béhem celé doby inkubace (p>0,05). Naopak nejvyssi hodnocena koncentrace (150 pM)
donoru NO vyznamné snizila SMI béhem 48 a 72 hodinach inkubace (p=0,001 a p<0,001).
Vyrazné zvyseni SMI bylo pozorovano pouze u vzorkil po 24 h skladovani, které byly oSetieny
koncentraci 37,5 uM SNP (p=0,021). Pii hodnoceni kinetiky spermii bylo zji$téno, Ze inkubace
s donorem NO statisticky vyznamné sniZila ALH béhem ¢tyt hodin inkubace spermii pti pouZiti
koncentrace SNP 18,75, 75,0, a 150,0 uM (p=0,026, p=0,043 a p=0,026). Dalsi snizeni hodnoty
tohoto parametru bylo pozorovano u skupin, které¢ byly inkubovany s koncentraci SNP 37,5,
75,0 a 150,0 uM (p=0,006, p=0,001, and p=0,002). Kromé toho inkubace spermii s SNP vedla
k vyraznému vyrazné snizeni VCL u vSech sledovanych koncentraci po celou dobu inkubace
(p>0,05), ackoliv nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil u pokusné skupiny inkubované

po dobu 72 h, ktera byla vystavena ptsobeni donoru v koncentraci 18,75 uM (p>0,05).
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Tabulka 1: Vliv inhibitoru AG na motilitu kanéich spermii béhem inkubace v 17 °C

Parametr Ofetieni Cas
Oh 4h 24h 48h 72h
Kontr. 63.00 + 4.47 62.00 + 4.47 58.00 + 4.47 53.50+2.24 49.00 + 2.24
AG 0.625 mM 61.50 + 4.87 61.00 +5.76 59.50 +5.42 54.00 + 8.77
SMI (%) AG 1.25 mM 63.50 + 6.02 65.00 + 10.16 63.50 + 6.98:* 59.50 + 14.63;
AG 2.5 mM 67.00 + 8.37 65.00 + 5.00 66.50 +2.24 67.00 +7.79
AG5mM 62.00 + 4.47 65.00 + 5.00 62.00 + 6.47" 60.50 £9.91"
AG 10 mM 62.00 + 4.47 59.50+ 1.12 57.50 + 3.95 55.00 +9.52
Kontr. 291+0.19 3.15+0.34 3.12+0.43 2.88+0.14 2.64+0.22
AG 0.625 mM 3.24 +0.27 3.15+0.19 3.17+0.43 3.36 £ 0.62
ALH (um) AG 1.25 mM 3.03+0.31 3.25+0.16 3.02+0.44 3.12 £ 0.45"
AG 2.5 mM 3.03+0.17 2.95+0.32 2.89+0.31 2.76 +0.60
AG5mM 3.04+0.24 2.70 £ 0.40" 2.46 £ 0.53" 2.47 £0.50
AG 10 mM 2.76 +0.37 2.16 £0.23 2.33+0.38" 2.15+ 057"
Kontr. 35.17+3.62 37.33 +6.04 37.03 + 6.99 32.90 +3.47 30.31 +3.70
AG 0.625 mM 33.30+4.42 32.21+2.52 32.51+4.38 33.20+4.78
VAP (ums) AG 1.25 mM 3435+ 5.21 32.06 + 5.88* 32.78 £4.21 30.28 £ 5.14
AG25mM 33.20+5.79 30.90 + 1.55 31.68+1.82 28.39 +3.34
AG 5 mM 3421 +2.57 26.75 £2.49™" 26.62 +3.16" 26.53 +3.73
AG 10 mM 28.23 +£1.317 22.98 +£2.46™" 2336 £1.677 20.61 +0.76
Kontr. 83.00 £ 2.32 89.38 + 10.44 94,55+ 12.71 82.37+10.57 75.44 + 8.73
AG 0.625 mM 85.06 + 13.05 85.29 +9.35 84.03 + 13.51 86.33 +11.71"
VCL (ums) AG 1.25 mM 88.52 +2.77 87.69 + 3.54** 78.61 + 11.01 71.87 +14.07
AG 2.5 mM 87.95+5.85 79.96 + 5.65 73.45 + 8.84 69.93 + 19.85
AG 5 mM 92.83 +4.71 66.77 £5.96™" 64.86 = 11.20™" 63.04 = 10.74"
AG 10 mM 80.18 +£9.48 58.27 +7.40™" 61.43 +£9.44™ 53.70 + 11.82™"
Kontr. 25.64 + 3.84 23.32+1.83 23.43 £3.73 21.83+£3.07 20.40 + 1.38
AG 0.625 mM 2476 +3.42 23.49 £ 4.08 23.17+£3.76 25.06 +5.93"
VSL (ums) AG 1.25 mM 23.29 +4.59 22.24+5.26 24.54 + 4,81 23.88 +4.42
AG25mM 21.57+3.17 20.71 £+ 1.36 22.96+2.26 20.79 +3.32
AG5mM 18.29 +2.47" 17.23 £2.03" 18.32 4+ 1.97 18.94 +3.33
AG 10 mM 14.45 £1.05™ 14.93 + 1.52™ 14.38 + 1.66™" 14.47 +9.21"

Hvézdicky oznaduji statisticky vyznamny rozdil mezi pokusnou skupinou a kontrolni skupinou v daném ¢ase ("p<0.05; “p<0.01; ““p<0.001). SMI:
pohyblivost spermii, index motility spermii; ALH: amplituda oscilace hlavicky, amplitude of lateral head displacement; VAP: pramérna rychlost pohybu,
average path velocity; VCL: primé&rna rychlost na skute¢né draze, curvilinear velocity; VSL: linearni rychlost, straight-line velocity; Kontr: kontrola; L-

NAME: No-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; N/A: nehodnotitelné. Data ptedstavuji pramér + smérodatnou odchylku (SD)
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Tabulka 2: Vliv inhibitoru L-NAME na motilitu kan¢ich spermii béhem inkubace v 17 °C

Parametr Osetieni Cas
Oh 4h 24h 48h 72h
Kontr. 63.00 £4.47 62.00 £4.47 58.00 £ 4.47 53.50+£2.24 49.00 £2.24
L-NAME 0.625 mM 63.00+4.47 59.00+2.24 53.00+5.70 52.00 +4.47
SMI (%) L-NAME 1.25 mM 62.00+4.47 56.00 +2.24 47.50 = 3.95* 43.00 = 5.70**
L-NAME 2.5 mM 62.00 £4.47 52.00 + 3.26 44.50 £5.12 36.00 £ 4.18
L-NAME 5 mM 59.50 +£3.71 47.00 +2.09” 33.00 £ 6.717 27.00 £ 6.94™
L-NAME 10 mM 52.50 + 3.54" 39.00 £ 6.75 23.00 £5.70" 19.00 = 4.18™
Kontr. 291 +£0.19 3.15+0.34 3.12+0.43 2.88+0.14 2.64+£0.22
L-NAME 0.625 mM 3.15+0.21 3.32+£0.26 3.26 £0.39 2.87+0.24
ALH (um) L-NAME 1.25 mM 3.01 £0.28 3.01 £0.34 2.99 + 0.4§* 2.38+£0.46
L-NAME 2.5 mM 2.93+0.22 2.73+£0.44 2.36 £0.19 1.73+0.24
L-NAME 5 mM 2.58 +0.36™ 2.30 £0.317 1.86 £ 0.18™ N/A
L-NAME 10 mM 2.36 +0.35™" 2.19 +0.34™" 1.20 £ 0.53™ N/A
Kontr. 35.17+3.62 37.33+6.04 37.03 £6.99 32.90+3.47 30.31 +£3.70
L-NAME 0.625 mM 38.91 £5.82 35.53 £5.38 30.50+6.42 30.19 £3.71
VAP (um/s) L-NAME 1.25 mM 37.71 £6.32 34.07 £ 6.02* 31.69 + 9.19* 23.84 + 1.81:*
L-NAME 2.5 mM 36.89+3.76 30.69 £ 4.46 26.27 £ 6.33 18.33 +4.24
L-NAME 5 mM 32.87+5.32 25.69 +1.91™ 16.79 + 1.40™" N/A
L-NAME 10 mM 28.61 +£5.37" 19.39 +£2.20™ 14.85 £ 1.41™ N/A
Kontr. 83.00+2.32 89.38 + 10.44 94.55+12.71 82.37+10.57 75.44 £ 8.73
L-NAME 0.625 mM 94.96 + 9.64 92.79+ 10.56 86.09+ 11.11 82.93+6.51
VCL (um/s) L-NAME 1.25 mM 86.68 £ 6.21 87.47 + 13.47* 83.00 + 15.71* 67.23 £ 6.8?**
L-NAME 2.5 mM 85.63 £3.69 81.21 £13.00 69.08 = 10.88 52.79 £ 4.01
L-NAME 5 mM 77.59 + 7.75" 66.08 +£10.12" 53.27 £ 3.99 N/A
L-NAME 10 mM 65.56 +10.96™" 59.14 + 14.9™ 38.31 +£21.23™ N/A
Kontr. 25.64 +3.84 23.32+1.83 2343 £3.73 21.83 £3.07 20.40 £ 1.38
L-NAME 0.625 mM 25.04 £2.37 2547 +£3.49 21.63 £6.32 22.94 +4.62
VSL (um/s) L-NAME 1.25 mM 2592 +£3.75 2579 £4.12 24 .42 + 8.44 19.62 £2.44
L-NAME 2.5 mM 26.09 £2.24 24.07 £3.47 21.90+£6.18 15.94 £ 4.33
L-NAME 5 mM 22.84+3.06 21.01 £1.25 12.91 +£3.49™ N/A
L-NAME 10 mM 21.16 £2.41 15.09 = 3.62™" 13.60 = 0.03™ N/A

Hvézdicky oznaduji statisticky vyznamny rozdil mezi pokusnou skupinou a kontrolni skupinou v daném ¢ase ("p<0.05; “p<0.01; ““p<0.001). SMI:
pohyblivost spermii, index motility spermii; ALH: amplituda oscilace hlavicky, amplitude of lateral head displacement; VAP: pramérna rychlost pohybu,
average path velocity; VCL: primérna rychlost na skute¢né draze, curvilinear velocity; VSL: linearni rychlost, straight-line velocity; Kontr: kontrola; L-

NAME: No-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; N/A: nehodnotitelné. Data ptedstavuji pramér + smérodatnou odchylku (SD)
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Tabulka 3: Vliv donoru NO SNP na motilitu kancich spermii béhem inkubace v 17 °C

Parametr Ofetieni Cas
Oh 4h 24h 48h 72h
Kontr. 63.00+4.47 62.00 £ 4.47 58.00+4.47 53.50+2.24 49.00+£2.24
SNP 18.75 uM 60.50 £ 4.47 58.50+ 10.55 55.50+6.22 43 .50 + 14.96
SMI (%) SNP 37.5 uM 62.50+4.33 68.00 = 3.71" 54.50+10.95 4550+ 16.24
SNP 75 uM 60.50 +4.47 59.00 £ 7.83 48.00 £ 11.65 40.00 £ 19.96"
SNP 150 uM 60.00 £ 6.37 50.50 +10.52 39.00 + 8.94™ 31.00 £ 17.82™
Kontr. 2.91+0.19 3.15+0.34 3.12+0.43 2.88+0.14 2.64+0.22
SNP 18.75 uM 2.72 +£0.12° 2.95+0.52 2.92+0.47 274 +£0.27
ALH (um) SNP 37.5 uM 278 £0.21 2.54 £0.217 2.60+0.53 2.58+£0.22
SNP 75 uM 2.76 £ 0.20" 2.46 £0.15™ 2.57+0.16 2.68+0.21
SNP 150 uM 2.72 +£0.14" 2.48 +0.717 2.87+0.53 2.394+0.00
Kontr. 35.17+3.62 37.33£6.04 37.03+6.99 32.90 +£3.47 30.31+£3.70
SNP 18.75 uM 32.54 +3.47 27.97 + 6.417 28.38 +4.73 26.13 £4.05
VAP (um/s)  SNP37.5 uM 30.98 + 4.53" 28.32 +3.98™ 25.09 + 4.17" 29.68 + 2.86
SNP 75 uM 32.57+3.26 27.31 £5.08" 26.50 +2.87" 23.20 +5.04™
SNP 150 uM 29.90 + 7.70™ 25.87 +4.477 24.86 + 4.10” 30.17+1.48
Kontr. 83.00£2.32 89.38 +10.44 94.55+12.71 82.37+10.57 75.44 £ 8.73
SNP 18.75 uM 74.45 + 1.54™ 66.67 = 5.14™ 66.17 £ 12.84™ 64.46 £9.23
VCL (um/s) SNP 37.5 uM 68.79 + 7.39™" 62.32 £5.40" 55.80 + 8.93"" 59.23 +1.96"
SNP 75 uM 69.14 £ 5.66™ 59.47 + 5,95 58.53 +3.02™" 51.38 +£2.42™
SNP 150 uM 68.55 +9.57" 57.72 +1.93"™ 54.59 +7.96"" 57.07 £3.417
Kontr. 25.64 +3.84 23.32+1.83 2343 +3.73 21.83 +£3.07 2040+ 1.38
SNP 18.75 uM 26.29 +£3.38 22.04 £7.08 22.68 £6.48 21.12£5.00
VSL (um/s)  SNP 37.5 uM 25.06 + 3.74 23.62 +4.57 2130+ 421 26.59+3.16
SNP 75 uM 26.71 £3.99 2243 +£5.73 22.51+£3.21 18.71 £ 7.03"
SNP 150 uM 23.61 £6.23 21.03 £5.08 19.61 £5.23 26.55+£0.80

Hvézdicky oznaduji statisticky vyznamny rozdil mezi pokusnou skupinou a kontrolni skupinou v daném ¢ase ("p<0.05; “p<0.01; "“p<0.001). SMI:
pohyblivost spermii, index motility spermii; ALH: amplituda oscilace hlavi¢ky, amplitude of lateral head displacement; VAP: prumérna rychlost pohybu,
average path velocity; VCL: pramérna rychlost na skute¢né draze, curvilinear velocity; VSL: linearni rychlost, straight-line velocity; Kontr: kontrola; L-

NAME: No-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride; N/A: nehodnotitelné. Data piedstavuji primér + smérodatnou odchylku (S
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6 Diskuze

Ve kancich spermiich byla nalezeny vSechy tii izoformy NOS, e-NOS, n-NOS a i-NOS.
Pritomnost izoforem NOS byla popsana u spermii ¢loveéka i mysi (Herrero et al., 1996; Lewis
etal., 1996). U kancich spermii popsal piitomnost v§ech tii isoforem NOS Aquilla et al. (2011).
Lokalizace izoforem u kan¢ich spermii vSak dosud studovana nebyla. V naSich experimentech
byly jednotlivé izoformy lokalizovany zejména v kréku a hlavni ¢asti biciku a také v akrozomu
podobné jako bylo popsano u mysich spermii (Herrero et al., 1996). Avsak u spermii ¢lovéka
byly nNOS a eNOS pozorovany na ekvatoridlnim a postakrozomalnim segmentu, ale uz ne na
biciku (Lewis et al., 1996). Avsak na rozdil od kancich spermii se u my$i mnozstvi NOS po
kapacitaci snizuje.

Vysledky diplomové prace ukazuji, ze inhibice selektivnimi nebo neselektivnimi inhibitory
NOS vykazuje pfi inkubaci spermii rizné G¢inky na motilitu spermii kanct. Naptiklad po 72 h
inkubace spermii zvysil selektivni inhibitor AG v koncentraci 0,625 mM kinetické parametry
jako jsou ALH, VCL a VSL, které jsou spojovany s fertilitou kanct (Broekhujise et al. 2012).
Pozitivni G€inky AG na motilitu spermii mohou byt zprostfedkovany antioxida¢nim t¢inkem
inhibitoru proti volnym radikalim jako jsou ROS a RNS (Yildiz et al. 1998). Timto zptisobem
Abbasi et al. (2011a, 2011b) a Alizadeh et al. (2010, 2016) ukazaly, ze AG zlepSuje parametry
spermii (tj. pohyblivost, zivotaschopnost, morfologie bez abnormalit, membranovy potencial
mitochondrii, a integritu DNA) u varikokulizovanych potkanti, kde zvySena exprese iNOS vede
K vysokému oxidativnimu stresu ve spermiich. Z tohoto divodu se lze domnivat, Ze
antioxidacni vlastnosti AG mohou chrénit spermie kanc proti ROS bé&hem skladovani
spermatu. Naopak negativni U€inky vysokych koncentraci AG (10 mM) lze vysvétlit inhibici
aktivity katalazy, coz vede ke snizeni redukce peroxidu vodiku (H202) (Ou a Wolf, 1993).
Vzhledem k tomu, Ze obsah katalazy u spermii je nizky (Foote, 1962), nasledné zvySeni hladiny
H202 miize podporovat poSkozeni bunéné membrany peroxidaci lipid, coZz mize mit za
nasledek snizeni motility spermii a integritu akrozomu. Piesto je nutné provést dalsi studie za
ucelem vyhodnoceni pouziti AG a jeho vlivu na parametry spermii kancti béhem oxidativniho

stresu.
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Zjisténi tykajici se neselektivniho inhibitoru L-NAME jsou celkové v souladu
s predchozimi studiemi, které ukazuji, Ze L-NAME negativné ovliviiuje motilitu spermii tim,
Ze snizuje procento spermii vykazujicich progresivni pohyb, a stejné tak zvySenim poctu
nepohyblivych spermii (Rosselli et al. 1995, Hassanpur et al. 2007). U lidskych spermii Lewis
et al. (1996) zjistili, ze L-NAME snizuje VAP, VCL a VSL, které také byly negativné ovlivnéni
Vv experimentu této diplomové prace. Diky své neselektivni inhibi¢ni aktivité vici izoformam
NOS mohou byt negativni ucinky L-NAME disledkem extrémné nizkych hodnot NO.
V piipadé bez kapacitatniho prostiedi, jak bylo v naSem experimentu, je kan¢imi spermiemi
produkovana nizka konstantni hladina NO, ktera je dulezita pro funkci spermii (Awda et al.
2009). U ¢lovéka NO stimuluje naptiklad motilitu spermii prostfednictvim aktivace drahy
rozpustné guanylatcyklazy/cyklického guanosinmonofosfatu (sGC/GMP) (Miraglia et al.
2011). Inhibice drdhy sGC/GMP pomoci inhibitori NOS miiZze ptredstavovat dalsi
pravdépodobny mechanismus, ktery je zodpovédny za sniZzeni motility spermii kanct
Vv pfitomnosti vysokych koncentraci L-NAME nebo AG. Nicméné v patologickych
podminkach jako je varikokela vykazuje L-NAME pozitivni u¢inky na koncentraci a morfologii
spermii, ale uz ne na motilitu (Bahmanzadeh et al. 2008).

Podobné¢ jako u nalezl v této diplomové praci, ukazaly ptedchozi studie, Ze koncentrace
donoru NO SNP v rozmezi od 0.1 do 2,500 uM nemaji zadné nebo pouze negativni G¢inky na
motilitu spermii (Rosselli et al. 1995, Weinberg et al. 1995, Rodriguez et al. 2005, Hassanpour
et al. 2007, Rahman et al. 2014). Timto zpisobem Balercia et al. (2004) zjistili, ze
astenoozoospermicti muzi vykazuji vyssi hladiny NO neZ normozoospermicti. Ve stejné studii
autofi také zjistili, Ze hladiny NO negativné souviseji s motilitou spermii, VCL a VSL, coz
podporuje vysledky v této diplomové praci. Na druhou stranu pozitivni u€inky SNP na motilitu
a zivotaschopnost spermii byly pozorovany pfi mnohem niz$ich koncentracich (tj. 25-100 nM)
(Hellstrom et al. 1994, Zhang a Zheng 1996). Negativni u¢inky SNP mohou souviset s aktivaci
kaspazy, ktera podporuje bunécnou apoptézu (Moran et al. 2008). Timto zpiisobem Zhang a
Zheng (1996) zjistili, Ze koncentrace SNP vyssi, nez 100 nM vykazuji Skodlivé Gc€inky na
Zivotaschopnost spermii u fertilnich 1 infertilnich muzi. Kromé tohoto mechanismu, Rahman
et al. (2014) v nedavné dob¢ zjistili, ze SNP snizuje kinetické parametry spermii zvySenim

intracelularnich hladin Fe?* a ROS a snizenim hladin Ca?" a adenosin trifosfatu (ATP).
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[ Zavér

Vysledky experiment cilenych na prokazéani izoforem NOS a funkce NO/NOS u kanc¢ich
spermii ukazaly, ze izoformy NOS jsou v kancich spermiich pfitomné a NO/NOS je zapojen
do regulace motility spermii. Nizkd koncentrace inhibitoru NOS aminoguanidinu (AG) zlepSuje
kinetiku spermii a to miize indikovat potencialni vyuziti tohoto selektivniho inhibitoru iNOS
K zmirnéni 0¢inkl oxidativniho stresu v pribéhu uchovavani inseminacnich davek. Vysoké
koncentrace selektivnich i neselektivnich inhibitord NOS negativné ovlivnily kinetiku spermii,
cozZ potvrzuje, ze nizka hladina NO je nezbytna pro fyziologické déje v kanc¢ich spermiich.
Zavérem lze konstatovat, Ze hypotézy, které byly formulovany byly potvrzeny a experimenty,
které jsou soucasti diplomové prace piispély K lepsSimu porozuméni role NO ve fyziologickych

procesech kancich spermii.
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