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Sledovani zmény fosforylace proteinii kancich spermii
béhem in vitro kapacitace

Souhrn

Kapacitace a akrozomalni reakce (AR) spermie jsou procesy, které piedstavuji velmi
dynamické déje nezbytné pro oplozeni oocytu in vivo nebo in vitro. Béhem kapacitace dochazi
k fyziologickym zménam souvisejicim s hyperaktivaci pohybu spermie a pfipravé spermie na
fazi s vajickem. Zmény ve spermii jsou Fizeny aktivaci intracelularnich signaliza¢nich drah,
jejichz vysledkem je fosforylace na urcitych proteinech. Fosforylace patii k posttranslacnim
modifikacim proteinti a fosforylace na tyrozinu je povazovana za jednu z nejdilezitéjSich
modifikaci spojenou pravé s kapacitaci spermii, ktera vede k interakci spermii se ZP, indukci
akrozomalni reakce a membranové fuzi. Jeji hodnoceni a objasnéni vSech mechanizmi,
s kterymi je spojend, muze tedy velmi vyznamné pomoci pii pochopeni podstaty fertilizace.

Cilem prace bylo popsat zmény ve fosforylaci proteint kancich spermii ptfed in vitro
kapacitaci, b&hem kapacitace a po akrozomalni reakci. Hypotéza prace vychézela
z predpokladu, ze budou detekovany rozdily v lokalizaci a mife fosforylace proteint
v gjakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii a spermii po akrozomalni reakci z nativniho
ejakulatu a inseminacni davky.

V této diplomove praci byla hodnocena tyrozinovd fosforylace pomoci neptimé
imunofluorescenéni mikroskopie u kancich spermii byl prokazan rozdil v podilu fosforyla¢nich
vzori ve spermiich z nativniho ejakulatu a insemina¢ni davky. U in vitro kapacitovanych
spermii pievladal fosforylacni vzor v oblasti akrozomu, a to pfedev§im u spermii z insemina¢ni
davky. V zadném z nasich experimentl nebyl fosforylovan bicik. U ¢asti spermii po AR byla
zaznamenana fosforylace v predni ¢asti hlavicky.

Déle byla provedena detekce fosfotyrozinu v proteinovych extraktech pomocé metody
Western blot u kanc¢ich spermii a byly zjistény vyrazné fosforylované proteiny o molekulové
hmotnosti 28 kDa, 35 kDa a 41 kDa. V prib¢hu kapacitace jsme zaznamenali nartist fosforylace
béhem prvnich dvou hodin, poté se mnozstvi fosforylovanych proteinii snizovalo. Zajimavé
bylo zvySovani miry fosforylace proteinu o molekulové hmotnosti 28 kDa zejména v pozdé&jsi
fazi kapacitace. U kapacitovanych spermii a spermii po AR byly navic detekovany
fosforylované proteiny, které v extraktu ejakulovanych spermii nebyly nalezeny. Jelikoz viak
bylo pfi nasi praci mozné proveést jen omezeny pocet opakovani, je pro zjisténi presnéjSich dat
nutné nekteré experimenty zopakovat.

Z celkovych vysledku je ziejmé, Ze kapacitace je uzce spojena s tyrozinovou fosforylaci na
proteinech spermii. Nicméné je dillezité zjistit, kde se pfesné tyto proteiny ve spermii nachazi
a odhalit tak jejich dal$i moznou funkci béhem naslednych kroka vedouci k fuzi gamet.

Klicova slova: kapacitace, fosfotyrozin, tubulin, Western blot, imunofluorescence,
akrozomalni reakce



Monitoring the change in phosporylation of boar
sperm proteins during in vitro capacitation

Summary

Sperm capacitation and acrosomal reaction (AR) are processes that represent very dynamic
processes necessary for oocyte fertilization in vivo or in vitro. During the capacitation, physio-
logical changes occour associated with hyperactivation of sperm movement and preparation of
sperm for fusion with an egg. Changes in sperm are controlled by activation of intracellular
signaling pathways, which result in phospohyration on centrain proteins. The phosphorylation
is one of the posttranslational modifications of proteins and phosphorylation on tyrosine is
considered to b eone of the most important modifications associated with sperm capacitation,
which leads to sperm interaction with ZP, induction of acrosomal reaction and membrane
fusion. A evaluation and elucidation of all the mechanisms to which i tis associated can there-
fore very significantly help in understanding of fertilization.

The aim of the study was to describe changes in the phosphorylation of boar sperm proteins
before in vitro capacitation, during capacitation and after the acrosomal reaction. The hypothe-
sis was based on the assumption that differences in the localization and degree of protein phos-
phorylation in ejculated and in vitro capacitated sperm and sperm after acrosomal reaction from
native ejaculate and insemination dose will be detected.

In this diploma thesis, tyrosine phosphorylation was evaluated by indirect immunoflu-
orescence microscopy in boar sperm, a differnce in the proportion of phosphorylation patterns
in sperm from native ejaculated and insemination dose was demonstrated. In vitro capacitated
sperm, the phosphorylation pattern in the acrosome reaction, especially in sperm from the in-
semination dose. No flag was phosphorylated in any of our experiments. Phosphorylation in the
front of the head was noted in part of the pserm after AR.

Furtermore, phosphotyrosine was detected in protein extracts by Western blot in boar sperm
and markedly phosphorylated proteins with molecular weights of 28 kDa, 35 kDa and 41. kDa
were detected. During the capacitation, we observed an increase in phosphorylation during the
first two hours, after which the amount of phosporylated proteins decreased. It was interesting
to icrease the rate of phosphorylation of a protein with a molecular weight of 28 kDa, especially
in the later phase of capacitation. In addition, phosphorylated proteins were detected in capaci-
tated sperm and sperm after AR., which not found in the ejaculated sperm extract. However,
since it was possible to perform only a limited number of repetitions in our study, i tis necessary
to repeat some experiments to obtain more accurate data.

It is clear from the overal results that capacitation os closely related to tyrosine phosphory-
lation on sperm proteins. However, i tis important to find out exactly where these proteins are
located in the sperm and to reveal their further possible function during the sebsequent steps
leading to gamete fusion.

Keywords: capacitation, phospotyrosine, tubulin, Western blot, immunofluorescence, acro-

some reaction
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1 Uvod

Sav¢i spermie, které opousti varlata, nejsou schopny navdzani na zona pellucida (ZP) a
oplodnéni oocytu, i pies to, Ze jsou zcela zralé a motilni. Musi proto projit mnoha matura¢nimi
procesy a jejich proteiny postranslaénimi modifikacemi Vv epididymu, a poté také
v reproduk¢nim traktu samice V procesu nazvaném kapacitace. Béhem kapacitace dochazi k
fyziologickym zménam souvisejicim s hyperaktivaci pohybu spermie, nasledné uvolnéni
spermii z oviduktalniho rezervoaru a ptipravé spermie na fUzi s vajickem (Yanagimachi 1994).

Jednou z modifikaci proteint, které jsou tizeny aktivaci intracelularnich signaliza¢nich drah,
je fosforylace. Fosforylace je zapojena do mnoha procest nutnych pro fertilizaci oocytu. Je
jednou z postransla¢nich modifikaci v eukaryotickych bunkach a reguluje aktivitu protein-
proteinove interakce (Naz & Rajesh 2004).

Ve spermiich k fosforylaci dochazi na serinovych, threoninovych a tyrozinovych zbytcich
tyrozinovych zbytcich. Je dokonce povazovana za hlavni marker pfenosu signalu v buice.
Tyrozinova fosforylace je velmi dulezita pii kapacitaci spermii, v hyperaktivaci motility,
interakci se zona pellucida, akrozomalni reakci a membranové fuzi (Naz & Rajesh 2004).

Ke kapacitaci dochazi v oviduktu sami¢iho ustroji, je mozné ji navodit také Vv in
vitro podminkéch. Jednd se o urcity sled udalosti, disledkem kterych je spermie schopna
navazani na ZP oocytu. Spermie béhem kapacitace prochazi mnoha zménami. Méni se
usporadani proteint a lipidd v plazmatické membrang, zvysuje se jeji hyperpolarizace a dochazi
k cholesterolovému efluxu, nasledkem ¢ehoz se zvySuje fluidita plazmatické membrény
spermie. Mezi zmény probihajici béhem kapacitace patii aktivace specifickych iontovych
kanalt a influx vapniku, ktery vede ke zvySené aktivité adenylyl cyklazy, nasledné roste
koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu cAMP. Ten aktivuje proteinkindzu A (PKA),
ktera fosforyluje proteiny na tyrozinovych zbytcich (Yanagimachi 1994; Tardif 2001).

Fosforylace v bi¢iku je pravdépodobné spojena s hyperkativaci motility spermii po jejich
uvolnéni z oviduktalniho rezervoaru. U kapacitovanych spermii se zvysena fosforylace
objevuje v akrozomu a v ekvatorialnim segmentu, coz je pravdépodobné spojeno se zménami
ve spermii umoziujicimi fuzi s oocytem (Nassar et al. 1999; Petrunkina et al. 2003).

10



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je popsat zmény fosforylace vybranych proteint kancich spermii pied in vitro
kapacitaci a po kapacitaci.

Hypotéza prace vychazi z piedpokladu, ze bude detekovana rozdilna mira lokalizace
fosforylovanych proteinti v ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermiich.
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3  Literarni prehled
3.1 Vyvoj spermii

Spermie jsou samci pohlavni buriky vznikajici v semenotvornych stocenych kanalcich
varlete. Spermatogenni epitel, ktery kanalky vystyla, je tvofen zarodecnymi a podpurnymi
Sertoliho builkkami. Zarodecné builkky predstavuji stadia vyvoje spermii pocinaje
spermatogoniemi A a B, které se mitoticky d¢li, az po jejich vyvojové stadium zvané
spermatidy, uvolnované do Ilumen kanalku. Timto okamzikem je =zakoncena faze
spermatogeneze. Ze spermatid se v ndsledném procesu spermiogeneze vyvijeji spermie (Gilbert
2006). Béhem vyvoje spermii (obrazek 1) postupné dochazi ke kondenzaci jadra, vytvoreni
bi¢iku a ztraté cytoplazmy vcetné nékterych organel (Pariharr 2019). Z bunék s diploidnim
poétem chromozomu vznikaji buiiky s polovi¢ni chromozomalni vybavou. Nezralé spermie se
pies odvodné kanalky varlete dostavaji do nadvarlete, kde dozravaji (Gilbert 2006).
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Obrézek 1: Vyvoj spermie beéhem spermiogeneze (Parihar 2019)

3.1.1 Morfologie spermie

Spermie jsou funkcné i stavebné vysoce specializované buiiky. Sestavaji ze dvou hlavnich
¢asti, a to z hlavicky obsahujici jadro a akrozom bic¢iku, ktery zajistuje motilitu spermie.
Spermie jsou tvarem i velikosti druhové rozdilné (Gilbert 2000).
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3.1.1.1 Hlavic¢ka spermie

Hlavicka spermie obsahuje ovalné ploché jadro s vysoce kondenzovanym chromatinem,
ktery je tvoren DNA (deoxyribonukleovou kyselinou) (Gilbert 2000). V piedni ¢asti hlavicky
se nachazi akrozom, buné¢na organela podilejici se na vazbé spermie na ZP oocytu. Akrozom
pokryva piedni 2/3 hlavi¢ky spermie. Ma podobu vac¢ku obklopeného membranou topologicky

rozliSenou na vné&j§i a vnitini akrozomalni membranu, kterd prekryva predni tisek vné&jsi jaderné
membrany (Toshimori & Ito 2003).

V akrozomu se vyskytuje velké mnozstvi enzymd, z nichz nékteré se uplatiuji pfi $t€peni
zony pellucidy (ZP) a tim napomahaji praniku spermie do vajicka (Buffone et al. 2008). J&dro
s akrozomem je obklopeno cytoskeletem a cytoplazmou. Hlavicku sav¢i spermie pokryva
plazmatickd membrana rozdélend na oblast akrozomalni se segmenty apikalnim a
ekvatorialnim a oblast postakrozomalni (obrazek 2) (Brener et al. 2003). Ekvatorialni segment
je specializovana oblast plazmatické membrany hlavicky sav€ich spermii, kterd ma druhové
specifickou velikost a tvar (Yanagimachi 1994). Kone¢ny tvar hlavicky vznikd béhem obdobi
pozdni spermiogeneze, kdy jsou oblé spematidy transformovany v prodlouzené spermie.
V maturované spermii byly objeveny strukturalni vlastnosti ekvatorialniho segmentu, které se
odlisuji od plazmatické membrany ptekryvajici pfedni akrozomalni a postakrozomalni oblasti
(Kierszenbaum et al. 2003).
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Obrazek 2: Hlavicka spermie (Kamisetti 2016)

3.1.1.2 Bic¢ik spermie

Bicik spermie je Cast bunky umoziujici jeji transport sami¢im reprodukénim traktem
smérem k vajicku do mista oplodnéni. Lze ho rozdélit na ctyfi zékladni segmenty tvofené
kr¢kem spojujicim hlavicku se zbyvajicim tGsekem biciku, stfedni ¢asti s mitochondriemi,
hlavni ¢asti a koncovou cCasti (obrazek 3). Bi¢ikem probihd osové vldkno axonema, které je
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tvofeno kruhové uspofddanymi dvojicemi mikrotubuli a dvéma mikrotubuly centralnimi.
Dvojice mikrotubuld v kruhu jsou propojeny dyneinem, jehoz spoje jsou d€leny na vnéjsi a
vnitini fadu dyneinovych ramen. Ta slouzi k pfenosu energie potiebné k pohybu biciku
(Yanagimachi 1994).

Plasma membrane
Mitochondnal

Sheath
QOuter Dense
Fibers (ODF)

Longitudinal
columns of
fibrous sheath

Obrazek 3: Bicik spermie rozdéleny na segmenty (Misro et al. 2012)

3.1.2 Epididymalni maturace spermii

Savci spermie opoustéjici stocené kanalky varlat jesté nejsou schopné rozpoznat a oplodnit
vajicko. Tyto schopnosti ziskavaji az pti pruichodem nadvarletem (Eddy & O’Brien 1984).
Nadvarle (epididymis) je na varle navazujici Usek vyvodnych pohlavnich cest samce.
Z anatomického hlediska se dé€li na 3 ¢asti: hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda). Pii
pruchodu nadvarletem spermie ziskavaji schopnost aktivniho pohybu a také postupné funkéné
dozravaji (Eddy et al. 1994).

Testikularni spermie v nadvarleti podstupuji maturaéni proces, ktery zahrnuje komplex
biochemickych a fyziologickych zmén. V ocasu nadvarlete je maturace spermii dokoncena,
V této Casti nadvarlete se shromazd'uji az do doby ejakulace (Eddy et al. 1994).

Epididymalni maturaci je oznacovana faze vyvoje spermii, kdy se stavaji funkéné zralymi,
jsou schopny se aktivné pohybovat a podstoupit kapacitaci (Yanagimachi 1994). Béhem
maturace spermii v nadvarleti dochdzi ke zménam v lipidovéma proteinovém slozeni
plazmatické membrany. Membrana je obohacena o cholesterol a nékteré proteiny. Dochazi
K jeji stabilizaci, zabranéni pted¢asné akrozomalni reakci a postupné se vyvyji receptory
umoznujici vazbu k ZP (Yanagimachi 1994).
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3.1.3 Kapacitace spermii

Ackoli jsou ejakulované spermie pohyblivé a morfologicky kompletni, nejsou schopné
oplodnit vajicko. K dosazeni fertiliza¢ni schopnosti musi spermie podstoupit mnoho
biochemickych a fyziologickych zmén, ke kterym dochazi v sami¢im reprodukénim traktu.
Tento proces se nazyva kapacitace (Eddy & O’Brien 1994; Yanagimachi 1994).

Kapacitace piedstavuje finalni fazi maturace spermii, kterd proptujcuje savéim spermiim
schopnost ziskat hyperaktivovanou motilitu a komunikovat se ZP oocytu, podstoupit
akrozomovou reakci (AR), zahajit fazi s plazmatickou membranou a oplodnit oocyt
(Yanagimachi 1994; Tardif et al. 2001).

Po ejakulaci se do samiciho reprodukéniho traktu dostava velké mnozstvi spermii, ale jen
nékteré znich prochazeji Gspé$né jednotlivymi useky pohlavniho ustroji a pfipoji se
k epitelialnim bunkam vejcovodu v isthmické ¢asti. Tato interakce je mechanizmem, ktery
umozni selekci optimalni populace spermii (Hunter 2007). Kontakt spermii s epiteliemi
vejcovodu je zprostfedkovan molekulami obsazenymi v apikalni ¢asti povrchu spermie a
sacharidy lokalizovanymi v plazmatické membrané bunék oviduktu (Tardif et al. 2001).

Plazmatickd membrana v souvislosti s kapacitaci spermie podstupuje mnoho Uprav véetné
strukturalnich zmén uspoiadani proteint a lipidd a zvyseni jeji fluidity (Gadella & Harrison
2000). Dalsimi d&ji souvisejicimi s kapacitaci jsou cholesterolovy efflux, aktivace iontovych
kanala (Fraser 1990; Naz 2004; Matas 2011) a influx vapniku, generovani cAMP a produkce
reaktivnich forem kysliku s naslednou aktivaci proteinkinazy A (PKA) (Awda & Buhr 2010).

Hydrogenuhli¢itanovymi ionty (HCOs") indukovand cAMP-PKA signalni draha iniciuje
v plazmatické membrané nékolik klicovych procestu. Nejdiive dojde k destabilizaci
plazmatické membrény translokaci fosfolipidii, coz je zprostiedkovano aktivaci PAK. Zvyseni
fluidity membrany a jeji permeability je pfedpokladem pro redistribuci lipidli, zejména
cholesterolu, k apikalni oblasti hlavicky spermie (Flesch et al. 2001). Cholesterol je
zZ plazmatické membrany aktivné transportovan, coz je proces nezbytny pro fertilizaci (Flesch
et al. 2001). Eflux cholesterolu z apikalni plazmatické membrany napomaha formovani
lipidovych rafti, jejichz soucasti jsou proteiny nezbytné pro vazbu se ZP a pro indukci AR
(Asquith et al. 2004).

Na obrazku 4 jsou znazornény jednotlivé procesy vedouci ke kapacitaci spermii, kdy je
nejprve z plazmatické membrany odstranén cholesterol, dale jsou do procesu zapojeny HCOs~
a Ca?*. Zvysenim koncentrace cCAMP je aktivovana PKA, ktera fosforyluje uréité proteiny na
tyrozinovych zbytcich, coz vede k hyperaktivaci motility a kapacitaci spermii.
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Obrézek 4: Model regulace fosforylacnich drah pfti kapacitaci spermii savct (Naresh et al. 2015)

3.1.3.1 Kapacitace in vivo

Pouze malad cast spermii, které se dostavaji do pohlavniho systému samice, se uplatni
v dalSich etapach. Jen jejich pomérn¢ maly pocet postupuje do délozniho krcku, kde se na
diferenciaci morfologicky odpovidajicich spermii podili i pfitomny hlen bohaty na
glykoproteiny. Spermie postupuji smérem k déloze a dale do vejcovoda (Yanagimachi 1994).
Spermie zUstavaji ve vejcovodech v podminkach, které jim zabranuji v pohybu a prodluzuji
jejich fertilizani schopnost. Pfipoji se k oviduktalnimu fasinkovému epitelu. Jedna se
o interakci molekul proteint na povrchu spermie sacharidovych fetézci s epitelialnimi bunkami
vejcovodu (Liberda et al., 2006). V oviduktalnim rezervoaru spermie ,,Cekaji* na ovulaci
oocytu. Jen tak muze byt indukovana kapacitace. B&hem této faze dochédzi k selekci
ménéschopnych spermii. Spermie navazané na oviduktalni epitel se postupné uvoliiuji
v zavislosti na fazi jejich pripravenosti na fertilizaci a na ovulaci oocytu. S tim souvisi tzv.
hyperaktivace motility spermii. Kapacitaci uvolnénych spermii urychluje rovnéz pusobeni
oviduktalni tekutiny (Yanagimachi 1994).

3.1.3.2 Kapacitace in vitro

Zanormalnich podminek dochazi ke kapacitaci v prostiedi samic¢iho Ustroji. Kapacitaci v§ak
Ize navodit i v in vitro podminkach pti pouziti médii, ktera tento proces podporuji. Vétsina
informaci, které jsou dosud o kapacitaci znamé, byla ziskana pravé v in vitro podminkach.

16



Téméf viechna kapacitaéni média obsahuji HCO3", Ca?* a sérovy albumin (BSA), ktery je nutny
u mnoha druhti jako akceptor cholesterolu (Carerra et al. 1996; Naz & Rajesh 2004).

Ackoli existuji nevelké odchylky ve slozeni kapacita¢nich médii, vétSina z nich se svym
slozenim zasadn¢ nelisi (Naz 2004). Odlisna je situace u kanct, kdy je pro kapacitaci spermii
in vitro nezbytna piitomnost HCOs™ a zejména vapniku, ale ne BSA (Suzuki 1994; Wang 1995;
Tardif 2002). S kapacitaci spermii riznych sav¢ich druhti véetné prasete je spojena tyrosinova
fosforylace ruznych proteint (Galantino et al. 1997; Flesch et al. 1999). Tardif et al. (2001)
uvadéji, ze pro kapacitaci kan¢ich spermii je pravdépodobné specificka tyrosinova fosforylace
proteinu p32 a aktivace tyrosin kindzy. Na tyrozinu fosforylovany protein p32 je ziejmé po
kapacitaci pfitomen vcytosolu i v plazmatické membrané¢ spermie. Nepfimou
imunofluorescenci byla béhem kapacitace prokdzana jeho redistribuce do akrozomu, coz
odpovida lokalizaci proteinu zapojeného do faze ziskani fertilizaéni schopnosti spermie (Tardif
et al. 2001). Protein p32 byl urcen jako na tyrosinu fosforylovana forma proteinu vazajiciho
akrozomalni enzym proakrozin/akrozin (Dube et al. 2005). Bravo et al. (2005) poukazali na
souvislost mezi Grovni tyrozinové fosforylace proteinu p32 a procentem kapacitovanych
kancich spermii. Protein p32 by tudiz mohl slouzit jako marker kapacitace spermii u kancd.

3.1.3.3 Hyperaktivace motility spermii

V pribéhu kapacitace spermie z diivodu ztraty nékterych povrchovych proteinti pozbyvaji
schopnost vézat se na epitel oviduktu. S tim souvisi i hyperaktivace pohybu spermii. Jedna se
o vyrazné zvyseni frekvence kmitani bi¢iku a s tim souvisejici zména charakteru pohybu
spermie. Bic¢ik hyperkativovanych spermii se vice ohyba a jeho vInéni neni symetrické.
Spermie se tak velmi Casto pohybuji v kruzich a mnohem rychleji. Hnaci pohyb bi¢iku je
rozhodujici pro uvolnéni spermii z oviduktalnich bunék istmického rezervoaru a penetraci ZP
(Yanagimachi 1994)).

Na hyperaktivaci motility spermie maji v blizkosti mista fertilizace oocytu vliv efektorové
molekuly jako je naptiklad progesteron produkovany kumularnimi bufikami oocytu
(Yanagimachi 1994, Suarez & Dai 1995). Hyperaktivace souvisi se vstupem vapniku pies spe-
cifické kanaly, zndmé jako CatSper, které jsou lokalizované v hlavni ¢asti bic¢iku (Qi et al.
2007).

3.1.4 Fertilizace

Fertilizaci je oznaGovano obdobi, kdy spermie prochazi kumularnim matrix oocytu, vaze se
na ZP a prodélava akrozomalni reakci. Dochazi k praniku ZP a k fuzi gamet (Wassarman et al.
1999; Florman & Ducibella 2006).

Po kontaktu spermie s oocytem nastava interakce proteinti plazmatické membrany spermie
se sacharidovou slozkou ZP. Béhem této tzv. primarni vazby dochazi ke kontaktu mezi
oocytarnim glykoproteinem ZP3, ktery je pokladan za pfirozeny spousté¢ akrozomalni reakce
(Wassarman et al. 2001) a receptory na plazmatické membrané v oblasti akrozomalni ¢epicky
akrozom-intaktni spermie a je indukovana akrozomalni reakce (AR) (Yanagimachi 1994).
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Po dokonceni AR mezi spermii a ZP vajicka dojde ksekundarni vazbé. Ta je
zprostfedkovana glykoproteinem ZP2 a receptory lokalizovanymi na vnitini akrozomalni
membrané spermie (Bleil et al. 1980). Po akrozomalni reakci zistava na hlavicce spermie jen
vnitini akrozomalni membrana a ekvatorialni segment (Wassarman et al. 2001). Vnitini
akrozomalni membrana je nazyvana jako postnuklearni ¢epicka. Misto, kde se piekryva
s akrozomem, je oblasti ekvatoridlniho segmentu. Ekvatoridlni segment spermie se
akrozomalni reakce neucastni, ale ma vyznam pfi vazbé a fuzi plazmatickych membran spermie
a vajicka (Wassarman 2001; Patrat et al. 2012).

Po kontaktu spermie se ZP oocytu je stimulovana akrozomalni reakce. Dojde k fuzi mezi
vn&jsi akrozomalni a plazmatickou membranou spermie (Yanagimachi 1994; Visconti et al.
2002). Ve vné&jsi membrané akrozomu vzniknou pory a obsah akrozomalniho vacku
s hydrolytickymi enzymy se vylije. Uvolnéné enzymy napomahaji v degradaci ZP a odhaleni
novych membranovych domén. Nasledujicim krokem je interakce s oolemou vaji¢ka a fuze
vedouci jeho fertilizaci (Bernecic et al. 2019). Do kumularnich bunék oocytu jsou schopné
vstoupit jen kapacitované spermie s neporusenym akrozomem. K fazi vnéjsi akrozomalni a
plazmatické membrany spermie béhem AR dochazi po ptedchozi depolymeraci aktinovych siti
cytoskeletu v hlaviéce spermie béhem kapacitace (Brener et al. 2003).

Po proniknuti spermie pies ZP vajicka do jeho perivitelinniho prostoru dojde ke splynuti
oblasti ekvatoridlniho segmentu plazmatické mmebréany spermie s plazmatickou membrénou
vaji¢ka (Yanagimachi 1994). Fuze gamet navodi exocytézu kortikalnich granuli oocytu
obsahujicich enzymy, které zméni uspofadani glykoproteini ZP. Tim je zabranéno
polyspermnimu oplozeni (Yanagimachi 1994; Wassarman et al. 2001; Patrat et al. 2012).

3.2 Fosforylace proteint

Fosforylace proteinti je posttransla¢ni modifikace Fidici aktivitu proteinti v eukaryotickych
bunikdch (Pawson 1995). V eukaryotickych bunikach je béZnym mechanismem pro fizeni
proteinové aktivity pifidanim nebo naopak odstranénim fosfatovych skupin serinovych,
threoninovych nebo tyrozinovych zbytkd. Adice nebo odstranéni fosfatovych skupin muize
indukovat alosterické modifikace, coZ ma za néasledek konforma¢ni zmény proteint a jejich
aktivaci nebo naopak inaktivaci (Naz & Rajesh 2004).

V eukaryotickych butikach mize byt fosforylovana az polovina proteint, a to dusledkem
ptisné regulovanych protein kindzovych a fosfatdzovych aktivit (Witze et al. 2007). Témér
vSechny proteiny jsou Vv buiice fosforylovany na jednom nebo vice mistech. Fosforylace
v bunikdch je dilezitd pro mnoho procesii, jako je bunéfny cyklus, rlst bunék, jejich
diferenciace, déleni bunék a také pii mechanismu a transportu. VSechny tyto dé&je jsou pro
buiiky zcela zasadni. Je tedy ziejmé, ze jakékoli chyby nebo nevhodna interpretace a Sifeni
signalu zptisobi degradaci pro celou buiiku a velmi vazné nasledky pro cely organismus (Hunter
2007).
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Fosforylace je velmi Uzce svdzana s aktivitou a funkci proteind, jelikoz ptimo ovliviiuje
jejich konformaéni zménu. Tato zména pisobi na proteiny dvéma zpusoby, ty mohou byt
aktivovany nebo inaktivovany (Hunter 2007).

3.2.1 Fosforylace ve spermiich

Maturované spermie jsou vysoce specializované, transkripcné a transla¢né neaktivni bunky,
a tedy neschopné syntetizovat noveé proteiny (Hafez & Hafez 2000). Dulezitost fosforylace ¢i
defosforylace proteint jako prostfedku ke zméné jejich funkce je tedy vyssi nez u mnoha jinych
typi bunék (Urner & Sakkas 2003). Funkce spermii tak muze byt prostfednictvim
posttransla¢ni modifikace proteint, jako je pravé fosforylace, regulovana (Wang et al. 2014;
Yuan 2014). Fosforylace proteint hraje kli¢ovou roli ve funkci spermii a fidi procesy jako je
kapacitace, hyperaktivace motility a AR (Wera & Hemmings 1995).

Fosforylace ve spermiich miize probihat na serinovych, threoninovych a tyrozinovych
zbytcich proteinti. A¢koli o serin/threoninové fosforylaci doposud je jen malo informaci, zda
se, Ze existuje na Case zavislé zvySeni serinové nebo threoninové fosforylace béhem kapacitace
spermii u druhi jako je ¢lovék (O’Flaherty et al. 2004), kanec (Harayama 2003), kiecek (Jha
& Shivaji 2002) a my$ (Jha et al. 2006). Ve spermii probihaji vSechny uvedené typy, ale
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signalu v bunce (Manning et al. 2002; Urner & Sakkas 2003; Naz & Rajesh 2004).

Vazbou k epitelu oviduktu bylo zjisténo, ze dochézi u kancich spermii (Petrunkina et al.
2001) a spermii psa (Petrunkina et al. 2003) k potla¢eni tyrozinové fosforylace proteint, a tim
opozdéni kapacitace, coz napomaha synchronizaci funkci spermie s ¢asem ovulace oocytu.

U mnoha savéich druhii je kapacitace spermii spojena se vzestupem na tyrozinu
fosforylovanych (P-Tyr) proteinu (Visconti et al. 1995; Tardif et al. 2001). Priméarni oblasti ve
spermii, kde probiha tyrozinova fosforylace, je biCik, zejména jeho stfedni cast s
mitochondriemi. To naznafuje souvislost se zménami v parametrech motility, a tedy
hyperaktivaci pohybu bi¢iku (Nassar et al. 1999; Petrunkina et al. 2003). Tardif et al. (2001)
vSak uvadi, ze fosforylace proteinii béhem kapacitace kancich spermii se zménami motility
zifejmé zcela nesouvisi, naopak Chamberland (2001) u spermii byka naopak piimou souvislost
mezi fosforylaci a zménami motility spermie zjistil. Pti kapacitaci navic dochazi k redistribuci
P-Tyr proteint lokalizovanych v akrozomalni oblasti hlavicky spermie (Flesch et al. 1999).
Tyto proteiny se patrné Ucastni rozpoznani ZP a penetrace oocytu (Dubé et al. 2005).
Ekvatoridlni segment hlavicky je fidicim centrem zapojenym do fize gamet savCi spermie a je
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oblasti s vyssi piitomnosti P-Tyr proteint (Jones et al. 2008).

Flesch et al. (1999) uvadéji, ze u spermii kance dochazi pii kapacitaci k tyrozinové
fosforylaci proteinti plazmatické membrany. Tyto proteiny se uplatiuji pii vazbé spermie k ZP
vajicka a pfi indukci akrozomalni reakce. Ackoliv je tyrozinova fosforylace proteinti hlavnim
rysem procesu kapacitace, neni stale ziejmé, jak pfesné se tato fosforylace proteint ucastni
rozpoznani a interakce se ZP a exocytdzy akrozomu (Naz & Rajesh 2004).

19



V souvislosti s kapacitaci spermii byla sledovéana tyrozinova fosforylace u nékterych kon-
krétnich proteind. Zvysend koncentrace fosforylovanych proteinti byla zjisténa u 30 riznych
proteint v kapacitovanych mysich spermiich a u 6 proteinti u kapacitovanych spermii potkana
(Salicioni et al. 2007). V lidské spermii to byly proteiny AKAP3 a AKAP4 (Wang et al. 2015).

3.2.2 Fosforylace béhem maturace spermii v nadvarleti

Mira fosforylace v proteinech spermii se béhem epididymalni maturace méni. Jones et al.
(2008) sledovali tyrozinovou fosforylaci proteinii béhem epididymalni maturace u nékolika
sav¢ich druht. U kancich, byc¢ich a beranich spermii zjistili zvySenou intenzitu fosforylace
zejména v subekvatoridlnim segmentu a v predni c¢asti akrozomu, avSak s uréitymi
mezidruhovymi rozdily a rozdily tykajicimi se fixace spermii. Obdobné vysledky publikovali
I Jankovi¢ova et al. (2018), ktefi fosforylované proteiny na tyrozinu detekovali vyluéné
Vv ekvatoridlnim segmentu a akrozomu u 95 % by¢ich spermii. Nejvétsi intenzita fosforylace
byla zaznamenana u spermii v ocasu nadvarelete.

3.2.3 Fosforylace béhem fertilizace

Fertiliza¢ni funkce spermii je spjaté s aktivaci intracelularnich signaliza¢nich systému a drah
(Urner & Sakkas 2003). Ackoliv je fosforylace proteinti spermii klicovym znakem kapacitace,
neni jasné, jak je fosforylace proteinti zapojena do rozpoznavani a interakce ZP a akrozomalni
exocytozy (Naz et al. 2004). Fosforylace proteinii ve spermiich je naprosto zasadni pro
oplodnéni oocytu (Urner & Sakkas 2003). | v oocytech byla detekovana (P-Tyr) proteind.
U spermii navdzanych na oolemu oocytu byla u vétsiny druhi detekovana fosforylace v hlavni
Casti bi¢iku a také v jeho mitochondrialni ¢asti (Carreara et al. 1996; Leclerc et al. 1997; Urner
et al. 2001; Petrunkina et al. 2003). U kancich spermii bylo nejvice proteint fosforylovanych
na plazmatické membrané hlavi¢ky v oblasti akrozomu, ktery je zapojen do interakce se ZP a
do dé&ju spojenych s flzi (Naz et al 1991; Dube et al. 2005).

Nicméné v nedavné studii vSak zkoumali vztah mezi fosforylaci proteini a schopnosti
mySich spermii interagovat se ZP. Byly identifikovany dva chaperonové proteiny, konkrétné
endoplazmin (ERp99/HSP90) a protein tepelného Soku 60 (HSP60), exprimované na povrchu
mysich spemii. Oba proteiny jsou fosforylovany na tyrozinu a jsou lokalizovany na plazmatické
membrané hlaviéky spermie, tedy oblasti, ktera se Ui€astni vazby na ZP. Je tedy mozné, ze
»aktivace™ téchto proteinti fosforylaci na tyrozinu béhem kapacitace by mohla vyvolat
konformaéni zmény usnadiiujici tvorbu funkéniho komplexu receptorti pro vazbu na ZP na
povrchu hlavi¢ky spermie (Asquith et al. 2004).

3.2.4 Serinova a threoninova fosforylace

Naz (1999) jako jeden z mala autorti popsal fosforylaci na serinovych a threoninovych
zbytcich proteint, a to u lidskych spermii. Byly urceny 4 skupiny proteinti (43-55 kDa, 94 kDa,
110 kDa a 190 kDa) fosforylovanych na serinu. Fosforylace na threoninu byla popsana
u stejnych skupin proteint. Serinova i threoninova fosforylace na proteinech spermii se
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zvySovala béhem kapacitace nebo t€sné po ni a rovnéz ke zvyseni doslo i po vazbé k ZP (Naz
1999). Bylo zjisténo, ze u kapacitovanych lidskych spermii je fosforylace zavisla na dobé
inkubace. Dal§im poznatkem bylo, ze fosforylace na serinu a threoninu probiha rychleji nez
fosforylace na tyrozinu (Beddu-Addo et al. 2005).

U kancich spermii bylo béhem kapacitace zjisténo velké mnozstvi proteint fosforylovanych
na serinovych nebo treoninovych zbytcich (Harayama & Nakamura 2008). Nekapacitoavné
kanci spermie obsahuji Ser/Thr fosforylované proteiny v postakrozomalni oblasti. S postupujici
dobou kapacitace se Ser/Thr fosforylace v postakrozomalni oblasti snizovala a naopak stoupala
Vv oblasti bi¢iku (Harayma 2003).

3.2.5 Tyrozinova fosforylace

Tyrozinova fosforylace je povazovana za vylu¢ny indikator signalni transdukéni drahy
v kapacitaci spermii (Naz & Rajesh 2004). Jeji zvyseni je nédsledkem aktivaci specifickych
ezymu tyrozinkinaz. Tyto kinazy jsou aktivovany bud’ ptimo nebo neptimo PKA (Tardif et al.
2001).

Tyrozinova fosforylace byla detekovana u spermii mnoha savéich druhti véetné ¢lovéka,
potkana, kralika a mysi (Naz 1991). Bylo zjisténo, ze odlisné oblasti lidské spermie podstupuji
specificky sled fosforylaci béhem kapacitace a pii vazbé na ZP (Urner & Sakkas 2003). Aby
bylo mozné ur¢it spojitost mezi odlisnymi fosforylovanymi proteiny a specifickymi funkcemi
spermie, je nutné lokalizovat tyrozin fosforylované (P-Tyr) proteiny v odlinych oblastech
spermii. Bylo zjisténo, ze P-Tyr proteini ve spermii béhem kapacitace roste u druhu jako je
kiecek (Visconti et al. 1999; Kulanand & Shivaji 2001), kocour (Pukazhenthi et al. 1998), kanec
(Kalab et al. 1998), byk (Galantino et al. 1997; Galantino et al. 2004), hifebec (Pommer et al.
2003) a ¢loveék (Leclerc et al. 1996; Osheroff et al. 1999).

Bicik je povazovan za hlavni oblast spermie, ktera podstupuje tyrozinovou fosforylaci. Je
to ziejmé zpusobeno hyperaktivaci motlility spermie. Bylo popsano, ze fosforylace na biciku
probiha u vétsSiny druht véetné ¢lovéka (Naz et al. 1991; Carreara et al. 1996; Leclerc et al.
1997), opice (Mahony & Gwathmey 1999), kiecka (Si & Okuno 1999), potkana (Lewis &
Aitken 2001) a mysi (Urner et al. 2001) s vyjimkou kancu (Petrunkina et al. 2001).

U lidskych spermii bylo zjisténo, Ze kapacitaéni podminky a vystaveni spermie ZP oocytu
zvySuje stupen tyrozinové fosforylace ve spermii jakoZz i pocet fosforylovanych spermii, a to
zejmeéna v akrozomalni oblasti hlavicky spermie (Naz et al. 1991). Byl zaznamenan posun
signdlu P-Tyr z oblasti bi¢iku nekapacitované spermie do akrozomalni oblasti u spermie
kapacitované. ProtoZe akrozomalni oblast spermie je zapojena do interakce se ZP, zvySeni P-
Tyr se jevi jako predpokladany krok (Naz 1991).

3.3 Faktory ovliviiujici tyrozinovou fosforylaci béhem kapacitace spermii
Béhem kapacitace dochazi ve spermiich mnoha sav¢ich druht k vzestupu koncentrace
vapnikovych ionti (Suarezz 1993). Bylo zjisténo, ze se béhem kapacitace pozadavky na

koncentraci Ca?* u riiznych druhi lisi (Bravo et al. 2005). Na Ulohu extracelularniho Ca?* pii
tyrozinové fosforylaci neexistuji shodné pohledy. Podle nékterych nazorti vzestup koncentrace
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Cax+ stupéini tyrozinové fosforylace u mysich (Visconti 1995) a lidskych (Lecrerc 1998) spermii
zvysuje, jiné zdroje uvadegji opacny vliv (Carrera 1995; Luconi 1996), kdy Ca?*ovliviuje
tyrozinovou fosforylaci negativné. Baker et al. (2004) udavaji, Ze extracelularni Ca?*
tyrozinovou fosforylaci u lidské a mysi spermie potlacuje snizenim dostupnosti intracelularniho
ATP.

Koncentrace hydrogenuhli¢itanu (HCOs™) se v prostiedi oviduktu v obdobi ovulace
zvySuje. To aktivuje adenylatcyklazu, ktera je odpovédna za produkci cyklického
adenosinmonofosfatu (CAMP). cAMP je dulezity druhy posel v mnoha bunéénych procesech a
ma pfimy ucinek na aktivitu protein kinazy A (PKA). Tento enzym hraje dtlezitou tlohu ve
fosforylaci proteinti se serinovymi nebo threoninovymi zbytyky. Posttransal¢ni modifikace
reguluje funkci proteini a spermiim umoziuje reagovat na jejich okolni prostiedi béhem
kapacitace. Pfesny mechanizmus, kterym HCOs" fidi kapacitaci, je vS§ak dosud neznamy. Piisun
HCOs™ béhem kapacitace je spojen s vzestupem intracelularniho pH ve spermii (Vredenburgh
1995), s regulaci cAMP hladin, reversibilni zménou ve stavbé lipida plazmatické membrany
spermie as jeji hyperpolarizaci. HCOs™ indukuje rychlé zmény v lipidovém slozeni plazmatické
membrany a zvysuje jeji fluiditu prostiednictvim cAMP/PAK dependentnich drah ve spermiich
(Gadella & Harrison 2000).

3.3.1 Tyrozinova fosforylace béhem kapacitace spermii

U kancich spermii indukuje kapacitace tyrozinovou fosforylaci proteinii plazmatické
membrany, které ziejmé iniciuji vazbu k ZP a navozuji AR (Flesch et al. 1999). Jedna se
0 tyrozinovou fosforylaci 3 hlavnich (27, 37, 40 kDa) a 3 vedlejsich (34, 47, 55 kDa) proteint
plazmatické membrany (Flesch et al. 1999). Jak bylo zjisténo pozdé&ji, 2 proteiny (35 a 46 kDa)
plazmatické membrany izolované z kapacitovanych kancich spermii ukazaly vysokou
vazebnou afinitu se ZP (Flesch et al. 2001). Je zajimavé, ze interakce mezi spermiemi a
oviduktalnimi epitelem in vitro ovliviiuje tyrosinovou fosforylaci ve spermii a jeji kapacitaci.
Selektivni vazba spermii k epitelu oviduktu (Petrunkina et al. 2001; Naz 2004) u kance
potlacuje tyrozinovou fosforylaci proteint spermie (Petrunkina et al. 2001) a u psa (Petrunkina
et al. 2003) zpozd'uje kapacitaci. Tato oviduktalni regulace tyrozinové fosforylace a tedy také
kapacitace mize napomahat synchronizaci funkce spermii s ¢asem ovulace. Zda se tedy, ze
stupen tyrosinové fosforylace souvisi s Urovni kapacitace spermie. Visconti et al. 1995 (v Naz
2004) zkoumali souvislost mezi stupném kapacitace a tyrosinové fosforylace u mysich spermii.
Zjistili ¢asovou zavislost vzestupu fosforylace nékterych specifickych proteinti v rozmezi 40 —
120 kDa, které souviseji se stavem kapacitace spermii (Visconti et al. 1995; Naz 1999; Naz &
Rajesh 2004).

Je zajimavé, zZe interakce epitelialnich bun¢k vejcovodu modifikuje tyrozinovou fosforylaci
a kapacitaci spermii in vitro. Selektivni vazba spermii na epitelie oviduktu potlacuje
tyrozinovou fosforylaci proteinti kancich spermii (Petrukina et al. 2001). Tato modulace
tyrozinové fosforylace a tim i kapacitace miize pomoci synchronizovat funkci spermii s dobou
ovulace (Petrukina et al. 2011).

22



Tyrozinova fosforylace béhem kapacitace spermii byla ale také pozorovédna u spermii
nedomestikovanych zvifat, a to napiiklad u makaka javského (Mahonny et al. 1999), u klokana
dama a u kusua lis¢iho (Sidhu et al. 2004). A také u lidskych spermii (Leclerc et al. 1996;
Osheroff et al. 2004). Fosforylace proteinu tyrozinu je tedy dilezitou regulacni cestou
v modulaci udalosti spojenych s kapacitaci (Naz & Rajesh 2004).

3.3.2 Detekce fosforylace na tyrozinu

Na tyrozinu fosforylované proteiny se pfemist'uji béhem kapacitace do oblasti akrozomu,
coz dokazuje, ze fosforylace pravdépodobné souvisi se zménami v akrozomu vedouci k indukci
AR. U nekapacitovanych kancich spermii dochéazi pouze k fosforylaci ve stfedu hlavicky,
v oblasti ekvatorialniho segmentu (Tardif et al. 2001). Fosforylované tyrozinové proteiny jsou
obsazeny i v bi¢iku u mysich a lidskych spermii, coz naznacuje, Ze mohou byt zapojeny do
hyperaktivace motility (Jha et al. 2006), ktera také souvisi s procesem kapacitace. Naproti tomu
u kan¢ich spermii na tyrozinu fosforylované proteiny v bi¢iku detekovany byly pouze
v nékterych novéjsich studiich (Tradif et al. 2001).

Luiio et al. (2013) se zabyvali tyrozinovou fosforylaci proteinli v kancich spermiich za
piitomnosti oviduktalniho epitelu, a to v podminkéach in vitro, kdy byly spermie inkubovany
Vv kultufe epitelidlnich bunék vejcovodu, ex vivo, ve vejcovodech porazenych zvifat a také a in
vivo v izolovanych vejcovodech po inseminaci prasnic. Pomoci nepiimé imunofluorescence
byla porovnéna distribuce na tyrozinu fosforylovanych proteind u spermii navazanych
i nenavazanych na epitel oviduktu. Bylo zji§téno, Ze u spermii nenavazanych k oviduktalnimu
epitelu je vyssi mnozstvi na tyrozinu fosforylovanych proteint oproti spermiim navazanym. To
naznaCuje, ze vazba spermii k epitelu vejcovodl je mechanizmem, ktery prodluzuje jejich
ptezivani do doby ovulace vaji¢ka (Luno et al. 2013).
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4 Material a metodika
4.1 Spermie

Pro experimenty byly pouzivany ejakulované spermie kanci. Jednalo se o nativni ejakulat a
insemina¢ni davky spermii z inseminacni stanice LIPRA PORK, a. s. Skr$in. Nativni ejakulat
byl piepravovan v odbérové plastové nadobé v polystyrenovém boxu a zpracovan byl ihned po
doruéeni do laboratofe KVD CZU. Konzervované davky vyrobené ihned po odbéru byly ve
stejny den dopraveny do laboratofe. Byly pfevaZzeny a v laboratofi uchovavany
v temperovaném boxu pti 17 °C, zpracovany byly nasledujici den. Epididymalni spermie byly
izolovany z ocasu nadvarlete post mortem pomoci injek¢ni stiikacky.

4.1.1 Zpracovani spemii

Z nativnich i insemina¢nich davek spermii byly vyrobeny vzorky pro laboratorni metody.
Kvalita vzorkli byla ovéfena mikroskopicky; byla zkontrolovana viabilita spermii
prostfednictvim stolniho mikroskopu Nicon Eclipse E200 (Nicon, Japonsko) pii zvétSeni 100x.
Nésledujicim krokem zpracovani ejakulatu a epidiymalnich spermii bylo oddéleni semenné
plazmy/epididymalni tekutiny a spermii na centrifiize (NF 400R, Merci, CR) pfi 250 x g po
dobu 10 minut pfti laboratorni teploté. Odstiedénim byla ziskana peleta spermii, ktera byla
tiikrat promyta PBS (Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, USA) a vzdy centrifugovana
pii 250 x g po 10 minut pfi laboratorni teploté.

4.1.2 Urceni koncentrace spermii v suspenzi

Ke stanoveni poc¢tu spermii byla pouzita Biirkerova komiirka sestavajici z podlozniho skla,
na jehoz jedné strané jsou zatfezy tvorici miizku a kryciho skli¢ka, pod které bylo aplikovano
20 pl suspenze spermii natedénych v destilované vodé (10 pl zpracovaného ejakulatu a 990 ul
destilované vody). Pod mikroskopem s vyhifevnou desti¢kou temperovanou na 37 °C byly
pocitany jednotlivé buiiky ve 40 velkych ¢tvercich. Po€et bun€k v 1 ml suspenze byl vypocten
podle vzorce: pocet spermii ve 40 velkych ¢tvercich ndsobeny faktorem konverze (1000) /
plocha pole (0,04 mm?) x pocet &tvercii (40) x 0,1 (hloubka komiirky v mm) x pouzité fedéni
suspenze (1/100).

4.1.3 Kapacitace ejakulovanych spermii in vitro

Suspenze ejakulovanych spermii po odstranéni semenné plazmy byla 2 x promyta v PBS a
odstiedéna pii 300 x g po dobu 10 minut pti laboratorni teploté na odstiedivee NF 400R (Merci,
CR). Po odstfedéni byl vzdy odstranén supernatant. Po opakovaném promyti a odstiedéni byla
ziskana peleta. Ta byla resuspendovana v 10 ml kapacitaéniho média HEPES (pro ptipravu
1 litru bylo pouzito: 2,383 g Hepes; 6,6634 g NaCl; 0,2386 g KCI; 0,0408 g NaH2POg4; 1,4 ml
laktat sodny; 0,10018 g MgCl>*6H.0; 0,0220 g pyruvat sodny; 2,186 g sorbitol; 0,025 ml
gentamicin; 0,065 g penicilin; 0,1 g PVA Poly (vinylalkohol), do 50 ml bylo pfidano 0,099 g
glukoézy; 0,0275 g pyruvatu sodného; 1 g BSA; 0,0084 g NaHCO3; 0,0147 g CaCI2*2H;0.
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Kapacitace probihala v termostatu s 5 % CO- pti 38,5 °C po dobu 3 hodin v ptipadé nativnich
spermii, 1,5 hodiny u spermii z inseminacni davky. Po kapacitaci byly spermie odstfedény pfi
300 g po dobu 10 minut pii laboratorni teploté a ziskané peletky byly opakované promyty
v PBS.

4.1.4 Indukce akrozomalni reakce spermii kapacitovanych in vitro

K suspenzi kapacitovanych spermii o objemu 500 pl bylo pro indukci akrozomalni reakce
ptidano 10 pl ionoforu (100 uM Calcium lonophore, Sigma Aldrich, USA). Akrozomalni
reakce in vitro probihala v termostatu v prostiedi s 5 % CO> a pti 38,5 °C po dobu 1 hodiny.

4.2 Metoda nepiimé imunofluorescence

4.2.1 Fixace spermii

Pro posuzovani fosforylace proteinti u ejakulovanych, in vitro kapacitovanych a
akrozomové¢ zreagovanych spermii byla zvolena fixace 2 % formaldehydem ve vodé s 2 %
BSA, kterd byla vyhodnocena jako vyhovujici v ramci diplomové prace Fixaéni metody pro
sledovani fosforylovanych proteintt v kanéich spermiich pomoci imunofluorescencni
mikroskopie Bc. P. Cerné v roce 2019.

4.2.2 Fixace 2 % formaldehydem ve vodé s 2 % BSA

Suspenze ejakulovanych nebo kapacitovanych spermii v PBS (asi 107 bunék v 1 ml) byla
v objemu 20 pl napipetovana do krouzku nakreslené¢ho parafinovou tuzkou (Liquid Blocker,
PAP — pen for immunostaining, Sigma-Aldrich, USA) na podloznim mikroskopickém skle. Do
kapky spermii bylo pfidano 50 ul 2 % formaldehydu s 2 % BSA. Po inkubaci po 30 minut pfi
laboratorni teplot€ byla skla lehce oplachnuta v PBS a pfi laboratorni teploté osusena. Takto
zhotovené vzorky byly ihned dale zpracovany nebo byly uchovany v lednici pro pozdé&jsi
pouziti.

4.2.3 Detekce fosforylovanych proteinii pomoci protilatky proti fosfotyrozinu

Pro detekci fosforylovanych proteini byla pouzita pfipravena skla se spermiemi fixovanymi
2 % formaldehydem ve vodé s 2 % BSA. Skla se vzorky spermii byla omyta PBS a osuSena pfi
laboratorni teploté. Poté bylo na vzorky v napipetovano 150 pl blokaé¢niho ¢inidla SuperBlock
(Thermo Scientific, USA). Inkubace probihala po 30 minut ve vlhké komurce pii laboratorni
teploté. Poté byly prepardity omyty PBS a osuSeny. Nasledovalo naneseni primarni
monoklonalni mysi protilatky proti fosfotyrozinu (klon 4G10; EMD Millipore, USA), v fedéni
1 : 300 v PBS vmnozstvi 100 pl do jednoho ze dvou krouzkl na podloznim skle. Druhy
krouzek byl urcen pro negativni kontrolu, napipetovano bylo 100 ul PBS. Nésledovala inkubace
ve vlhké komirce pti 4 °C pies noc. Druhy den byla skla se vzorky opakované promyta v PBS
a osuSena. Do obou krouzkii byla nanesena sekundarni protilatka proti mySim
imunoglobulinim konjugovana s Alexa Fluor TM 488 (Invitrogen, USA) fedéna 1 : 300 v PBS
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v mnozstvi 100 pl. Po inkubaci 30 minut ve tmé¢ ve vlhké komirce pfi laboratorni teploté byla
skla oplachnuta v PBS a osu$ena. Do obou krouzkd byl poté nanesen PNA lektin znaceny
rhodaminem (VectorLaboratories, USA) fedény 1:1000 vPBS vmnozstvi 100 pl.
Nasledovala inkubace 30 minut ve vlhké komurce ve tmé pii laboratorni teploté. Po
opakovaném omyti skel PBS a destilované vodé byla skla osuSena a zamontovana
prostiednictvim média Vectashield s DAPI (Vector Laboratories, USA). Zamontovanim bylo
dosazeno prodlouzeni doby imunofluorescence vzorku a DAPI byla oznacena jaderna DNA.
K vyhodnoceni byl pouzit imunofluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse E600. Preparaty byly
snimany kamerou (Nicon Digital Sight DS-Fil, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS
Elements.

4.3 Western blot anlyza

4.3.1 Priprava proteinového extraktu ze spermii pro SDS elektroforézu

Vytvorené a zmrazené pelety spermii o objemu ptiblizné 50 ul byly nejdiive pti laboratorni
teploté povoleny. Poté bylo k peleté piidano 150 ul neredukujiciho vzorkového pufru (0,5 M
Tris HCI pH 6,8; glycerol; 2 % SDS; 0,05 % bromfenolova modf). Vznikla suspenze byla
opakované, celkem po dobu 30 minut, stiidavé roztfepavana a chlazena na ledu. Nasledovalo
povaieni 5 minut v termobloku CH-100, Heating/Cooling Dry Block (Biosan, Litva) a sto¢eni
na odstiedivce pii 10 000 g po dobu 2 minut. K odebranému supernatantu o objemu 100 pl bylo
pridano 5 pl merkaptoetanolu a vzorek byl opét povaren. Ziskany lyzat byl pouzit pro SDS
elektroforézu.

4.3.2 SDS elektroforéza

SDS (dodecylsiran sodny) je detergent, ktery udéluje proteinim zaporny néboj, a proto je
mozné proteiny od sebe separovat v polyakrylamidovém gelu podle molekulové hmotnosti. Pro
elektroforézu byla pouzita aparatura Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-
Rad, USA).

Extrahované proteiny byly separovany pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu.
Byl pouzit 12 % separacni gel a 4 % zaostfovaci gel.

Piiprava 12 % separa¢niho gelu:

2,5ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) (Bio-Rad, USA)

4,0 ml 30 % akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, USA)

3,5 ml destilovana voda

100 pl 10 % SDS (P-Lab, CR)

4.5 pl TEMED (tetramethylethan-1,2-diamin; GE Healthcare, Svédsko)
70 ul APS (10 % persiran amonny; Merci, CR)
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Roztok separa¢niho gelu byl nalit mezi skla aparatury a byl pfevrstven destilovanou vodou.
Po asi 30 minutach, kdy doslo k polymeraci gelu, byla destilovand voda odstranéna a na
separa¢ni gel byl nalit 4 % roztok zaosttovaciho gelu.

Pfiprava 4 % zaostfovaciho gelu:

1,52 ml destilovana voda

625 ul 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) (Bio-Rad, USA)
325 pl 30 % akrylamid/bis-akrylamid

25 ul 10 % SDS

3,8 ul TEMED

35 ul 10 % APS

Po naliti roztoku zaostiovaciho gelu byl mezi skla vlozen 10jamkovy hieben. Po asi
30 minutach polymerace gelu byla sestava skel vlozena do nadoby aparatury naplnéné
elektrodovym pufrem (Tris 3 g, glycin 14,4 g, SDS 1 g v 1 | destilované vody, pracovni roztok
fedén 1:4). Po vyjmuti hiebenti byly do jamek pomoci Hamiltonovy stfikacky naneseny vzorky
proteind spermii v redukujicim vzorkovém pufru v mnozstvi 15 ul. Pro urCeni pfiblizné
molekulové hmotnosti byl do nékterych jamek nanesen predbarveny molekulovy standard
Standard Dual Xtra Standards (Bio-Rad, USA). Elektroforéza probihala nejdtive pfiblizné
30 minut pii napéti 80 V, kdy vzorky prochazely ptes vrstvu zaostfovaciho gelu, poté asi
1 hodinu pfi napéti 140 V.

4.3.3 Elektropienos proteini separovanych SDS elektroforézou na nitrocelulozévou
(NC) membréanu

Po elektroforéze byl gel vyjmut ze skel aparatury a proplachnut destilovanou vodou. Gel byl
prenesen na NC-membranu (GE Healthcare Amersham Hybond-ECL, USA) a pomoci
chromatografickych papira Whatman, poréznich houbiéek a perforované kazety byl vytvoien
sendvi¢, ktery byl vlozen do blotovaci aparatury (Bio-Rad, USA). Sendvi€ byl vloZen tak, aby
proteiny se zapornym nabojem z gelu piechazely k NC membrané. Nadoba aparatury byla
naplnéna blotovacim pufrem (10 x TG Buffer, Bio-Rad, USA) fedénym 1 : 10 s20 %
metanolem. Elektropfenos proteint probihal pfi konstantnim elektrickém proudu 0.5 A po dobu
ptiblizné 1 hodiny. Po ukonceni elektropienosu byla kazeta z aparatury vyjmuta a membrany
se separovanymi proteiny poté pouzity pro imunodetekci proteinii za pouziti specifické
protilatky.

4.3.4 Vizualizace proteinii na NC-membrané prostiednictvim barveni Ponceau

Utinnost ptenosu proteinti na NC-membranu a jejich dostateéna koncentrace ve viech
vzorcich byla zjisténa pomoci barveni Ponceau S red (0,1 % Ponceau S v 5 % kyselin€ octové;
Sigma Aldrich, USA) po 1 minutu. Odbarveni pfed provedenim imunodetekce bylo provedeno
promytim destilovanou vodou a poté roztokem PBS (Sigma-Aldrich, USA).
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4.3.5 Imunodetekce na NC-membrané

Nitrocelulézovd membréna byla po elektropienosu oplachnuta destilovanou vodou a
nasledné PBS. Dalsim krokem byla deaktivace vazebnych mist na membrané pomoci 5 %
suSeného mléka (Blocking agent, Bio-rad, USA) v PBS 1 hodinu p#i laboratorni teploté. Poté
byla membrana vzdy po dobu asi 5 minut 2 X promyta v PBS s 0,05 % Tweenem 20 (PBS-T)
pro odstranéni nespecifickych vazeb. Poté byla na membranu nanesena primarni mysi
monoklonalni protilatka proti fosfotyrozinu (klon 4G10; EMD Millipore, USA), fedéna v PBS
1 : 1000 a inkubovana pies noc pii 4 °C. Po opakovaném promyti membrany v PBS-T byla
nanesena sekundarni protilatka proti mySim imunoglobulinim konjugovana s kienovou
peroxidazou (Bio-Rad, USA) viedéni 1 : 3000 v PBS. Inkubace probihala 1 hodinu pii
laboratorni teploté. Poté byla membrana opakované promyta v PBS-T a v PBS. Nasledovala
detekce proteinti (vizualizace) metodou chemiluminiscence se substratem SuperSignal™ West
Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fischer Scientific, USA) na pfistroji Azure
c300 Gel Imaging System (Azure Biosystems, USA). Pro vzajemné srovnani jednotlivych
nanasek vzorkl a kontrolu koncentrace proteinti V nanaskach byla pouzita detekce a-tubulinu
za pouziti myS$i monoklonalni protilatky o-tubulinu (DM1A; Sigma-Aldrich, USA)
v koncentraci 1 : 5000 v PBS. Jako sekundarni protilatka byla pouzita protilatka proti mySim
imunoglobulinim konjugovand s kienovou peroxidazou (Bio-Rad, USA) v fedéni 1 : 3000
v PBS. Vysledky detekce byly vyhodnoceny denzitometrickou analyzou v programu C-Digit
Studio (LICOR, USA) a zhodnoceny v programu Microsoft Excel a GraphPad.
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5  Vysledky
5.1 Lokalizace fosforylovanych proteini v kancich spermiich

Byla provedena lokalizace na tyrozinu fosforylovanych (P-Tyr) proteind
u nekapacitovanych a in vitro kapacitovanych kancich spermii (kap. 3.1.3) a spermii po indukci
akrozomalni reakce (kap 4.1.4). Pro detekci proteini ve spermiich byla zvolena
imunofluorescen¢ni mikroskopie s pouZitim zafixovanych spermii pomoci 2 % formaldehydu
(kap. 4.3.).

Vysledky detekce fosforylovanych proteint pomoci protilatky proti fosfotyrozinu v kan¢ich
spermiich jsou uvedeny niZe na nasledujici sérii snimkt z imunofluorescen¢niho mikroskopu.
Pro lepsi piehlednost byl kazdy snimek rozd€len na ¢tyfi ¢asti dle fluochromt. Na prvnim
snimku Ize pozorovat imunofluorescenci v hlavickach spermii se znaCenym jadrem
fluochromem DAPI (modra). Druhy snimek je s fluochromem oznacujici reakci s protilatkou
proti P-Tyr (zelend), tfeti pak s oznaCenymi akrozomy pomoci PNA lektinu (¢ervend) a na
poslednim snimku jsou vsechny tfi slouceny dohromady. U vSech fixovanych aparati nebyla
negativni kontrola inkubovana sprimarni protilitkou a nebyla zaznamenina Zzadna
imunofluorescence sekundarni protilatky.

V nasledujici sekvenci snimkt (obrazek 5) je zobrazena detekce fosforylace proteint
u ejakulovanych spermii z ¢erstvého (nativniho) ejakulatu. Fosforylované proteiny jsou
viditeln¢ lokalizovany u vétsiny spermii v subekvatoridlnim segmentu (obrézek 5B a 5D),
u n€kterych spermii nebyla fosforylace detekovana. Pomoci Sipek jsou znazornény
fosforylované ¢asti v subekvatorialnim segmentu (SEQS) spermie a oznafen neporuseny
akrozom pomoci lektinu PNA (Akr, obrazek 5C).
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Obréazek 5: Lokalizace fosforylovanych proteinii v ejakulovanych spermiich z nativniho
ejakulatu: (A) oznacend jadra spermii pomoci DAPI (modie); (B) reakce s protilatkou proti
fosfotyrozinu (zelené), sipka znaci pozitivai reakci s protilatkou v subekvatorialnim segmentu
(SEQS); (C) viditelné akrozomy spermii znacené pomoci PNA lektinu (Gervene); (D) slouceny
snimek; Akr akrozom, sEqS subekvatorialni segment; (K) negativni kontrola, zvétseni 400x.
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V nasledujici sekvenci snimku je zobrazena detekce fosforylace proteind na tyrozinu uin
vitro kapacitovanych spermii z erstvého (nativniho) ejakulatu. Fosforylace byla detekovana
u Casti spermii pouze v subekvatorialnim segmentu (SEQS), v nékterych spermiich byla
fosforylace navic nalezena i v akrozomu (obrdzek 6B a 6D). Na tyto spermie je poukazano

Sipkou (Akr + sEQS). U vazby s PNA lektinem Sipka ukazuje na piitomnost akrozomu (obrazek
6C).

Akr + sEqS

VY

Obrazek 6: Lokalizace fosforylovanych proteinii v in vitro kapacitovanych spermiich
z nativniho ejakulatu: (4) oznacena jadra spermii pomoci DAPI (modre); (B) reakce
s protilatkou proti fosfotyrozinu (zelené), sSipky znaci pozitivni reakci s protilatkou
v subekvatorialnim segmentu a akrozomu; (C) viditelné akrozomy spermii znacené pomoci PNA
lektinu (cervené); (D) sloZeny snimek; Akr akrozom, sSEQS subekvatorialni segment;
(K) negativni kontrola, zvétseni 400x.
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Na nasledujicich snimcich je zobrazena detekce fosforylace proteinti na tyrozinu u spermii,
které prosly akrozomalni reakci z Cerstvého (nativniho) ejakulatu. VétSina spermii prosla
akrozomalni reakci a nejsou u nich jiz viditelné akrozomy (obrazek 7C a 7D). Fosforylované
proteiny byly u vétSiny spermii detekovany slabé v piedni ¢asti hlavicky po probéhlé AR a
zaroven V subekvatorialnim segmentu (obrazek 7B a 7D). U nékterych spermii byla viditelna
silngjsi detekce v piedni Casti hlavicky (oranzova Sipka), nékteré spermie nebyly znaceny ani
v subekvatorialnim segmentu (modra Sipka). U spermii, které neprosly akrozomalni reakci,
nebyla zaznamenana zadna fosforylace (zluta Sipka).

Obrazek 7: Lokalizace fosforylovanych proteinit ve spermiich z nativniho ejakulatu po
akrozomalni reakci (AR): (4) oznacend jadra spermii pomoci DAPI (modre); (B) reakce
s protilatkou proti fosfotyrozinu (zelené); (C) znaceny akrozom spermii pomoci PNA lektinu
(Cerveneé); (D) slozeny snimek; oranzovou Sipkou je poukdzdno na detekci v predni casti
hlavicky spermie; modra Sipka ukazuje slabou reakci pouze v prredni casti hlavicky spermie bez
akrozomu; zlutd Sipka ukazuje spermie, u kterych neprobéhla AR; Akr akrozom, SEQS
subekvatorialni segment; (K) negativni kontrola, zvétseni 400x.
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V grafu 1 je porovnani zastoupeni jednotlivych fosforyla¢nich vzora (I. — IV.) u spermii
ejakulovanych, po in vitro kapacitaci a AR z nativniho ejakulatu. Bylo uréeno procentualni
zastoupeni v kazdé skupiné spermii vzdy ze 100 bunék. U ejakulovanych spermii z ¢erstvého
ejakulatu byla nalezena fosforylace v subekvatoralnim segmentu (SEgS) pouze u 25 % spermii
(vzor 1), zbylé spermie nebyly oznaéeny protilatkou proti fosfotyrozinu (vzor V.).

U in vitro kapacitovanych spermii z nativniho ejakulatu byla zaznamenana fosforylace
u 31 % v sEQS a zaroven v akrozomu (vzor IV.). U 22 % spermii probéhla fosforylace pouze
v SEQS (vzor 1.). U 38 % spermii byla nalezena fosforylace pouze slabé v akrozomu a zaroven
silngji v SEQS (vzor I1.). A u 9 % spermii neprobéhla fosforylace viibec (vzor V.).

U nativnich spermii proslych AR probéhla fosforylace v ptfedni ¢asti hlavicky nebo
akrozomu a zaroven Vv SEQS u 27 % spermii (vzor 1V.). U 24 % spermii byla fosforylace
nalezena pouze slabé v ptfedni ¢asti hlavi¢ky spermie (vzor I11.). A u 44 % spermii po AR byla
fosforylace detekovana pouze slabé v piedni ¢asti hlavicky spermie a také v sEQS (vzor I1.).
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Graf 1: Zastoupeni jednotlivych fosforylaénich vzori detekovanych v ejakulovanych, in vitro
kapacitovanych a akrozomové zreagovanych (AR) spermiich v nativnim ejakulatu (NAT).
Skupiny: 1. — pouze subekvatorialni segment (SEQS), Il. — castecné slabe oblast
akrozomu/predni casti hlavicky (Akr) + sEqS, Il. — pouze Akr, IV. — Akr + sEQS (jak u spermii
S akrozomem znacenym PNA lektinem, tak u spermii po AR), V. — bez detekce fosforylace.
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V nasledujici sekvenci snimkil je zobrazena detekce fosforylace proteini na tyrozinu
u ejakulovanych spermii z inseminaéni davky (ID) kan¢iho ejakulatu. Fosforylace je viditelné
detekovana u vétsiny spermii v subekvatoridlnim segmentu (obrézek 8B a 8D), u ¢asti spermii
nebyla zaznamenana reakce s protilatkou proti fosfotyrozinu. Pomoci Sipky je znazornéna
fosforylovana ¢ast spermie (SEQS) a u PNA Sipky poukazuji na piitomnost akrozomu (Akr).

Obrazek 8: Lokalizace fosforylovanych proteinit v ejakulovanych spermiich z inseminacéni
davky (ID): (4) oznacend jadra spermii pomoci DAPI (modre),; (B) reakce s protilatkou proti
fosfotyrozinu (zelené), sipka znaci pozitivai reakci s protilatkou v subekvatorialnim segmentu
(sEQS); (C) viditelné akrozomy spermii znacené pomoci PNA lektinu (Gervené); (D) slouceny
snimek; Akr akrozom, SEQS subekvatorialni segment; (K) negativni kontrola, zvétseni 400x.
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Na nésledujicich snimcich je zobrazena detekce fosforylovanych proteini u in vitro
kapacitovanych spermii z insemina¢ni davky. Fosforylace byla detekovana u vétsiny spermii,
jak v subekvatoridlnim segmentu, tak v akrozomu (obrazek 9B a 9D). Na tyto spermie je
poukazano Sipkou (Akr + SEQS). V nékterych spermiich byla fosforylace nalezena pouze slabé
v akrozomu nebo jen v sEQS. U vazby s PNA lektinem Sipka ukazuje na ptitomnost akrozomu
(obrazek 6C).

Akr +sEqS
g »

Obrazek 9: Lokalizace fosforylovanych proteinii v in vitro kapacitovanych spermiich
Z inseminacni davky (ID): (A) oznacend jadra spermii pomoci DAPI (modre); (B) reakce
s protilatkou proti fosfotyrozinu (zelené), Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou
v subekvatorialnim segmentu a akrozomu; (C) viditelné akrozomy spermii znacené pomoci PNA
lektinu (cervené); (D) slozeny snimek; Akr akrozom, sSEQS subekvatorialni segment;
(K) negativni kontrola, zvétseni 400x.
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V nasledujici sekvenci snimkii je zobrazena detekce fosforylace proteint u spermii, které
prosly akrozomalni reakci z inseminacni davky ejakulatu. Fosforylace byla detekovéana
u vetsiny spermii v subekvatoridlnim segmentu (modra Sipka) a téméf u vSech spermii slabé&ji
nebo silné také v predni Casti hlavicky v oblasti, kde byl diive akrozom (oranzova Sipka;
obrazek 10B a 10D). Viditelné u vSech téchto spermii probéhla AR, nepfitomnost akrozomu
jasn¢ ukazuje obrazek 10C.

[ K

Obréazek 10: Lokalizace fosforylovanych proteinii ve spermiich z inseminacni davky (ID) po
akrozomalni reakci (AR): (4) oznacend jadra spermii pomoci DAPI (modre); (B) reakce
s protilatkou proti fosfotyrozinu (zelené), (C) znaceny akrozom spermii pomoci PNA lektinu
(Cervené); (D) slozeny snimek; oranzovou Sipkou je poukdzano na detekci v akrozomu; modra
Sipka ukazuje reakci pouze v subekvatorialnim segmentu; (K) negativni kontrola, zvétseni 400x.
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V grafu 2 je porovnani zastoupeni jednotlivych fosforylaénich vzora (I. — IV.)
v ejakulovanych, kapacitovanych a AR spermii z insemina¢ni davky (ID). Vysledky byly
spocitany ze 100 spermii v kazdé skupinéa zaneseny do grafu. U ejakulovanych spermii z ID
byla nalezena fosforylace pouze na subekvatoridlnim segmentu u 45 %spermii a u 55 % byla
navic slaba reakce s protilatkou i v akrozomu (vzor II.).

U kapacitovanych spermii z ID probéhla fosforylace v subekvatoridlnim segmentu a zaroven
také v akrozomu u 75 % (vzor IV.). U 20 % spermii byla viditelna fosforylace v akrozomu jen
castééné (vzor I11.). A u5 % spermii fosforylace neprobéhla viibec (vzor V.).

U spermii z ID, které prosly AR, probéhla fosforylace v pfedni ¢asti hlavicky v oblasti, kde
se nachazel diive akrozom a zaroven v SEQS u 38 % spermii (vzor IV.). Slaba reakce
s protilatkou proti fosfotyrozinu byla nalezena u 31 % spermii bez akrozomu v oblasti piedni
Casti hlavicky a SEQS (vzor 11.). A fosforylace pouze v piedni ¢asti hlavicky probéhla u 27 %
spermii (vzor I11.). U 4 % spermii neprobé&hla fosforylace vitbec (vzor V.).
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Graf 2: Zastoupeni jednotlivych fosforylacénich vzori detekovanych v ejakulovanych, in vitro
kapacitovanych a akrozomové zreagovanych (AR) spermiich z inseminacni davky (ID).
Skupiny: 1. — pouze subekvatorialni segment (SEQS), Il. — cddstecné slabé v oblasti akrozomu/
predni casti hlavicky (Akr) + sEqS, Ill. — pouze Akr, IV. — Akr + SEQS (jak u spermii
S akrozomem znacenym PNA lektinem, tak u spermii po AR), V. — bez detekce fosforylace.

5.2 Detekce fosforylovanych proteina v extraktech z kanéich spermii

Vysledky  fysforylace  ziskané  z imunofluorescenéniho  mikroskopu  pomoci
imunofluorescenéniho barveni byly podpofeny jesté analyzou proteinovych extrakti metodou
Western blot. Zde byla pouzita stejnd anti-fosfotyrosinovad protilatka (klon 4G10) jako
u piedchozich lokalizaci. Fosforylované proteiny byly detekovany v extraktu z ejakulovanych
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a in vitro kapacitovanych spermii a také spermii, které prosly akrozomalni reakci (kap. 4.1.3 a
4.1.4). Po extrakci byly proteiny separovany SDS elektroforézou a hodnoceny po Western blot
imunodetekci (kap. 4.3). Normalizace jednotlivych vzorkd pro denzitometrickou analyzu byla
provedena ve vztahu k mnozstvi tubulinu.

Na obrazku 11 je zobrazena membrana po detekci fosforylovanych proteini na
tyrozinuv extraktu spermii z nativni davky ejakulatu (NATIV) a z insemina¢ni davky (ID).
V extraktech z kanc¢ich spermii byla po vizualizaci prokazana fosforylace na tyrozinu
u nékolika proteind v celé Skale molekulovych vah. Ptiblizné molekulové hmotnosti byly
vypocitany pouzitim kalibra¢ni kiivky dle molekulovych proteinovych standarda.

V molekulovych vahédch detekovanych proteini nebyly nalezeny zésadni rozdily mezi
vzorky ejakulovanych, in vitro kapacitovanych spermii a spermii proslych AR. Nejsilngjsi
reakce s protilatkou byla zaznamenana u protein s mol. hm. 28, 35 a 41 kDa. Slabsi detekce
byla nalezena u proteinti 18, 25,47, 55 a 120 kDa. Celkova mira fosforylace ve vzorcich spermii
byla vyhodnocena denzitometricky a vysledek je zaznamenan v grafu 3 pro nativni ejakulat a
grafu 4 pro ID.
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Obréazek 11: Detekce P-Tyr pomoci monoklonalni mysi protilatky klon 4G10 na NC-membradné
v proteinovych extraktech z kancich spermii: EJ — ejakulované spermie, KAP — kapacitované
spermie, AR — spermie, které prosly akrozomdlni reakci; NATIV — nativni ejakulét, 1D —
inseminacni davka;, modré Sipky oznacuji specificke protilatkové oznaceni proteinu, cerné sipky
oznacuji molekulovou hmotnost proteinovych standardii v kDa; kontrola proteinové nandsky
ve vzorcich byla provedena pomoci detekce s mysi monoklonalni protilatkou proti a-tubulinu
(zelena Sipka).
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Nejvétsi miru fosforylace vykazovaly v extraktu ejakulovanych spermii protein o velikosti
41 kDa. Tento protein se vyskytoval i u in vitro kapacitovanych spermii a AR, jen s nizsi
intenzitou detekované fosforylace. U ejakulovanych spermii se vyskytovaly jesté fosforylované
proteiny o velikostech 58 kDa, 47 kDa, 35 kDa a 28 kDa. Tyto proteiny byly taktéz detekovany
u in vitro kapacitovanych spermii a AR, ale protein o velikosti 28 kDa s podstatné vyssi
intenzitou fosforylace nez u ejakulovanych spermii. Ve vzorcich spermii z nativniho ejakulatu
byly s vétsi intenzitou detekovany fosforylované proteiny 58 kDa a 47 kDa na rozdil vzorki
z ID. Déle byl u in vitro kapacitovanych spermii a AR nalezen protein o velikosti 18 kDa, ktery
se u ejakulovanych spermii nevyskytoval. Jeho detekce byla viditelna spiSe ve vzorcich spermii
z nativniho ejakulatu. U in vitro kapacitovanych spermii z nativniho ejakulatu byl jesté
lokalizovan protein o velikosti 120 kDa.

V grafu 3 je porovnani miry fosforylace nativnich spermii z prvni membrany. Ejakulované
spermie vykazovaly nejvy$si miru fosforylace oproti in vitro kapacitovanych spermiim a AR.

cvwr

provedena ve Ctyfech opakovanich u vzorkl ejakulovanych a kapacitovanych spermii, kde
relativni opticka denzita byla vztazena k 1 pro vzorek ejakulovanych spermii. Rozdil mezi
mirou fosforylace u ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii z nativniho ejakulatu
nebyl statisticky vyznamny. Detekce fosforylace ve vzorku spermii po AR byla provedena
pouze jednou.
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Graf 3: Vyhodnoceni denzitometricka analyzy detekce fosforylovanych proteinii ve spermiich
z nativniho ejakuldtu vztazena k mnozstvi a-tubulinu ve vzorcich.
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V grafu 4 je porovnani miry fosforylace spermii z membrany (obrazek 11). Ejakulované
spermie vykazovaly nejvyssi miru fosforylace oproti in vitro kapacitovanym spermiim a
spermiim po AR. Spermie z insemina¢ni davky po indukci AR vykazovaly vy$$i miru
fosforylace nez spermie po kapacitaci, nicméné detekéni analyza byla u tohoto vzorku
provedena pouze jednou. U vzorka spermii ejakulovanych a in vitro kapacitovanych byla
denzitometricka analyza provedena ze Ctyf opakovani a rozdil v mife fosforylace u téchto
vzorkil nebyl statisticky vyznamny.
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Graf 4: Vyhodnoceni denzitometricka analyzy detekce proteinii fosforylovanych spermii z
inseminacni davky (ID) vztazena k mnozstvi a-tubulinu ve vzorcich.

Na nasledujicich grafech (5 — 7) jsou znazornéna mira fosforylace u 3 vybranych proteint
dle relativni optické denzity o molekulovych velikostech 28 kDa, 35 kDa a 41 kDa (obrazek
11). U téchto proteinti byla pozorovana rozdilna mira fosforylace v jednotlivych vzorcich
spermii.

V grafu 5 je znazornéna mira fosforylace proteinu o velikosti 28 kDa. Jak je z grafu patrné,
inseminacéni (ID). Hodnoty relativni optické denzity dosahuji az 10nasobku miry fosforylace
dalsich dvou proteind (35 a 41 kDa; graf 6 a 7), coz znali, Ze tento protein je nejsilngji
fosforylovan ze v§ech detekovanych fosfoproteinti ve vzorcich spermii po in vitro kapacitaci a
AR. V porovnani s ID je tento protein vice fosforylovan u in vitro kapacitovanych spermii
Z nativniho ejakulatu a naopak jeho fosforylace je vyrazné vyssi u spermii z ID, které prosly
akrozomalni reakci.
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Graf 5: Denzitometricka analyza miry fosforylace na 28kDa proteinu vztazend k mnozstvi
a tubulinu ve vzorcich spermii z nativniho ejakulatu (NAT) a inseminacni davky (ID); Ej
ejakulované spermie, Kap in vitro kapacitované spermie, AR spermie, které prosly akrozomdlni
reakci.

V grafu 6 je znazornéna mira fosforylace detekovana na proteinu o0 molekulové hmotnosti
35 kDa. Z grafu je patrné, Ze mira fosforylace tohoto proteinu je relativné vyrovnana a pfilis se
nelisi v ramci vSech vzorki spermii jak z nativni, tak z inseminacni davky. Na tomto proteinu
ale byla detekovana relativné nejsilngjsi fosforylace u in vitro kapacitovanych spermii z nativni
davky ejakulatu. Nejniz$i mira forsoforylace byla zaznamenana u spermii po AR z nativni
davky.
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Graf 6: Denzitometricka analyza miry fosforylace na 35Da proteinu vztaZena k mnozZstvi
o tubulinu ve vzorcich spermii z nativniho ejakulatu (NAT) a inseminacni davky (ID); Ej
ejakulované spermie, Kap in vitro kapacitované spermie, AR spermie, které prosly akrozomalni
reakci.
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V grafu 7 je porovnani miry fosforylace proteinu o molekulové hmotnosti 41 kDa. U tohoto
proteinu nejvy$si miry fosforylace dosahuji ejakulované spermie z nativniho ejakulétu. Co je
ale zajimavé, ze 41kDa protein je v ejakulovanych spermii z ID o mnoho mén¢ fosforylovany
nez ve spermiich z nativniho ejakulatu. Tento protein v in vitro kapacitovanych spermii a AR
nejevi relativné zadné vyznamné rozdily v mife fosforylace.
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Graf 7: Denzitometricka analyza miry fosforylace na 41Da proteinu vztazena k mnozstvi
o tubulinu ve vzorcich spermii z nativniho ejakuldatu (NAT) a inseminacni davky (ID); Ej
ejakulované spermie, Kap in vitro kapacitované spermie, AR spermie, které prosly akrozomalni
reakci.

Kromé porovnani miry fosforylace u proteini ve vzorcich spermii z nativni a inseminacni
davky, byla provedena detekce fosforylovanych proteinti v extraktu epididymalnich spermii a
spermii béhem kapacitace (obrazek 12). Protilatka proti fosfotyrozinu odhalila velmi slabou
fosforylaci v extraktu spermii izolovanych z ocasu nadvarlete (EPID) pfedevsim u proteint,
u kterych byla velmi silna reakce s protilatkou ve spermiich ejakulovanych (EJ) a in vitro
kapacitovanych (KAP), tzn. u proteini s mol. hm. 28, 35 a 41 kDa. Podobna reakce v EPID
jako ve vzorcich spermii EJ a KAP se jevila u proteini 47 a 55 kDa. Velmi silné reakce
s fosfotyrozinovou protilatkou v extraktu EPID spermii byla nalezena u vysokomolekularniho
proteinu nad 250 kDa. U EJ spermii neni viditelna fosforylace na proteinu 18 a 120 kDa.
Proteiny 47 a 55 kDa vykazuji snizenou miru fosforylace béhem kapacitace, stejné tak je tomu
u proteinu s mol. hm. 25 kDa. Naopak u proteinu 120 kDa se zd4, ze jeho fosforylace s dobou
kapacitace nartista.

42



kDa 5°El KAPO KAP1KAP2 KAP3W  KPa
250 _, ¢==5250
100 —
75 —

¢== 55
50 — == 47

| =
37 — ” ¢== 35

- w— e W & 28

25 —p ¢=m 25
20 —™ = 18
15 —

. ""‘th tubulin

Obrazek 12: Detekce P-Tyr pomoci monoklondlni mysi protilatky klon 4G10 na
NC-membrdané v proteinovych extraktech z kancich spermii. EPID — epididymalni spermie
z ocasu nadvarlete, EJ — ejakulované spermie, KAPO — kapacitované spermie v case 0
(ejakulované spermie v kapacitacnim médiu), KAPL — kapacitované spermie po jedné hodine,
KAP2 — kapacitované spermie po dvou hodinach, KAP3 — kapacitované spermie po tiech
hodinach, modré Sipky oznacuji specificke protilatkové oznaceni proteinu, cerné Sipky oznacuji
molekulovou hmotnost proteinovych standardii v kDa; kontrola proteinové nandsky ve vzorcich
pomoci detekce s mysi monoklonalni protilatkou proti a-tubulinu (zelena Sipka).

V grafu 8 je znazornéna celkova mira fosforylace dle relativni optické denzity ve vzorcich
spermii béhem in vitro kapacitace spermii z nativniho ejakulatu odebiranych v ¢ase kapacitace
0 hodin (KapO; ejakulované spermie v kapacitatnim médiu), dale pak v ¢ase kapacitace
1 hodina (Kapl), v ¢ase kapacitace 2 hodiny (Kap2) a v Case kapacitace 3 hodiny (Kap3).
V grafu je zanesena i mira fosforylace ve spermiich ejakulovanych.

Z grafu vyplyva, ze mira fosforylace se béhem kapacitace relativné meéni. Ejakulované
spermie vykazuji vysokou miru fosforylace, zatimco u spermii piidanych do kapacita¢niho
média v Case kapacitace 0 je piekvapivé mira fosforylace v porovnani s ejakulovanymi
spermiemi niz8i. Kdyz byly spermie kapacitovany 1 hodinu, fosforylace vzrostla. Mira
fosforylace se ptili$ nezménila po 2 hodinach, ale po 3 hodinach uz fosforylace mirné klesla.
Tento experiment byl zopakovan pouze jednou.
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Graf 8: Denzitometrické analyza miry fosforylace vztazend k mnozstvi a-tubulinu ve vzorcich
spermii z nativniho ejakulatu v pritbehu kapacitace in vitro; Ej ejakulovane spermie, Kap(
ejakulované spermie v kapacitacnim médiu V case Oh; Kapl in vitro kapacitované spermie po
1 hodine, Kap2 in vitro kapacitované spermie po 2 hodinach; Kap3 in vitro kapacitované
spermie po 3 hodinach.
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6 Diskuze

Ejakulované spermie nejsou schopny oplodnit oocyt i pies to, Ze jsou zcela zralé a motilni.
Ejakulované spermie nejsou schopny oplodnit oocyt i pies to, ze jsou zcela zralé a motilni. Musi
projit procesem kapacitace, jehoz vysledkem jsou spermie s hyperaktivovanou motilitou a
receptory pro vazbu se zona pellucida (ZP) vystavenymi na povrchu plazmatické membrany.
Zmeény ve spermii, které se déji v pribehu celé kapacitace, maji za nasledek rizné postranslacni
modifikace proteind. Jednou ztakovych modifikaci je fosforylace na tyrozinu, kterd je
Mezi procesy, ve kterych byla tyrozinova fosforylace nalezena jako klicova, se fadi kapacitace,
hyperaktivace a akrozomalni reakce spermie (Yanagimachi 1994).

Kapacitace za normalnich podminek probiha v reprodukénim traktu samice, a to
v oviduktu. Mize ale probihat i v in vitro podminkach v ur¢itych definovanych médiich (Tardif
etal. 2001). Je nutné, aby se kapacitacni média co nejvice podobala slozeni oviduktalni tekutiny
(Yanagimachi 1994). Tyrozinovéa fosforylace ma v kapacitaci spermii velmi dilezitou tlohu,
protoze je spojena s hyperaktivaci motility, interakci se ZP, indukci akrozomalni reakce a
membranovou fuzi. Jedna se tedy o velmi zasadni fosforylaci ve spermiich a jeji hodnoceni tak
miize pomoci pii pochopeni mechanizmu fertilizace.

V této diplomové praci jsme se zabyvali sledovanim zmén ve fosforylaci pomoci protilatky
proti fosfotyrozinu v kanc¢ich spermiich pied a po prob¢hlé in vitro kapacitaci a po akrozomalni
reakci (AR), a to jak ve spermiich u Cerstvého ejakulatu, tak z inseminacni davky (ID).

Typ fixace je zasadni pro zachovani struktur spermii a v zavislosti na druhu pouzité fixa¢ni
latky miZe dochézet k ¢astecné nebo uplné permeabilizaci plazmatické membrany, a tim je
ovlivnéna jeji prostupnost pro pouzité protilatky. Pro detekci tyrozinové fosforylace ve
spermiich jsme zvolili fixaci 2 % formaldehydem s 2 % BSA, kterou ve své studii pouzili Tardif
et al. (2001), ktera jasné odliSovala fosforylaci v riznych ¢astech hlavicky spermie pted a po in
vitro kapacitaci.

Nase vysledky ukazuji, ze Ize najit dokonce nékolik fosforylacnich vzorii ve spermiich
nekapacitovanych i1 kapacitovanych. Navic jsme nalezli rozdily v podilu téchto vzori ve
spermiich z nativniho ejakulatu a ID. U vétSiny nekapacitovanych spermii v nativni davce, az
v 75 %, nebyla pozorovana zadna fosforylace pomoci protilatky proti fosfotyrozinu a u 25 %
spermii byla fosforylace detekovana pouze v ¢asti subekvatorialniho segmentu (SEQS). U ID
byl tento pomér poc¢tu spermii s fosforylaénim vzorem v sEQS a bez fosforylace mnohem
vyrovnangjsi, a to 45 % ku 55 %. Po kapacitaci u spermii z nativniho ejakulatu ptevladaly dva
fosforylacni vzory se slabym a silnym signalem v akrozomadlni oblasti spolu s detekovanou
fosforylaci v sEgS. Celkem bylo takto oznaceno téméi 70 % spermii. Zbylé spermie mély bud’
signal pouze v sEQS nebo u nich nebyla fosforylace na tyrozinu viibec detekovana. Oproti tomu
az 75 % in vitro kapacitovanych spermii z ID mélo silny fosforylacni signal v oblasti akrozomu
a SEgS. U spermii, které prosly AR jak z ID, tak z nativniho ejakulatu bylo procentualni
zastoupeni fosforyla¢nich vzori téméf shodné. V obou ptipadech se jednalo o srovnatelny podil
spermii se slabs$i nebo silnou fosforylaci v pfedni ¢asti hlavicky spolu s detekci P-Tyr v SEQS
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nebo pouze se slabou fosforylaci v oblasti, kde byl dfive akrozom. Ve vSech téchto piipadech
se jednalo o spermie bez pfitomnosti akrozomu a nelze presné urcit, zda byla fosforylace
detekovana na vnitini akrozomalni membrané nebo v prostoru mezi touto membranou a jadrem.

V akrozomu a ekvatoridlnim ¢i subekvatoridlnim segmentu je zvySena fosforylace po
probéhlé kapacitaci soucasti organizacniho centra multimolekularnich komplext, jako
zprostiedkovateli fuze, ke které dochazi béhem akrozomalni reakce spermie (Jones 2008).
Detekce tyrozinové fosforylace spermatickych proteini byla u sav¢ich spermii pozorovana také
v riznych ¢astech bic¢iku. Fosforylace v bi¢iku je pravdépodobné spojena s hyperaktivaci
motility spermii, kterda se spousti v prubéhu kapacitace (Naz et al. 1991). V naSich
experimentech jsme vSak v bi¢iku nedetekovali fosforylaci na tyrozinu u zadné spermie ve
vSech nami zkoumanych vzorcich. Toto zjisténi je v souladu s pracemi Tardif et al. (2001) a
Jones et al. (2008), kde tyto studie take nepopisuji detekci P-Tyr v oblasti bi¢iku kancich
spermii. Nicméné nov¢;jsi studie uvadéji silnou fosforylaci na tyrozinu nejen v oblasti hlavicky,
ale také v biciku in vitro kapacitovanych kanc¢ich spermii (Luno et al. 2013; Zhen et al. 2016;
Wang et al. 2017). Rozdil ve schopnosti P-Tyr detekovat v bi¢iku by mohl byt dan zvolenim
jiné fixace spermii, a to pomoci 4 % paraformaldehydu a nasledné permeabilizace plazmatické
membrany 0,1 % roztokem Tritonu X-100, ptipadné delsi dobou fixace ve 2 % formaldehydu,
jak uvadi Luno et al. (2013) a Zhen et al. (2016).

Nicméné jak jiz bylo feceno, tak tyrozinova fosforylace nebyla detekovana v zadném
z naSich experimentli na jakékoliv ¢asti biciku. Je tedy vhodné podotknout, Ze fosforylace na
bi¢iku neni zfejmé u kancich spermii zcela zdsadni pro jejich kapacitaci a neni vyluénym
faktorem pro jeji detekci. NaSe tvrzeni podporuje i studie Petrunkina et al. (2001) kde uvadi, ze
bicik je povazovan za hlavni oblast spermie, ktera podstupuje tyrozinovou fosforylaci u vétSiny
druhti véetné c¢loveka s vyjimkou kanct. Navic by bylo vhodné kapacitaci u spermii také
provéfit jinym zpusobem, napiiklad pomoci CTC (chlortetracyklin) nebo zménou v detekci
akrozomalniho proteinu akrozinu, jak je souhrnné uvedeno ve studii Déd et al. (2019).

Z nasich vysledkl detekce P-Tyr u spermii, které prosly akrozomalni reakci je ziejmé, ze po
odstranéni akrozomu jsou v hlavicce spermie stale detekovany proteiny, které jsou
fosforylovany na stejném misté, na kterém byl pfedtim lokalizovan akrozom. V tomto ohledu
nebylo publikovano mnoho studii, které by uvadély fosforylaci ve spermiich po AR. Déd et al.
(2019) popisuje, Ze naopak fosforylovana mista v hlavi¢ce kanci spermie po AR nejsou
detekovatelna. V této praci byl vsak vyuzit jiny typ fixace spermii nez v nasich experimentech,
a to fixace pomoci acetonu. Je mozné, ze pro detekci fosforylace v akrozomové zreagovanych
spermiich je nami zvolena fixace bunck pomoci formaldehydu zésadni pro lokalizaci
fosforylovanych proteinii, které mohou byt, jak jiz bylo zminéno, na vnitini akrozomalni
membrané nebo v prostoru pod ni. Tardif et al (2001) objevili pfi in vitro kapacitaci protein 32,
ktery byl detekovan az po delsi dob¢ kapacitace (4,5 hodiny). Tento protein byl pozd¢ji uréen
jako fosforylovana forma proteinu vazajiciho akrozomalni enzym akrozin (Dube et al. 2005) a
je spjat s urcitou trovni fosforylace na tyrozinu kapacitovanych spermii (Bravo et al. 2005). Je
tedy mozné, Ze v €asti hlavicky, kde dfive byval akrozom, mohou byt pozdéji detekovatelné
proteiny, které hraji ur¢itou roli v navdzani spermie na ZP, jako je tomu v piipadé pravé
zminéného p32.
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V porovnani nativnich a inseminacnich davek v naSich pokusech byla vyznamné siln&jsi
fosforylace v oblasti akrozomu po in vitro kapacitaci nalezena u spermii z ID. Je mozné, ze
s nativnim ejakulatem nebylo zachazeno v souladu potiebami spermii. Pfi manipulaci se
vzorkem nativniho ejakulatu po odbéru je nutné udrzovat stalou teplotu médii uréenych pro
manipulaci s ejakulatem. Je tedy mozné, Ze Cerstvy ejakulat nebyl zcela kvalitni a spermie tak
nekapacitovaly minimalné v takovém poctu jako spermie z ID. Nicméné¢ bychom mohli
piedpokladat spise negativni vliv fedidla v ID na urychleni kapacitace jako tomu byva v ptipadé
kryokonzervace u spermii byka (Bailey et al. 2003). Napiiklad ve studii, ktera byla zamétena
na lidské spermie, bylo prokdzano, ze zmrazeni spermii ma za nésledek rozdil v expresi dvaceti
sedmi proteinii ve srovnani s Cerstvymi ejakulovanymi spermiemi. Z toho vyplyva, ze
kryokonzervace muze indukovat dysfunkce spermii, jejichz disledkem je pak degradace ci
fosforylace nékterych proteinii (Wang et al. 2014). Proto je nanejvys dulezité zjistit a detekovat
soubor riizn¢€ exprimovanych proteint spojenych s kapacitaci 1 dalsim funk¢nim stavem spermii
(Kwon 2014). Naopak Luno et al. (2013) ve studii prokazali, Ze obsah proteini semenné plazmy
v Cerstvém ejakulatu je klicovy pro stabilizaci bun€k a zabranéni kapacitace. To by mohlo mit
za nasledek horsi vysledky fosforylace na proteinech po probéhlé in vitro kapacitaci. Tyto
vysledky se tedy naopak shoduji s nasim porovnanim nativniho ejakulatu a ID, kdy ID
vykazovala fosforylaci na vétSim poctu spermii po probé&hlé in vitro kapacitaci.

Na zavér je nutno fict, ze vzhledem k velké Cetnosti fosforylacnich vzord neni mozné
usoudit, ktery fosforyla¢ni vzor je tim vyluénym markerem pro kapacitaci kan¢ich spermii.
Muzeme jen predpoklédat, ze na zaklad¢ naSich vysledkd a vysledkt dalSich zde zminénych
studii se bude jednat u kancich spermii o fosforylaci v akrozomu.

Nase vysledky lokalizace fosforylovanych proteinli v kancich spermiich byly podpoteny
metodou Western blot, tedy analyzou proteinovych extrakti spermii pfed a po kapacitaci a také
po AR. Zde jsme detekovali fosforylaci v proteinech kanéich spermii na tyrozinu pomoci stejné
protilatky.

Nejvyssi fosforylaci jsme zaznamenali u proteinti s molekulovou hmotnosti 28, 35 a 41 kDa.
Nase vysledky detekovanych proteinii se shoduji s vysledky Flesch et al. (1999), ktefi se
zabyvali rovnéz tyrozinovou fosforylaci v in vitro kapacitovanych kancich spermiich. V této
studii byla popséna tyrozinova fosforylace na 3 hlavnich (27, 37, 40 kDa) a 3 vedlejsich (34,
47, 55 kDa) proteinech izolovanych z plazmatické membrany (Flesch et al. 1999). Jak bylo
zjisténo pozdé&ji, 2 proteiny (35 a 46 kDa) plazmatické membrany izolované z kapacitovanych
kanc¢ich spermii ukazaly vysokou vazebnou afinitu k ZP, coz by mohlo byt spojeno s navozenim
AR po interakci téchto proteinti se ZP (Flesch et al. 2001).

Déle jsme u in vitro kapacitovanych spermii a po AR z ID nalezli protein o velikosti 18 kDa,
ktery u ejakulovanych spermii nebyl zaznamenén. Tento protein byl ve vétsi mite fosforylovan
u ejakulovanych spermii z nativniho ejakulatu. U in vitro kapacitovanych spermii z nativniho
ejakulatu byl navic detekovan protein o velikosti 120 kDa, ktery viditeln¢ fosforylovany
u spermii z ID nebyl.

Ve studii Tardif et al. (2001) se zabyvali proteinem o molekulové hmotnosti 32 kDa,
u kterého se viditeln¢ navysovala fosforylace béhem kapacitace. V nasich experimentech byl
béhem kapacitace takto siln¢ fosforylovan protein s mol. hm. 28 kDa, je mozné¢, Ze se jednalo
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o stejny protein, jen odhad jeho velikosti mohl byt odlisny. Podobné¢ v novéjsi publikaci (Kwon
et al. 2014) jsou popsény trochu jiné mol. hm. fosforylovanych proteint kancich spermii, a to
26, 34 a 36 kDa. Nami detekovany protein jako 28 kDa byl ze 3 hlavnich fosforylovanych
proteinii kancich spermii jediny, jehoz fosforylace se vyznamné navysila po dobu kapacitace.
U ostatnich dvou proteinii (35 a41 kDa) nebyla zména ve fosforylaci tak patrna. Navic se zdalo,
ze dochazi k poklesu miry fosforylace po kapacitaci in vitro jak u spermii z ID, tak nativniho
ejakulatu. Tyto prekvapivé vysledky byly vyhodnoceny z nékolika opakovani, u kterych byl
velky rozptyl v relativni optické denzité métenych fosforylovanych proteind, proto nemuzeme
s jistotou fici, ze tomu tak skutecné¢ bylo a do budoucna je potieba vice opakovani tohoto
experimentu. V riznych studiich jsou navic pouzivana rtizna slozeni kapacita¢nich médii, a je
proto zasadni porovnat také detekci fosforylovanych proteinti spermii kapacitovanych in vitro
v jinych médiich nez jsme zvolili v této praci. Je nutné se také zminit, Ze mohlo dojit
k nedokonalé izolaci fosforylovanych proteinti, my jsme zvolili extrakci proteint spermii
v neredukujicim vzorkovém pufru po dobu 30 minut a teprve poté jsme redukovali disulfidové
mustky v proteinech. Nicméné v nékterych zminénych studii vyuzivali k extrakci rovnou
redukujiciho vzorkového pufru (Kwon et al. 2014; Wang et al. 2017) a mohlo tedy dojit k lepsi
izolaci urcitych proteind, které byly detekovany jako fosforylované.

V naSich experimentech jsme se navic zaméfili také na detekci fosforylovanych proteinti
spermii po AR, podobna publikovana prace od autorii Bravo et al. (2005) neukazuje na zménu
ve fosforylaci v kancich spermiich po kapacitaci a po indukci AR. Nase vysledky byly bohuzel
jen z jednoho opakovani s rozporuplnym vysledkem u spermii z ID a nativniho ejakulatu, kde
byla nalezena zna¢né sniZené fosforylace u proteint spermii po AR. Do budoucna by bylo jisté
zajimavé se vice na tuto problematiku zaméfit a s ohledem na lokalizaci fosforylovanych
proteinii v oblasti vnitini akrozomalni membrany nebo prostoru mezi jadernou a touto
membranou, kde se nachazi napf. také perinukledrni théka, se zabyvat cilenou izolaci proteint
z téchto struktur.

V nasi praci jsme taktéZz zabyvali mirou fosforylace proteinti v prub&hu in vitro kapacitace
u spermii z nativniho ejakuldtu a odebirali jsme spermie z kapacitatniho média vzdy po
1 hoding. Z nasich vysledku vyplyva, ze nejvhodné&jsi doba pro kapacitaci spermii kance v in
vitro podminkach je ziejmé jedna az dvé hodiny, kdy byl viditelny narist fosforylace proteint.
Po tfech hodinach doslo jiz k mirnému poklesu miry fosforylace v proteinech spermii. Nicméné
podobné vysledky nariistu a poté poklesu fosforylace proteinii byly popsany béhem kapacitace
lidskych spermii (Wang et al. 2015). Po vyhodnoceni naseho experimentu navic bylo zjisténo,
ze u spermii pfidanych do kapacitatniho média byla detekovéana sniZzena fosforylace oproti
ejakulovanym spermii. Nicmén¢ tento experiment byl zopakovan pouze jednou, tudiz nelze
S jistotou fici, proc¢ tento rozdil v mife fosforylace u spermii ejakulovanych a pouze pfidanych
do kapacitacniho média nastal.

Déle jsme provadéli experiment na epididymalnich spermiich izolovanych z ocasu
nadvarlete. Mira fosforylace u tfech hlavnich proteini spermii fosforylovanych
u ejakulovanych a kapacitovanych spermii byla velmi nizka, nicméné byla nalezena silna
fosforylace na proteinu >250 kDa, ktery se v extraktech ejakulovanych a kapacitovanych
spermii prakticky nevyskytoval. My jsme se pokusili také lokalizovat fosforylované proteiny
ve spermiich izolovanych z ocasu nadvarlete, ale s negativnim vysledkem, proto nebyla tato
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data do diplomové prace zatazena. Nicmén¢, Jones et al. (2008) se zabyvali detekci P-Tyr
u spermii izolovanych také z této ¢asti nadvarlete a vysledky porovnavali s mirou a lokalizaci
fosforylovanych proteinti u testikularnich spermii. U kanct nalezli snizenou P-Tyr v oblasti
subekvatorialniho segmentu ve spermiich po epididymalni maturaci. Tento fakt je opacny
oproti zjiSténim u jinych druht, jako jsou spermie berant nebo bykt, kdy dochazelo k nartstu
fosforylace béhem jejich maturace v nadvarleti, konkrétné v SEQS hlavi¢ky spermii (Jones et
al. 2008). Toto zjisténi koresponduje také s novéjsi studii Jankovicové et al. (2018), ktera
popisuje zvyseni fosforylace u byc¢ich spermii béhem epididymalni maturace, a to i v oblasti
akrozomu. Intenzita fosforylace proteinii ve spermiich se postupné zvySovala pii pifechodu
z hlavy nadvarelete do ocasu nadvarelete.

Je zajimavé, Ze interakce mezi spermiemi a oviduktalnim epitelem in vitro ovliviuje
tyrozinovou fosforylaci ve spermii a jeji kapacitaci. Selektivni vazba spermii k epitelu oviduktu
u kance potlacuje tyrozinovou fosforylaci proteinti spermie (Petrunkina et al. 2001) a u psa
zpozd'uje kapacitaci (Petrunkina et al. 2003). Tato oviduktalni regulace tyrozinové fosforylace,
a tedy také kapacitace, miize napomahat synchronizaci funkce spermii s ¢asem ovulace. Zda se
tedy, Ze stupeii tyrozinové fosforylace souvisi s irovni kapacitace spermie. Visconti et al. 1995
zkoumali souvislost mezi stupném kapacitace a tyrozinové fosforylace u mysich spermii.
Zjistili asovou zavislost vzestupu fosforylace nékterych specifickych proteinti v rozmezi 40 —
120 kDa, které souviseji se stavem kapacitace spermii (Visconti et al. 1995; Naz et al. 1999;
Naz et al. 2004). Podobna studie byla publikovana u kancich spermii, kdy byla sledovana
tyrozinova fosforylace proteinti v kan¢ich spermiich za pfitomnosti oviduktalniho epitelu (Luno
et al. 2013).

Nicméné se zda, ze vys$i mira fosforylace nutn€ neznamend kapacitaci. Mira fosforylace se
zjevné musi zvysit na proteinech urcitych molekulovych vah. Tyto proteiny jsou poté pro
oplodnéni oocytu zasadni. Naz et al (1991) sledovali tyrozinovou fosforylaci ve spermiich
mnoha sav¢ich druhti véetné Clovéka, potkana, kralika a mysi. Uréili v lidskych spermiich
4 sady na tyrosinu fosforylovanych proteini o molekulové hmotnosti v rozsahu okolo 95 kDa,
46 kDa, 25 kDa a 12 kDa. Protein cca 94 kDa byl prokézan také v mysich spermiich, avsak
nebyl urcen ve spermiich potkana a kralika (Leyton & Saling 1989).

Uspé&iné oplodnéni zavisi na tom, aby byly spermie spravné kapacitovany jak v podminkach
in vivo, tak i in vitro. Proto hodnoceni podilu spermii, které jsou schopné kapacitace, by mohlo
byt velice dobré kritérium pro hodnoceni kvality spermatu. Literatura ukézala, Ze predikce
plodnosti samcu stale zalezi na konvenéni analyze spermatu, jako je motilita spermii a
morfologie. Proto pfesné a pouzitelné metody mohou zlepsit plodnost u samcti (Kwon 2014).

Na zéavér, dle nasich vysledkt, kdy bylo detekovano zvyseni fosforylace na tyrozinovych
zbytcich, l1ze potvrdit, Ze tyrozinova fosforylace je majoritnim markerem kapacitace. Miizeme
také potvrdit, Ze inseminacni davka vykazuje vétsi pocet in vitro kapacitovanych spermii nez
nativni ejakulat, coz miiZze znacit pfipravenost spermii pro okamzitou inseminaci, ale také je
nutné mit na zieteli, Ze dlouhodobéjsi uchovavani v fedidle miize snizit Zivotnost spermii a tedy
ijejich fertiliza¢ni schopnosti.
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[ Zavér

Béhem kapacitace ve spermiich probihaji rizné posttranslaéni modifikace protein, které
souviseji se zménami funkce spermii s kone¢nym cilem oplodnit vajicko. Za kli¢ovou je
Z tohoto hlediska povazovana fosforylace na tyrozinu, ktera se zda byt prvoradym markerem
kapacitace.

Pti hodnoceni tyrozinové fosforylace pomoci nepiimé imunofluorescenéni mikroskopie
u kanc¢ich spermii byl prokazan rozdil ve fosforyla¢nich vzorech u ejakulovanych, in vitro
kapacitovanych spermii a spermii, které prosly akrozomalni reakci. Byly nalezeny rozdily
Vv podilu fosforyla¢nich vzord ve spermiich z nativniho ejakulatu a inseminacni davky. U in
vitro kapacitovanych spermii pievladal fosforyla¢ni vzor v oblasti akrozomu. Vyznamn¢ vyssi
fosforylace na akrozomu dosahovaly spermie z insemina¢ni davky. Tyrozinova fosforylace
naopak nebyla zaznamenana na bi¢iku kancich spermii z zadné ndmi zkoumané skupiny. U
vétsiny savéich druht je potvrzena tyrozinova fosforylace v bi¢iku spojovana s hyperaktivaci
pohybu spermie po jejim uvolnéni z oviduktu, avSak u prasete existuji riizné ¢asto velmi odlisné
informace. Je proto mozné z hlediska kapacitace uvazovat o niz§im vyznamu fosforylace v této
oblasti kanc¢i spermie. Otazkou rovnéz zlstava rozdilnost ve zvolenych postupech experimentt,
ve slozeni kapacitaénich médii, v typu pouzité fixace a dalSich rozdili ve zpracovani vzorki
spermii.

U kapacitovanych spermii jsme detekovali na tyrozinu fosforylované proteiny o molekulové
hmotnosti 28 kDa, 35 kDa a 41 kDa. Tyto zjisténé hodnoty se shoduji s nékterymi vysledky
uvadénymi v odborné literatufe. V pribchu kapacitace jsme zaznamenali nérast fosforylace
behem prvnich dvou hodin, poté se mnozstvi fosforylovanych proteini snizovalo. Z téchto
vysledkd by bylo mozné uvazovat o tom, ze fosforylace u déle kapacitovanych spermii klesa
patrné v dusledku snizené viability spermii a snizuje se tedy také tispéSnost fertilizace oocytu.
Zajimavé bylo zvySovani miry fosforylace proteinu o molekulové hmotnosti 28 kDa zejména
V pozd¢jsi fazi kapacitace, coz by mohlo potvrzovat udaje nékterych jinych autort o zapojeni
proteinu piiblizné stejné molekulové hmotnosti (nej¢astéji je uvadén protein p32) v souvislosti
s navazanim spermie k ZP oocytu. Jelikoz vSak bylo pfi nasi praci mozné provést jen omezeny
pocet opakovani, je pro zjiSténi piesnéjSich dat nutné v tomto zkoumani jeSté pokraCovat.
Rovnéz pii detekei na tyrozinu fosforylovanych proteint se, jak Ize zjistit z odborne literatury,
metodické pfistupy riznych vyzkumnych skupin lisi, proto je nutné zjisténé rozdily hodnotit
I z tohoto hlediska.

Do budoucna by bylo vhodné se zaméfit na uréeni nejvhodnéjsi doby pro kapacitaci kancich
spermii v in vitro podminkach, a to v pfipadé nativniho ejakulatu i inseminaénich davek. Velmi
zajimavé by mohlo byt sledovani pribéhu kapacitace spermii z hlediska pouzitych fedidel
insemina¢nich davek, kdy nevhodné fedidlo kvalitu spermii pro pouziti k inseminaci snizuje.
Dalsim pfedmétem zkoumani by u kryokonzervovanych spermii mohla byt zavislost indukce
urcité jejich dysfunkce spojena s degradaci a fosforylaci nékterych proteinti. Otazkou take
zustava fosforylace na serinovych a threoninovych zbytcich proteint spermii, které dosud ptilis
prostudovany nebyly, a zjiSténi souvislosti s tyrozinovou fosforylaci. Rovnéz by bylo zajimavé
sestaveni souboru proteini spojenych s kapacitaci kanc¢ich spermii a jejich funkénim stavem.
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9  Seznam pouzitych zkratek a symboli

Akr akrozom

Akr a cely akrozom

Akr B ¢ast akrozomu

AMK aminokyselina

APS persiran amonny

AR akrozomalni reakce

ATP adenosin trifosfat

BSA bovinni sérovy albumin
cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
DNA deoxyribonukleova kyselina
EJ ejakulované spermie

K negativni kontrola

KAP kapacitované spermie

NC nitrocelulozova membrana
PBS phoshate-buffered saline (fosfatovy pufr)
PKA proteinkinaza A

PNA peanut agglutinin

PTK protein tyrosinkinaza

P-Tyr fosforylace na tyrozinu
RNA ribonukleova kyselina
SACY rozpustna denylcyklaza
SDS dodecylsulfat sodny
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sEqS
Ser
Thr
Tyr

ZP

subekvatorialni segment
serin

treonin

tyrozin

zona pellucida
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