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Detekce vybranych markerit motility u spermii hirebcti

Souhrn

Diplomova prace je zaméfena na hodnoceni potenciondlni plodnosti u plemennych
hiebcti prostfednictvim proteomickych pfistupt, identifikujici kliCové proteiny spojené
s reprodukei, které mohou slouzit jako potencidlni markery plodnosti. Prace se zabyvala
studiem a porovnanim vybranych molekulovych markerd u téi hiebct s ohledem na motilitu
spermii. Diiraz byl kladen piedevsim na hiebce 2 a hiebce 3, ktefi byli opakované odebirani
V jednom obdobi. Cilem bylo posoudit hladiny fosforylovanych proteinii a mnozstvi proteinu
kotviciho proteinkindzu A (AKAP4), ktery je povazovan za marker plodnosti. Kromé toho byla
provedena lokalizace a detekce sialovych kyselin v glykoproteinech spermii jako terminalnich
sacharidi glykan ptitomnych v glykokalyx spermii. Nase vysledky ukazaly pfitomnost
proteinu AKAP4 v hlavni ¢asti biciku spermie u analyzovanych hiebct. Jeho mnozstvi ve
spermiich mezi hfebci nebylo prokazano jako statsticky vyznamné. Lokalizace fosforylovanych
proteind na tyrosinu ukézala bodovy signal v postakrozomalni oblasti hlavicky spermie. Kromé
toho byly detekovany dva fosfoproteiny o molekulové hmotnosti 37 kDa a 34 kDa, pti¢emz
byla pozorovana kolisava mira fosforylace béhem sezdn. Bylo zjisténo, Ze mira fosforylace
proteint se s prodluzujici se dobou od prvniho odbéru v reprodukéni sezoné snizuje. V ptipadé
fosfoproteinu 0 molekulové hmotnosti 37 kDa byla navic zaznamenana rozdilnd mira
fosforylace mezi hifebcem 2 a 3. Vizualizace vazby sialovych kyselin v glykoproteinech
hiebcich spermii pomoci biotinylovanych lektint WGA, MAL II a SNA odhalila rozdilné
glykosyla¢ni vzory. Nasledn¢ statistické analyzy denzitometrickych dat zddraznily vyznamné
rozdily v sialylaci mezi hiebci. Dale bylo provedeno vyhodnoceni celkové a progresivni
motility, pficemZ byl zaznamenan signifikantni rozdil v motilit€¢ mezi hiebci 1 a 2. Vzhledem
k omezenému poctu odbéru u hiebce 1 nebylo mozné proteomicka data vyhodnotit. Piesto nase
vysledky naznacuji, ze by zmény v mnozstvi a modifikacich vybranych proteind mohly do jisté
miry V pfipadé ziskani vice experimentdlnich dat korelovat s motilitou spermii, a tim 1
s fertilizacni schopnosti spermii hiebcii. Nicméné nam nebyl umoznén odbér hiebciho spermatu
v reproduk¢ni sezoné€ a nebyla nam poskytnuta piesna data o fertilizacni historii hiebct.

Klic¢ova slova: AKAP4, sialoproteiny, fosforylace, Western blot



Detection of selected motility markers in stallion
spermatozoa

Summary

The thesis focuses on evaluating the potential fertility in breeding stallions through
proteomic approaches, identifying key proteins associated with reproduction that could serve
as potential fertility markers. The thesis involved the examination nad comparison of selected
molecular markers in three stallions with regard to sperm motility. Emphasis was mainly
focused on stallion 2 and 3, sampled repeatedly during one season. The aim was to assess the
levels of phosphorylated proteins and the quantity of protein anchoring proteinkinase A
(AKAP4), considered a fertility marker. Additionally the localization and detection of sialic
acids in sperm glycoproteins as terminal carbohydrate residues present in the sperm glycocalyx
were conducted. Our results revealed the presence of AKAP4 protein in the main part of sperm
flagella in the analyzed stallions. However its quantity in sperm was not statistically significant
among the stallions. Localization of tyrosine phosphorylated proteins showed a punctate signal
in the post-acrosomal region of the sperm head. Moreover two phosphoproteins with molecular
weights of 37 kDa and 34 kDa were detected, with fluctuating phosphorylation levels during
the season. It was found that the phosphorylation rate of proteins decreased with the increasing
time from the first sampling in the reproductive season. Additionally differential
phosphorylation levels between stallion 2 and stallion 3 were observed for the 37 kDa
phosphoprotein. Visualization of sialic acid binding in stallion sperm glycoproteins using
biotinylated lectins WGA, MAL Il and SNA revealed distinct glycosylation patterns.
Subsequent statistical analyses of densitometric data emphasized significant differences in
sialylation among the stallions. Furthermore an evaluation of total and progressive motility
showed a significant difference in motility between stallion 1 and stallion 2. Due to the limited
number of samples from stallion 1, it was not possible to evaluate the proteomic data.
Nonetheless our results suggest that changes in the quantity and modifications of selected
proteins could, to some extent, correlate with sperm motility and thus the fertilization capability
of stallion sperm if more experimental data were obtained. However we were not able to collect
stallion sperm during the reproductive season and precise data on stallion’s fertilization history
were not provided to us.

Keywords: AKAP4, sialoproteins, phosphorylation, Western blotting
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1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva tématem hodnoceni plodnosti u plemennych hiebci.
Plodnost je velmi dilezitym znakem plemennych hiebci, ale je obtizné ji studovat, protoze se
jedna o komplexni parametr, ktery je ovlivnén zménami v prosttedi, zdravotnim stavu a vyzive.
U samct ji Ize definovat jako schopnost samce produkovat sperma, které vede k uspésné
gravidité samice. Z tohoto divodu bylo v poslednich desetiletich provedeno nékolik studii
zaméienych na hledani potencidlnich markert plodnosti hiebcii. Vyzkum se obecné zaméiuje
na identifikaci markerd bud’ na proteomické nebo genomické trovni V soucasné dob¢ je znamo
vice nez 200 gend, které se podileji na tvorbé fertilinich spermii. Cetné studie u lidi a mysi
odhalily velké mnozstvi proteinti, které se podileji na mechanismech sam¢i reprodukce.

Proteiny ve spermii hraji klicovou roli v procesech vedoucich k oplozeni. Jsou
zodpovédné za rtizné funkce, vCetné strukturni, signalni a vazebné aktivity. Behem maturace
dochazi ve spermii k dilezitym zménam, které jsou kli€ové pro jeji schopnost oplozeni.
Vyzmnamnou roli v procesech maturace hraje proteinové vybaveni spermie véetné jejich
post-translaénich modifikaci, které mohou odrazet maturacni stav spermie. Mira fosforylace,
sialylace a hladina proteinu kotvici proteinkinazu A (AKAP) predstavuji klicové markery, které
mohou ovliviiovat motilitu spermii a nasledné také odréazet fertilizaéni schopnost spermii.



2 Védecka hypotéza a cile prace
Byla stanovena hypotéza, kterd piedpoklada, ze vybrané proteinové markery souvisejici
s regulaci motility a fertility spermii se budou lisit u jednotlivych hiebcu.

Na zéklad¢ hypotézy byly stanoveny nasledujici cile:
1) Vyhodnotit mnozstvi proteinu kotviciho proteinkinazu A (AKAP4)

2) Detekovat fosforylované a sialované proteiny spermii a porovnat jejich mnoZstvi
ve spermiich u jednotlivych hiebct

3) Vyhodnotit motilitu spermii pomoci CASA u jednotlivych hiebci v souvislosti
s reprodukénim obdobi



3 Literarni reSerse

3.1 Stavba hieb¢i spermie

Spermie jsou vysoce specializované buniky pro uchovani a pienos genetického materialu
(Aurich 2005). Velikost hieb¢i spermie je v poméru k velikosti téla pozoruhodné mensi nez
u nékterych jinych druhti (Varner et al. 2014). Primérna délka hieb¢i spermie se uvadi
61-86 um (Bielanski & Kaczmarski 1979). Normalni formy spermii se mezi jednotlivymi
plemennymi hiebci znacné lisi, ale obecné plati, ze primérny hiebec ma piiblizné¢ 50 %
morfologicky normdlnich spermii (Brito 2014).

Tvar hlavicky saveéi spermie se 1iSi naptic druhy a obecné se ma za to, ze je dilezitym
faktorem, ktery urcuje oplozovaci schopnost. Obecné se udava, ze hiebCi spermie je ovalna,

Obrazek 1. Schématické zndzornéni spermie hifebce (A — ez spermii,

B — povrchovy pohled na hlavicku spermie): 1) plazmaticka membrana,
2) vnéjsi akrozomalni membrana, 3) akrozomalni tekutina, 4) vnitini
akrozomalni membrana, 5) jaderny obal, 6) jadro, 7) nuclear ring, 8)
mitochondrie, 9) stredni cast, 10) annular ring, 11) hlavni a koncovad
cast, 12) vlaknita pochva, 13) apikalni segment, 14) preekvatorialni
segment, 15) ekvatorialni segment, 16) postekvatorialni segment
(Gadella et al. 2001).

Hlavicka spermie je tvofena jadrem, postakrozomalni laminou a akrozomem. Stejné jako
u vétsiny studovanych druhti velkych zvifat je akrozom u spermii hfebci membranoveé vazana
organela umisténa v rostralnich dvou tfetindch hlavicky spermie, vyznamnou slozku obsahu
tvoii hydrolytické enzymy (Juhasz et al. 2000), nezbytné pro priinik spermie do oocytu. Ackoli
nejsou specificky popsany u hiebCich spermii, nejvynamnéjsi akrozomdlni enzymy u jinych
druhil jsou akrozin, hyaluroniddza, B-galaktosiddza, rGzné typy proteindz, neuraminidazy,
esterazy, arylsulfatdza a fosfolipdza A a C. Je pravdépodobné, ze hiebCi spermie obsahuji
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mnoho z téchto enzymu (Meyers 2009). Tvorba sav¢iho akrozomu je spojena s diferenciaci
spermatid béhem spermiogeneze. Biogeneze akrozomu je vysoce organizovany proces, ktery
zahrnuje piisun proteini a membran z Golgiho aparatu do vyvijejiciho se akrozomu (Moreno
& Alvarado 2006). Az na urcité rozdily ve velikosti je akrozom u hieb¢ich spermii podobné
umistén a ma podobnou strukturu, jako u jinych druht domacich zvitat. Akrozom lezi mezi
plazmatickou membranou v pfedni oblasti hlavicky a jadernym obalem a jedna
se 0 membranovou organelu (Meyers 2009). Akrozomalni membrana je topologicky rozdélena
na vnéjsi akrozomalni (OAM) a vnitini akrozomalni membranu (IAM), ktera je béhem
akrozomalni reakce vystavena na povrch spermie (Khawar et al. 2019). IAM je tésné ptiléhajici
k jaderné membrang, zatimco OAM lezi pod plazmatickou membranou. Obé membrany
obklopuji uzky heterogenni prostor tzv. akrozomalni matrix (Herndndez-Avilés et al. 2023).
V piedni ¢asti hlavicky spermie jsou lokalizovany specifické receptory pro vazbu spermie
na zonu pellucidu (ZP) oocytu (Breitbart & Spungin 1997). Postakrozomalni ¢ast hlavicky
spermie tvofi lamina, ktera je slozena ze specifickych tésnych lamel s vysokou elektronovou
hustotou a pokryva kaudalni ¢ast jadra (Brito 2007). Na spojnici kr¢ku a stiedni ¢asti biciku
se nachazi prstenec, tzv. ,,posterior ring*“ (Meyers 2009).

Jaderny obsah pfedstavuje vysoce kondenzovany chromatin, tvofici vétSinu hlavicky
spermie (Brito 2007), ktery je relativné dobie chranén pied poskozenim (Chenoweth et al.
2022) v uzké asociaci s hlavnimi jadernymi proteiny znamymi jako protaminy (Meyers 2009).
Strukturalni usporadani chromatinu spermii je zdsadni pro spravné fungovani téchto bungk.
Cetné disulfidické mistky slouzi ke stabilizaci tohoto jaderného komplexu (Meyers 2009).
Chromatinova struktura spermii je uspotradana tak, aby odolavala podminkam, které by mohly
poskodit DNA. Zaroven musi mit chromatin vlastnost rychle zptistupnit sam¢i DNA ooplazmé
po oplozeni (Dias 2017).

Hlavicku spermie s bi¢ikem spojuje kratky segment, tzv. kréek. Bicik spermie se sklada
ze tii oblasti, které se kaudalné zuzuji, ze stfedni ¢asti, hlavni ¢asti a koncové casti. Bicik
poskytuje pohyblivou silu, ktera je nezbytna k prichodu spermie samic¢im pohlavnim traktem,
aby se dostala do mista oplodnéni v ampule vejcovodu klisny (Meyers 2009). Stredni ¢ast
je nejSirsi ¢ast biciku, tahne se od kaudalniho konce kré¢ku k prstenci (Juhasz et al. 2000). Hlavni
cast biCiku predstavuje nejdelsi Cast spermie. Zdkladni strukturou bic¢iku je axonema
(Hoek et al. 2022), ktera se tahne od krcku, pokracuje stfedni ¢asti, hlavni a koncovou ¢asti
bic¢iku. DalSimi cytoskeletalnimi sloZkami bic¢iku jsou vlaknitd pochva a vné&jsi husta vlakna
(Miki et al. 2002). Tato vlakna maji tvar okvétnich listku a pevnou, keratinu podobnou
vlaknitou strukturu (Brito 2007). Husta vldkna zajiSt'uji tuhost a pruznost pro pohyb biciku
(Juhasz et al. 2000). Podéln€ se zuzuji a jsou obklopena mitochondridlnim plastém ve stredni
Casti a vlaknitou pochvou v hlavni ¢asti bi¢iku (Miki et al. 2002). Koncova ¢ast biciku
je tvofena pouze axonemou nebo jednotlivymi mikrotubuly, které jsou obklopeny plazmatickou
membranou (Bielanski & Kaczmarski 1979).

Tvorba axonemy za¢ina béhem rané spermiogeneze (Lehti & Sironen 2017). Axonema
se skladd z deviti perifernich mikrotubulli (dublet) a dvou centralnich mikrotubuld,
které probihaji po celé délce biciku (Gagnon & Lamirande 2006). Vngjsi dublety mikrotubult
jsou propojeny nexinovymi vlakny (Woolley 1997). Mikrotubuly jsou dlouhd trubicovita
filamenta, kterd jsou tvofena tubulinovymi podjednotkami, které jsou zakladem mnoha
podstatnych bunéénych procest (O 'Donnell & O’Bryan 2014). Tubulin o a B, hlavni slozky
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mikrotubuld, maji zasadni vyznam pro strukturu a pohyblivost bi¢ikt. Tyto globularni proteiny
0 velikosti 50-55 kDa existuji ve funkénim stavu jako heterodimer skladajici se z a- a B- fetézce
(Oakley 2000). PodéIné spojeni tubulinii vytvaii protofilamenta a laterdlni spojeni 13 a 11
protofilament vytvari mikrotubuly A a B (Gagnon & Lamirande 2006). Na tyto mikrotubuly
je navazano nékolik struktur, které tvoii vysoce organizovanou proteinovou sit’ (Inaba 2011).
Motorické proteiny pohybujici se po mikrotubulech vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP
(Gupta 2005). Hydrolyza ATP umoziiuje motorickym proteinim opakované se vazat
a rozpojovat zvlaken, ¢imz vznika takzvany kracivy pohyb (Abraham et al. 2018).
Tyto motorické proteiny patii do rodiny kinezinti a dyneinti (Gupta 2005). Kineziny se obvykle
pohybuji smérem k plusovému konci mikrotubulu, ktery je zakoncen tubulinem 3, naopak
dyneiny se obvykle pohybuji smérem k minusovému konci, ktery je zakoncen tubulinem «o
(Natividad 2020). Dyneinova raménka vystupujici z mikrotubulu A smérem k mikrotubulu B
sousedniho dubletu, jsou hlavnimi aktéry aktivniho posunu mikrotubuli. Podle polohy
na mikrotubulu se d€li na vn&jsi nebo vnitini raménka (Inaba 2011). Dynein je protein, ktery
premé&niuje chemickou energii obsazenou v ATP na mechanickou energii pohybu (Pereira et al.
2017). Jak uvadi Gagnon & Lamirande 2006, dyneinova raménka jsou komplex slozeny ze tii
podjednotek. Tézké fetézce dyneinového komplexu maji centradlni motorovou ¢ast se C¢tyimi
vazebnymi misty pro ATP a mikrotubuly. Intermediarni fetézce (o velikosti 60-120 kDa)
se nachdzeji na bazi dyneinovych molekul a hraji roli pfi vazbé ramének na mikrotubuly
necitlivé na ATP. Lehké fetézce (8-20 kDa) pak ptredstavuji proteiny s riznymi funkcemi, jako
je napt. vazba Ca?".

Hiebci spermie obsahuji 40-50 mitochondrii ve stfedni ¢asti biciku (Meyers et al. 2019).
Mitochondrie jsou multifunkéni organely, které nejen produkuji energii pro buriku, ale jsou také
diilezité pro bunécnou signalizaci, apoptdzu a mnoho biologickych drah (Kruppa & Buss 2021).
Mitochondrie maji Ctyfi vzdjemné propojené oddily: vnéjsi mitochondridlni membranu a vnitini
mitochondridlni membranu, mezimembranovy prostor a mitochondridlni matrix (Amaral et al.
2013). Mitochondrie spermatickych bunék vykazuji specifické vlastnosti. Pfedevs§im jsou tyto
organely omezeny vyhradné na stiedni ¢ast spermie (Piomboni et al. 2011). Za druhé
se mitochondrie zarodecnych bunék v priibéhu spermatogeneze méni, zatimco spermatogonie
a Casné spermatocyty maji klasické mitochondrie, pozdni spermatocyty, spermatidy a spermie
maji  kondenzovanéj$i a metabolicky U¢inné€jsi formy (Amaral et al. 2013).
Nejspecializovanéj$imi castmi jsou vnitini mitochondrialni membrana
a matrix, kde se nachdzi mnoho enzymi, zpravidla uspotfadanych do viceslozkovych komplext
(Piomboni et al. 2011). Vnitini mitochondrialni membrana je mistem produkce ATP oxidativni
fosforylaci a fidi transport iontl a metaboliti (Nicholls & Ferguson 2013).

Dv¢ hlavni metabolické cesty produkce energie ve spermiich jsou glykolyza a oxidativni
fosforylace (OXPHOS). Enzymy spojené s glykolyzou se nachazeji v hlavni ¢asti biciku,
zatimco OXPHOS probihd ve vnitini mitochondridlni membrané ve stiedni Casti spermie
(Varner et al. 2014). Ptestoze je OXPHOS pfi produkci ATP vyrazné G€innéjsi nez glykolyza,
zda se, ze spermie vétSiny druhti jsou pti produkei ATP zavislé predevsim na glykolyze (Storey
2008).
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3.2 Faktory ovlivitujici fertilitu hiebcii
3.2.1 Plazmaticka membrana spermii a reaktivni formy kysliku (ROS)

Plazmatickd membrana (PM) spermii je tvofena nasycenymi mastnymi kyselinami
a polynenasycenymi mastnymi kyselinami (PUFA) s dlouhym fetézcem, které jsou prvotnim
cilem napadeni ROS (Griffin et al. 2019). Bylo zjisténo, ze plazmaticka membrana pokyvajici
hlavicku spermie se 1isi obsahem lipidt a proteinli v porovnani s membranou pokyvajici bicik
a zvySuje se s piechodem do reprodukéniho obdobi, nejvyssi hodnoty byly zaznamenany
v ¢ervnu (Aurich et al. 2018). ROS piedstavované superoxidovym radikalem (Oz’), peroxid
vodiku (H203) a oxid dusnaty (NO), pokud vznikaji pti nizkych a kontrolovanych hladinach,
pusobi jako druzi poslové (Lamirande & O’Flaherty 2008). Hlavnim zdrojem ROS
jsou mitochondrie (Martin-Cano et al. 2020). Vzhledem k vysokému obsahu nenasycenych
mastnych kyselin v PM jsou sav¢i spermie citlivé na oxidativni stres, ktery je dan rovnovahou
mezi tvorbou a odbourdvanim ROS ve tkani (Baumber et al. 2000). Zatimco mirné peroxidace
ziejmé podporuje kapacitaci spermii, nadmérné peroxidace poskozuje PM, coz vede ke ztraté
pohyblivosti a k celkové redukci plodnosti (Aurich 2005).

Peroxidace PUFA v membrané spermatickych bunék je autokatalyticka reakce, ktera
muze vést k bunééné dysfunkcei spojené se ztratou funkce a integrity membrany (Sanocka &
Kurpisz 2004). Nicméné spermie a semennd plazma obsahuji fadu enzymi
a nizkomolekularnich antioxidantt, které odstranuji ROS, aby zabranily moZnému poskozeni
bunék (Baumber et al. 2000). Obranné systémy tvofené glutathionperoxiddzou (GSH),
superoxiddismutazou (SOD) a katalazou (CAT) fyziologicky kontroluji rovnovahu
mezi produkci a neutralizaci ROS (Kankofer et al. 2005).

3.2.2 Glykokalyx spermii a role kyseliny sialové

Povrch savcich spermii je pokryt hustym povlakem molekul bohatych na sacharidy, které
tvoii glykokalyx o tloustce 2060 nm. Vétsina cukernych zbytkt je navazéna na proteiny, které
jsou bud’ integrovany do membrany spermie, nebo jsou s ni vice ¢i mén¢ asociovany (Schroter
et al. 1999). Pritomnost kyseliny sialové na povrchu bunc¢k byla dokazana nejen u savcd,
ale i u jinych zivo¢isnych druht (Warren 1963). Zajimavé je zminit i pfitomnost sialovych
kyselin u nékterych vird, riznych bakterii, prvokl a patogennich hub (Schauer & Kamerling
2018). Nekteré kmeny Escherichia coli obsahuji dlouhé sacharidové fetézce sestavajici az z 200
molekul sialovych kyselin (Traving & Schauer 1998). Stejné€ jako u jinych sav€ich bunék
se sialové kyseliny vyskytuji jako vnéj§i monosacharid, ktery zakoncuje vétSinu glykant
na povrchu spermatické bunky (Schroter et al. 1999). Mezi strukturni vlastnosti sialovych
kyselin patii pfitomnost amino skupiny a karboxylové skupiny zajistujici zaporny naboj
molekuly, diky némuz se sialové kyseliny podileji na vazbé a transportu kladné nabitych
molekul (napt. Ca?*) (Traving & Schauer 1998). Po kryokonzervaci dochazi v glykokalyxu
spermii k mnoha zménam. Dojde k velkym ztratdm sialovych kyselin, které by mohly spermie
chranit. Pokles sialovych kyselin zplsobi sniZzeni zaporného naboje na povrchu spermii,
coz vede k jejich aglutinaci. To mize byt jednim z divodu, pro¢ je mira plodnosti zmrazenych
spermii niz$i nez u Cerstvych spermii (Wu et al. 2017). Sialové kyseliny se obecné nachéaze;ji
v tkanovych sekretech, jako je i semenna plazma, kde je soucasti vétSiny glykoproteint (Nag
& Chaudhuri 1979). Kyseliny sialové piedstavuji skupinu vice jak 20 slouc¢enin (Schauer 1985)
obsahujici acetylové a glykolylové derivaty kyseliny neuraminové (Nag & Chaudhuri 1979).
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Mezi nejrozSifenéjSi usavcd patii  N-glykolylneuraminova  Kkyselina  (Neu5Gc)
a N-acetylneuraminova kyselina (Neu5Ac) (Ghaderi et al. 2011).

Skupinou makromolekul rozpoznavajici kyselinu sialovou jsou takzvané lektiny. Jsou
to obvykle oligomerni glykoproteiny z rostlinnych zdroju, které se vazou na specifické zbytky
sacharidi. Velmi rozsitenymi lektiny vazajici kyselinu sialovou patii WGA (Wheat germ
agglutinin), LPA (Limulus polyphemus agglutinin), SNA (Sambucus nigra agglutinin) a MAL
Il (Maackia amurensis agglutinin) (Traving & Schauer 1998). MAL Il se b&Zn¢ pouziva
k detekci a-2,3 vazané kyseliny sialové. SNA je nejéastéji pouzivano k detekci o-2,6 vazané
kyseliny sialové. Piedpoklada se, ze WGA ma Sirokou specifitu a vaze jak sialové kyseliny,
tak i glykany obsahujici N-acetylglukosamin (GIcNACc), ktery je hlavnim rozpoznavajicim
motivem pro WGA (Bojar et al. 2022).

Jedna z nejvyznamnéjSich uloh sialovych kyselin je, Zze brani rozpoznani receptorti

ptislusnymi ligandy a rozpoznéani antigennich mist (Schauer 1985), pfesnéji feceno mohou
ptispivat k ochrané spermii pted imunitni reakci délohy samice (Ma et al. 2016). SniZeni poctu
spermii v déloze je vétSinou zplsobeno pusobenim samicich leukocytld (Ma et al. 2016).
Nicméné toto maskovani vSak muze mit 1 Skodlivy ucinek, jak je vidét v pfipadé nékterych
nadori, které¢ jsou sialylovany v mnohem vyssi mife nez v odpovidajici zdravé tkani (Traving
& Schauer 1998). Sialové kyseliny se také podileji na regulaci pohyblivosti spermii a vazbé
spermie s oocytem (Alkhodair et al. 2018). U n¢kolika druhd je ¢ast sialovych kyselin
pokryvajici gamety odstranéna, aby se usnadnilo specifické rozpoznani glykant specifickymi
vazebnymi proteiny (Fliniaux et al. 2022). Spermie prochazejici kapacitaci V sami¢im
reprodukénim traktu se zbavuje svych povrchovych glykoproteini, ¢imz se snizi jejich vazba
na ovidukt. U byku uplné odstranéni kyseliny sialové snizuje motilitu a schopnost penetrace
hlenu, ale naopak dochézi k polyspermnimu oplozeni (Fliniaux et al. 2022). Sialové kyseliny
byly detekovany na akrozomalni Cepicce spermie, ve stfedni Casti a také v hlavni biciku
u lidskych, by¢ich a beranich spermii (Alkhodair et al. 2018).
Kli¢ovym enzymem katabolismu kyseliny sialové je sialidaza. Savci sialidazy se na zakladé
jejich subcelularni lokalizace déli na Neul (lokalizoavné ptevazné v lysozomech), Neu2
(cytosol), Neu3 (plazmatické membrany) a Neu4 (lysozomy nebo mitochondrie
a endoplazamtické retikulum) (Keil et al. 2022). Zbytky kyseliny sialové mohou byt odstranény
Z povrchu bun¢k pomoci sialiddz vazanych na membranu (Traving & Schauer 1998). Obecné
zmény ve struktufe sialovych kyselin jsou vysledkem mnoha faktort. Zajimavosti je, Zze zmény
Vv expresi transkriptl enzymua pro metabolismus sialovych kyselin, sialyltransferaz a sialidaz,
jsou spojeny s malignimi onemocnénimi (Pearce & Laubli 2015).
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3.3 Molekularni procesy spojené s fertilitou hirebcti

Plodnost je velmi dilezitym produkénim znakem plemennych hiebct, ale je obtizné
ji studovat, protoze se jednd o komplexni parametr, ktery se sklada z nékolika slozek a ktery
je ovlivnén rozdily nebo zménami v prostiedi, zdravotnim stavu a vyzivé (Mahmoud & Nawito
2012). Nicméné molekularné genetické markery mohou byt uzite¢né jako vcasné indikatory
plodnosti hiebct (Giesecke et al. 2009) a mohou byt uzite¢né pii jejich plemenné selekci (Sieme
& Distl 2012). V poslednich letech se vyzkum zaméfuje na identifikaci spolehlivych markeri
plodnosti bud’ na genomické nebo proteomické tirovni (Novak et al. 2010).

V poslednich desetiletich bylo provedeno také nékolik studii zamétenych na hledani
potencialnich markerti plodnosti mimo jiné i u dalSich hospodaiskych zvitat, plodnost samct
je dulezitym ekonomickym znakem v udrzitelném chovu, neplodnost zpisobuje velké
ekonomické ztraty (Ozbek et al. 2021).

Proteiny semenné plazmy jsou sekre¢ni proteiny pochazejici predevsim z nadvarlat
a ptidatnych pohlavnich zldz. Interakce semenné plazmy se spermiemi vyvola vazbu proteinti
na povrch spermii a pfestavbu membrany, coz miiZze mit vliv na transport spermii, jejich pieziti
a oplodnovaci schopnost v sami¢im pohlavnim tstroji (Druart & Graaf 2018). Proteiny
se podileji na Upravé povrchu spermii, ke které dochdzi béhem jejich prichodu sam¢im
pohlavnim Ttstrojim a pozdé&ji pii ejakulaci. Obsah proteini v hiebéi semenné plazmé
je relativné nizky (10 mg/ml) ve srovnani s jinymi savci, ktefi obsahuji ptiblizné 20-60 mg/ml
(Topfer-Petersen et al. 2005).

3.3.1 Proteiny spermii a semenné plazmy hiebcii

Semenna plazma (SP) obsahuje velkou proteinovou slozku, ktera se vyznamné podili
na funkci, transportu a zivotnosti spermii v samicim reproduk¢nim traktu (Druart et al. 2013).
Jakékoli kvalitativni nebo kvantitativni zmény proteind spermii mohou vést k porucham funkci
a ztratdm plodnosti. Komplexni charakterizace proteomu spermii je proto nezbytnym
ptedpokladem k pochopeni funk¢ni biologie spermii a k rozpoznani pti€in vedouci ke zhorSené
oplozovaci schopnosti (Roca et al. 2020). V soucasné dob¢ je znamo vice nez 200 genti, které
se obecné podileji na fertilité¢ spermatickych bunck (Leeb et al. 2005), u hiebci bylo popsano
vice nez 60 kandidatnich genti (Laseca et al. 2021). NiZe je popséno né€kolik proteinli semenné
plazmy, které jsou vyznamné spojovany S plodnosti hiebci.

Hlavni proteiny semenné plazmy hiebcli mizZeme rozdé€lit do tii skupin, proteiny
Fn-2 (fibronektin typu I1), proteiny bohaté na cystein (CRISP) a spermadhesiny, jejichz
piitomnost byla detekovana pouze u kopytnikt (Topfer-Petersen et al. 2005).

CRISP se nachazeji hojné v pohlavnim ustroji samct u fady druhi (Topfer-Petersen et al.
2005). CRISP jsou dvoudoménové proteiny s N-koncovou CAP doménou (typicka pro
superrodinu proteini regulujici patogenezi) o velikosti pfiblizne 21 kDa a C-koncovou
doménou o velikosti pfiblizne 6 kDa obsahujici 10 konzervovanych cysteind, ktera je ur¢ujicim
prvkem rodiny CRISP proteinti (Gibbs et al. 2008). VSechny sav¢éi CRISP proteiny maji
molekulovou hmotnost mezi 25 a 32 kDa, v zavislosti na jejich glykosylaci (Gibbs et al. 2008).
Byly popsany celkem tii proteiny patiici do rodiny CRISP, CRISP1, CRISP2 a CRISP3.
Obecné jsou tyto proteiny exprimovany v sam¢im pohlavnim ustroji (Hamann et al. 2007),
CRISP1 je primarné exprimovan v nadvarleti, CRISP2 ve varlatech (Leeb et al. 2005) a CRISP3
se nachazi jak v ampule chamovodu pospubertalnich hiebct, tak v semennych vaccich
(Fedorka et al. 2017). Volné navazané CRISP proteiny, piedevsim CRISP3, se mohou
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Obrazek 2. Lokalizace HSP-3 na hiebcich spermiich pomoci nepiimé imunofluorescence: A — pozitivni
detekce v postakrozomalni oblasti, C — pozitivni detekce ve stredni casti biciku (Magdaleno et al. 1997).

ze spermie uvolnit promytim roztokem s vysokym obsahem soli. Uréity pocet molekul CRISP
vSak zlstava pevné vazan na povrch spermie (Topfer-Petersen et al. 2005). CRISP proteiny
hiebc¢ich spermii se presnéji nachdzeji v ekvatorialni a postakrozomalni oblasti a také ve stiedni
Casti bic¢iku (Topfer-Petersen et al. 2005). U hiebct byl identifikovan paralog proteinu CRISP3,
nazyvan jako HSP-3 (Gibbs et al. 2008), protein o velikosti 27 kDa (Magdaleno et al. 1997).
Kvantitativni ur¢eni HSP-3 v semenné plazmé riznych hiebcti ukazalo velkou variabilitu jeho
koncentrace, ktera se pohybovala od 0,3 az 1,3 mg/ml. K posouzeni lokalizace HSP-3 byla
vyuZita nepfima imunofluorescen¢ni mikroskopie. VSechny CRISP proteiny obsahuji signalni
peptid, ktery odpovida jejich lokalizaci ve specifickych intracelularnich kompartmentech
(Gibbs et al. 2008). HSP-3 byl lokalizovan v postakrozomalni oblasti a ve stiedni ¢asti biciku
ejakulovanych spermii (obr. ¢. 2). Jeho lokalizace podporuje jeho moznou roli pfi zrani spermii
nebo interakci gamet (Magdaleno et al. 1997).

Mezi dalsi dilezity protein patii fosfolipaza A2 (PLAZ2), ktery hraje zasadni roli
V pozdnich matura¢nich dé&jich spermii, akrozomalni reakci a splynuti spermie s vajickem
(Fiala-Rechsteiner et al. 2023).

V sam¢im pohlavnim traktu byly identifikovany malé proteiny typu Fn-2 jsou
charakterizovany dvéma tandemové¢ uspofadanymi jednotkami fibronektinu typu II (Fn-2).
V nedavné dobé& byly u fady savci, veetné hiebce také identifikovany dlouhé proteiny typu
Fn-2, skladajici se ze Ctyf tandemové uspotadanych jednotek. Tyto proteiny jsou vzdalené
piibuzné malym proteinim typu Fn-2 (Topfer-Petersen et al. 2005). U hiebce byly
identifikovany tfi rizné proteiny: SP-1, SP-2 a EQ-12. Proteiny typu Fn-2 jsou exprimovany
v ruznych oblastech sam¢iho reprodukéniho traktu. EQ-12 je produkovan v oblasti corpus
a cauda epididymis, zatimco proteiny SP-1 a SP-2 jsou exprimovany pievazné v ampule
chamovodu (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2004). Jak kratké, tak dlouhé proteiny typu Fn-2
se beéhem posttestikularniho zrani vazou na povrch spermii (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2004)
specifickymi interakcemi s cholinovymi lipidy na spermatické membrané a jsou pfitomny
na ejakulovanych spermiich (Topfer-Petersen et al. 2005).

Hiebci SP obsahuje proteiny, které jsou strukturné podobné s by¢imi a kanc¢imi (Calvete
et al. 1995). Vétsina izolovanych hiebCich proteinti, konkrétné HSP-1 a HSP-2, vykazuji
schopnost vazat heparin (Topfer-Petersen et al. 2005), ktery se vaze na ejakulované spermie
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a ovliviluje proces kapacitace, ¢imz zvySuje schopnost spermie projit akrozmalni reakci
(Florman & Babcock 1991.) HSP-1 a HSP-2 jsou nejhojné&ji zastoupenymi proteiny v hieb¢i
semenné plazmé, piedstavujici 70-80 % (Topfer-Petersen et al. 2005). Ve studii Garcia et al.
(2014) byla sledovana koncentrace proteinit HSP-1 a HSP-2 v ejakulatu od hiebct s dobrou
a Spatnou plodnosti. Vysledky poukazuji na to, Ze koncentrace hlavnich proteinii semenné
plazmy HSP-1 a HSP-2 byla vy$8i v ejakulatech pochazejicich od hiebct se zhorSenou
plodnosti. Tudiz se muze jednat naopak o biomarker Spatné¢ plodnosti hiebcli. Nicméné
je dualezité poukazat na to, ze HSP-1/2 vykazuje aktivitu podobnou chaperontim a chrani fadu
cilovych proteini proti tepelnym a chemickym stresovym podminkdm (Kumar & Swamy
2016).

Spermadhesiny jsou rodinou polypeptida o velikosti 12—16 kDa s CUB doménou (Haase
et al. 2005), jsou hlavnimi proteiny semenné plazmy kanct (Haase et al. 2005) a poprvé byly
popsany v kan¢i semenné plazmé (Topfer-Petersen et al. 2005). Exprese spermadhesint byla
popsana také v sam¢im pohlavnim Gstroji hi'ebet a bykt (Topfer-Petersen et al. 1998). Obecné
byly tyto proteiny nalezeny piedevsim v SP a po ejakulaci se vazou na povrch spermii (Griffin
et al. 2019). Pti ejakulaci spermadhesiny vytvaieji ochranny plast kolem citlivé akrozomalni
oblasti hlavicky spermie, ¢imz pravdépodobné zabraiiuji predCasné akrozomalni reakci
(Topfer-Petersen et al. 1998). Clen rodiny spermadhesinii (homolog prase¢iho AWN) byl také
identifikovan v hieb¢i semenné plazmé jako HSP-7, protein o velikosti 14 kDa (Topfer-
Petersen et al. 2005) a sdili primarni strukturu z 98 % identickou s proteinem AWN pochazejici
ze semenné plazmy kanct. Pozitivni imunodetekce HSP-7 byla u hiebcl zjisténa jiz
ve spermatogoniich, v rete testis a ductus epididymis (Hoshiba & Sinowatz 1998). Béhem
priuchodu nadvarletem se na spermie vaze velké mnozstvi tohoto proteinu. Je znamo,
ze lokalizace HSP-3 je vyhrazena na ekvatoridlni segment spermie (Topfer-Petersen et al.
2005). Nicméné bylo pozdéji zjisténo, Ze HSP-7 se neomezuje pouze na ekvatoridlni segment,
ale je pfitomen i ve stfedni ¢asti bi¢iku spermie (obr. €. 3) (Heidmiller 2009), na rozdil
od prasecich spermadhesind, u kterych mizeme pozorovat odliSnou lokalizaci a rizné vzory
exprese v ramci ejakulovanych, in vitro kapacitovanych spermiich a po akrozomalni reakci
(Kroh et al. 2022).

Obrazek 3. Pozitivni detekce HSP-7 v oblasti
ekvatoridlniho segmentu a stiedni Cdsti biciku
spermie (Heidmiller 2009).
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Stejn¢ jako jeho kanci homolog se hieb¢i spermadhesin vaze na sacharidy (Topfer-
Petersen et al. 2005) a vykazuje schopnost vazby k ZP (Reinert et al. 1996, Hoshiba & Sinowatz
1998), proto muize byt exprese tohoto proteinu vyuzita jako dal$i mozny marker plodnosti
u hebct (Griffin et al. 2019).

Protein SPATAL1 specificky pro varlata se podili na utvafeni hlavicky spermie béhem
spermatogeneze. Proto byl tento gen souvisejici se spermatogenezi, vybran jako dalsi kandidat
plodnosti hiebci a dale charakterizovan (Giesecke et al. 2009). S cilem analyzy
jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) bylo v ramci studie (Giesecke et al. 2009) celkem
odebrano 179 vzorkid od hannoverskych plemennych hiebcti a vyhodnoceno. SNP byly
genotypizovany pomoci restrikénich endonukledz nebo Real-time PCR. Bylo zjisténo, Ze
konsky protein SPATA1 vykazuje 64% podobnost s mySim proteinem SPATA1. Naptiklad
u mysi je tento gen povazovan za funkéni marker plodnosti (Giesecke et al. 2002009).
Predpoklada se, ze detekovand intronovda mutace SPATAIl pfindsi lepsi plodnost
prostfednictvim regulace genové exprese (Giesecke et al. 2009).

3.3.2 Hormonalni vlivy podilejici se na plodnosti hiebcii

Geny kodujici hormony, které se podileji na regulaci vyvoje varlat, pohlavni zralosti
a sexualni aktivity, jsou také kandidaty na zatazeni do skupiny molekul pro sledovani plodnosti
hiebct (Giesecke et al. 2010). Funkce varlat zavisi na funkéni hypotalamo-hypofyzarné-
testikularni ose, kterd zahrnuje gonadotropin uvolilujici hormon (GnRH), luteiniza¢ni hormon
(LH), folikulostimulacni  hormon  (FSH), testosteron, estrogeny a inhibiny
(Giesecke et al. 2009). Tradi¢né se testosteron povazuji za sam¢i a estrogen za typicky samici
pohlavni hormon. Nicmén¢ estradiol, pfevladajici forma estrogenu, hraje také rozhodujici roli
v sam¢i reprodukci (Schulster et al. 2016).

GnRH je uvoliiovan z hypotalamu pulzujicim zplisobem a aktivuje receptor sprazeny
s G-proteinem (GNRHR), ktery vyvolavd uvoliovani luteinizatniho  hormonu
a folikulostimulacniho hormonu z pfedni hypofyzy (Giesecke et al. 2009). Imunizace proti
GnRH byla studovana jako alternativa pro bézné pouzivané chirurgické kastrace u hiebct.
Po dvou az tfech ockovanich byl pozorovan ,kastracni® ucinek trvajici 6 mésicti po prvni
vakcinaci. OSetfeni hiebci nevykazovali Zadné libido v ptfitomnosti fijici klisny a nedochézelo
k sexualné agresivnimu chovani. Studie ale ukazala, ze imunizace GnRH je reverzibilni. Kdyz
imunizace nebyla opakovana, bylo pozorovano obnoveni funkce varlat a libido se obnovilo
(Turkstra et al. 2005). LH a FSH jsou heterodimerni glykoproteiny slozené ze dvou
nekovalentné spojenych polypeptidd. Ve varleti se LH vaze na membranové receptory
na Leydigovych buikach a stimuluje je k pfeméné cholesterolu na testosteron (Brinsko 1996).
U hiebct je uvoliiovani LH pozitivné korelovano s délkou svételného dne. Koncentrace LH
V plazmé stoupa se zacatkem piipoustéciho obdobi (Gerlach & Aurich 2000). FSH a testosteron
stimuluji fadu funkei Sertoliho bungk, vcetné syntézy a sekrece ABP (vazebny protein pro
androgen), inhibinu, aktivinu a estrogenu a nékolika dalSich latek jako je transferin (Brinsko
1996). Transferinfunguje jako iontovy transportér (Xin et al. 2019), ktery dodava zelezo jako
vyzivnou slozku zarode¢nym bunkdm (Roser 2008) a je pfitomen v SP. Nicméné se zda,
Ze tento protein nesouvisi s plodnosti u hiebci (Roser 2008).
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Testosteron je hlavni hormon zodpovédny za vyvoj sekundarnich pohlavnich znaki
samce, soucasné¢ ma tento hormon vliv na regulaci fertility a libida (Walker & Cheng 2005).
Pocate¢ni studie zaméfené na koncentraci testosteronu byla provedena jiz v roce 1976, kdy byla
zméfena jeho koncentrace v plazmé u 24 plnokrevnych hiebcti v riznych hodinach béhem dne.
Vsichni hiebci vykazovali nizké hladiny mezi 16. a 24. hodinou. Poté se hladina zvysila
na maximalni praimérnou hodnotu 3,49 + 0,89 ng/ml v 8 hodin (Sharma 1976). Zjisténé udaje
Z této studie poukazuji na denni kolisani hladin testosteronu u hiebcii. Nicméné i U jinych druhii
byly zaznamenany denni vykyvy hladin testosteronu. Obecné sav¢i varlata plni dvé hlavni
funkce: produkci spermii a syntézu steroidnich hormoni, z nichZ jsou estrogeny konecnym
produktem  ziskanym  pfeménou  testosteronu  enzymem = zvanym = aromatdza
(Carreau et al. 2007). Estradiol je u samcti nezbytny pro regulaci libida, erektilni funkce
a spermatogeneze (Schulster et al. 2016).

Stimulace epididymu steroidnimi hormony (testosteron a estradiol-17f3) vedly ke zvysSeni
produkce laktoferinu. Laktoferin je jednim z nejhojnéjsich proteini vylucovanych nadvarlaty
hiebce. Pro potencialni regulaci laktoferinu byly zkoumany tkané z caput, corpus a cauda
epididymis. Estradiol-173 vyznamné stimuloval zvySeni sekrece laktoferinu nad vychozi
hodnotu u cauda epididymis, naopak G¢inek testosteronu nebyl vyznamny v zadné oblasti.
Zda se, ze pravé estrogen reguluje sekreci laktoferinu v cauda epididymis u postpubertalnich
hiebeu, nikoli testosteron (Pearl & Roser 2014).

Poslednim dutlezitym hormonem ovliviwujici sam¢i fertilitu je inhibin (Ball et al. 2019).
Gen pro inhibin (INHBA) byl také vybran jako kandidat pro sledovani plodnosti hiebcti
a analyzovdn na intragenové markery pro zjisténi pfipadné souvislosti s mirou biezosti
(Giesecke et al. 2010). Inhibin je glykoprotein tvofeny heterodimery skladajici
se z podjednotky a a B (Barakat et al. 2012), které jsou produkovany piedevs§im Sertoliho
buiikami a v mensi mife 1 v Leydigovych buiikéch. Inhibin reguluje hypofyzarni FSH (Roser
2008). Nejvetsi nartist inhibinu je pozorovan u hiebcl v rozmezi druhého az patého roku.
U neplodnych hiebcti byly zaznamenidny vyznamné niz$i koncentrace plazmatického
a intratestikularniho inhibinu nez u plodnych hiebct (Giesecke et al. 2010), nicméné hladina
testosteronu zlstala stejna (Roser 2008). Tudiz intratestikularni inhibin mtze byt dobrym
ukazatelem pro detekci ¢asného poklesu plodnosti (Roser 2008). V ramci studie byla také
detekovand intronovd mutace INHBA, ktera by mohla hrat kritickou roli v plodnosti hiebct.
Tyto mutace mohou mit také vliv na regulaci exprese INHBA (Giesecke et al. 2010).
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3.4 Motilita hiebcich spermii a energeticky metabolismus

Jednou z hlavnich vlastnosti spermii je jejich pohyblivost, ktera je nezbytna pro zajisténi
samci plodnosti. Jedinci se Spatn¢ pohyblivymi nebo nepohyblivymi spermiemi jsou obvykle
zcela neplodni nebo neschopni oplozeni bez pouziti pokrocilych technik asistované reprodukce
(Turner 2005).

Ve skute€nosti existuji dva typy motility, aktivovana pozorovatelna u ejakulovanych
spermii a hyperaktivovana, ktera je pozorovana u spermii v misté oplodnéni (Turner 2005).
Oba typy pohyblivosti vyzaduji dostatecny pfisun energie ve formé ATP (Piomboni et al. 2011).
ATP ve spermiich vznikd kombinaci metabolickych drah, vcetné oxidativni fosforylace
a Krebsova cyklu v mitochondriich ve stfedni a glykolyzy v hlavni ¢asti bi¢iku. Oxidativni
fosforylace je nejefektivnéjsi cesta tvorby ATP (Hoek et al. 2006). Oxidativni fosforylace
vytvaii tficet molekul ATP na jednu molekulu oxidované glukézy. Tvorba ATP
prostfednictvim oxidativni fosforylace je tedy patnactkrat ucinnéjsi nez glykolyza. Souhrnné
lze fici, Ze oxidace latek a fosforylace ADP spolu s protonovym gradientem napfic¢ vnitini
mitochondrialni membranou jsou kli¢ovym faktorem pii tvorbé ATP (du Plessis et al 2014)
(obr. ¢. 4). Je ale dilezité si uvédomit, Ze spermie mohou kromé glukézy metabolizovat i jiné
substraty glykolytickou cestou k udrzeni pohyblivosti (Hoek et al. 2022).

Obrazek 4. Spermie hitebcii vyuZziva piedevsim mitochondridlni oxidativni
fosforylaci k tvorbé adenosintrifosfitu pro motilitu (mitochondrie spermii
Ize vizualizovat barvenim pomoci nitroblue tetrazolium) (Varner et al.

2014).

Ca?* draha a draha cAMP-dependentni proteinkinaza jsou dvé dilezité metabolické
dréhy, které se podileji na regulaci pohyblivosti spermii (Pereira et al. 2017). Syntézu cAMP
katalyzuji adenylylcyklazy (AC) (Steegborn 2014). AC jsou klicovym enzymem, ktery
na poc¢atku signalni drahy syntetizuje cAMP a aktivuje dyneiny ve strukturach axonemy jejich
fosforylaci (Shiba & Inaba 2014). Sav¢i AC lze rozdélit na dva odlisné typy, transmembranové
AC (tmAC) a rozpustné AC (sAC, znamé také jako AC10). SAC je piimo aktivovana HCOgz
a Ca?". sAC jsou jediné signalni proteiny, o nichZ je znamo, Ze jsou ptimo regulovany HCOs"
(Pereira et al. 2017). Naopak tmAC jsou regulovany piedevs§im heterotrimernimi G-proteiny
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jako soucast receptorovych drah spiazenych s G-proteiny (Steegborn 2014). tmAC a sAC hraji
odli$nou roli v regulaci motility spermii. tmAC piechodné syntetizuje vysokou hladinu cAMP
a naproti tomu sAC se podili pfedevsim na regulaci asymetrie kmitani biciku (Shiba & Inaba
2014).

Vapnik je zdkladnim regula¢nim faktorem pro kapacitaci, hyperaktivaci a akrozomalni
reakci spermii (Pereira et al. 2017). P¥i nizkych intracelularnich koncentracich Ca?* kmitaji
bigiky symetricky, ale kdyz se hladina Ca?* zvysi, kmitani se stane vice asymetrické a spermie
se hyperaktivuji (Suarez 2008).

Béhem transportu spermii k oocytu v reprodukénim traktu samice dochazi k jejich zrani,
které vyvolava zmény v jejich motilité. Tyto zmény zlepsuji efektivitu jejich migrace sami¢im
reprodukénim traktem a napomahaji spésnému oplodnéni (Hoek et al. 2022). Pfi uvoliiovani
spermii ze semenného epitelu varlete je bicik nepohyblivy. Priichod spermii nadvarletem
je klicovym faktorem pro aktivaci pohyblivosti spermii. V proximalnich oblastech nadvarlete
jsou spermie jesté nezralé. Béhem prichodu nadvarletem se se hladina intracelularniho cAMP
ve spermiich kontinualné zvySuje od corpus epididymis k cauda epididymis, kdy spermie
ziskavaji pohyblivost (Souza et al. 2017). Jakmile spermie ziskaji schopnost pohybu, prostredi
v distalnich oblastech nadvarlete udrzuje pohyb bi¢iku spermie téméf zablokovan diky nizkému
pH, nizkym koncentracim Na* a vysokym koncentracim K*. Celkova doba prichodu spermii
nadvarletem byla u hiebcti odhadnuta piiblizne na 10 dni (Meyers 2009). Pii ejakulaci jsou
spermie vystaveny zméndm ve slozeni vnéj$iho prostfedi, a to prostiednictvim tekutin
s vysokou iontovou silou, nizkou osmolalitou, nizkym obsahem K" a vysokym obsahem Na*,
které ptispivaji k opétovné aktivaci motility. V ur¢itém okamziku poté, co spermie dosahne
vejcovou, dojde k hyperaktivaci bi¢iku. Nasledné se vzor rytmu bi¢iku zméni na asymetricky
pohyb s vyssi frekvenci (Dias 2017). Hyperaktivovana motilita pomaha spermiim dosahnout
mista oplodnéni. U nékterych hiebcii se miizeme setkat s nezadouci vyssi citlivosti na zmrazeni
vyust'ujici ve $patnou motilitu spermii po rozmrazeni, ktera souvisi s poskozenim membran,
osmotickym a oxida¢nim stresem b&hem krykonzervace (Stephens et al. 2013). Z tohoto
dtvodu jsou testovana rizna aditiva pro udrZeni kvality spermatu. Rota et al. (2019) provedl
studii scilem vyhodnotit, zda ptidavek ruznych koncentraci kofeinu a pentoxifylinu
po rozmrazeni davek méni parametry pohyblivosti kryokonzervovanych spermii hiebcti.
Kofein a pentoxifylin jsou metylxantinové derivaty inhibujici fosfodiesterazu (Stephens et al.
2013), coz vede ke zvyseni cAMP (Rossi et al. 2020). Vysoka hladina cAMP vytvaii ATP,
ktery se pouziva jako zdroj energie pro pohyb spermii (Stephens et al. 2013). V ramci studie
kofein v koncentraci 5 mM dokazal zlepsit celkové procento pohyblivosti, progresivni motilitu
a rychlost spermii. Kromé& toho pfidani kofeinu okamzité vyrazné zvysilo VCL (rychlost
na kiivoCaré draze). Podobné 1 pentoxifylin pfi koncentraci 5 1 10 mM zvysil celkovou
pohyblivost a rychlost spermii po rozmrazeni (Rota et al. 2019).
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3.4.1 Hodnoceni motility pomoci syst¢ému CASA

Pocitatem fizena analyza spermii (Computer assisted sperm analysis; CASA) je systém
pouzivany ke stanoveni individudlnich vzorci motility spermii. Hodnoceni pohyblivosti
spermii a dalSich kinetickych parametrti, jako je kiivocard, piimocara a primérnd drahova
rychlost, je nezbytnou soucasti hodnoceni kvality spermii (Giaretta et al. 2017). Hodnoceni
plodnosti hiebce je dilezitou soucasti vybéru plemenikii. Kromé toho mohou byt znalosti
0 piedchazejici kvalité ejakuldtu neocenitelné pii podezieni na problémy S plodnosti
(Colenbrander et al. 2003). Pro optimalizaci vysledku gravidity klisen by sperma mélo spliovat
nektera kritéria, jako je minimalni celkovy pocet spermii na davku a minimalni progresivni
procento spermii na davku.

Spermie se obvykle analyzuji po standardnim zfedénim cCistého spermatu v komplexnim
roztoku. Zadné takové médium neni podobné soustavé tekutin, kterému jsou spermie postupné
vystaveny ve vysoce proménlivém téle samice. Misto toho CASA poskytuje informace
o spermiich v definovanych, standardizovanych podminkach, které umoziuji srovnani s jinymi
podobné hodnocenymi vzorky (Amann & Waberski 2014).

Dascanio (2014) uvadi postup pii analyze semene, kdy pro kvalitni vyhodnoceni
parametrd je dilezité ziskat ejakuldt bez hrubych necistot, ktery se nasledné ziedi za pouziti
pramyslovych fedidel dostupnych na trhu. Pomoci mechanické pipety se naplni komirka
na mikroskopickém skli¢ku, ur¢ené¢ho pro analyzu CASA, prisluSnym objemem. Pfi samotné
analyze je velmi dulezité, aby vzorek byl neustale zahtivan na teplotu piiblizné 37 °C. Zmény
teplot maji vyznamny vliv na odhad motility. Néasledn¢ se orientuje sklicko tak, aby se objektiv
nachazel ve stiednd ¢asti komtrky. Je dilezité se vyhnout okrajim komirky, kde by spermie
nemusely byt tak pohyblivé v disledku interakce se sténou komiirky. Obvykle se hodnoti pét
nebo vice samostatnych poli, aby bylo mozné primérné€ vyhodnotit pohyblivost spermii. Kazda
komtrka se pouzije pouze jednou a poté se vyfadi. Software ndsledné poskytuje dva hlavni
parametry — celkovou a progresivni pohyblivost (Dascanio 2014). Mezi vyznamné kinematické
parametry patii napiiklad VSL (Casové zpriimérovana rychlost hlavi¢ky spermie podél primky
mezi jeji prvni zjisténou polohou a posledni zjisténou polohou (um/s), VCL (rychlost kiivocaré
drahy (um/s) a VAP (pramérna drahova rychlost (um/s) (obr. 5).

VAP (Path velocity)

VCL (Track speed}

V5L (Progressive velocity)

Obrazek 5. Priklad drahy pohybu spermii vyhodnocené pomoci systéemu CASA
(Kathiravan et al. 2011).
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3.4.2 Kapacitace in vivo a in vitro

Pro cerstvé ejakulované spermie neni charakteristickd progresivni pohyblivost ¢i
schopnost oplodnéni. Nejprve musi projit fadou biochemickych a fyziologickych zmén, které
se souhrnné nazyvaji kapacitace. Pouze kapacitované spermie maji vyhradni schopnost prodélat
akrozomalni reakci a nasledné oplodnit vajicko (Jin & Yang 2016). V ejakulatu jsou obvykle
pfitomny miliardy spermii, které tuto llohu plni (Varner et al. 2014). Pro¢ je ke splnéni tohoto
ukolu zapottebi tak velkého mmnozstvi spermii? Opoveéd  castecné vyplyva
ze skutecnosti, Ze oplodnéni v Zivych organismech je ze své podstaty neefektivni proces. Pouze
0,0007 % spermii ziska ptistup do vejcovodu, kde dojde k oplozeni (Rigby et al. 2000).

Jak bylo zminéno, ke kapacitaci in vivo dochazi po vystaveni spermii sami¢imu
reprodukénimu traktu, ale lze ji vyvolat i in vitro (Breitbart & Spungin 1997). Vétsina informaci
o riznych aspektech kapacitace spermii pochazi pravé ze studii in vitro. Pro nasledny vyvoj
oplodnéni in vitro je zapotiebi uréitych faktord, aby se spermie staly oplozeni schopnymi
(Visconti 2009). Spermie lze in vitro kapacitovat pomoci chemicky definovanych médii
obsahujicich vhodné koncentrace elektrolyt, metabolickych zdroji energie a sérového
albuminu jako akceptoru cholesterolu (Naz & Rajesh 2004).

Kapacitace je pod kontrolou vnéjsich, tak vitinich faktord, pfi¢emz hlavnimi vnéj$imi
signaly zprostiedkovavajici kapacitaci jsou sterolové akceptory (tradicné albumin) a toky iontd,
konkrétné HCOs; a Ca?*. O mechanismu transportu hydrogenuhli¢itani do spermii
je znamo velmi malo (Breitbart 2003). Tyto signalni molekuly spole¢né aktivuji drahy PKA
(proteinkinaza A) a PTK (tyrosinkinaza), které reguluji kapacitaci (Rato 2017). Kuptikladu
HCOg’, ktery se vaze v cytosolu, stimuluje enzym SACY (rozpustna adenylylcyklaza), ktera
katalyzuje produkci CAMP za pouziti ATP jako substratu (Llera et al. 2016). Reakce na HCO3s
je rychla a hladina cAMP se zvysi béhem 60s, po némz nasleduje zvySeni aktivity PKA
(Signorelli et al. 2012). Tento enzym je tedy nezbytnou soucasti signaliza¢nich kaskad cAMP,
které aktivuji motilitu spermii (Marquez & Suarez 2007). Nicméné je pozoruhodné,
ze molekularni podstata procesu kapacitace neni stale pfili§ dobie pochopena, piestoze od prvni
zpravy o kapacitaci spermii uplynulo vice nez 50 let (Jin & Yang 2016). Béhem kapacitace hraji
také velmi dulezitou roli tzv. dekapacitacni faktory, které chrani a stabilizuji povrch membrany
spermii tak, aby nedoslo k jejich pfedCasné kapacitaci, jinak by nebyly schopné dorazit do mista
setkani gamet v¢as a oplodnit oocyt. Mezi kandidatni proteiny dekapacitacnich faktorti hiebct
identifikovanych ve spermiich jsou dle Swegen & Aitken (2014) zahrnovany proteiny GOT2
(asparate aminotransferase), PEBP1 (phosphatidiethanolamine binding protein 1), PEBP4
(phosphatidyiethanolamine binding protein 4) a CRISP-2 (cysteine-rich secretory protein).

Je vsak znamo nékolik vnitrobunéénych zmén, ke kterym béhem samotné kapacitaci
dochazi (Breitbart & Spungin 1997). Kapacitace zahrnuje eflux cholesterolu, zvyseni
membranové fluidity, influx iontil, coz vede ke zméné membranového potencidlu spermii,
naslednému zvySeni fosforylace tyrosinu (pTyr) v proteinech, indukci hyperaktivace
a akrozomové reakce (Naz & Rajesh 2004).

Kapacitaci presn¢ji miizeme rozdélit na rychlé a pomalé kapacitacni udalosti (Signorelli
et al. 2012). Velmi ¢asnou udalosti je napiiklad aktivace pohyblivosti spermii. (Visconti 2009).
Tyrosinova fosforylace proteinti je dalsim bodem kapacitace, ale dochazi k ni aZ v pozdnich
fazich kapacitace (Signorelli et al. 2012). V in vitro podminkach je pTyr zavisla na pfitomnosti
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BSA, HCO;s a Ca®" v kapacitaénim médiu. Konkrétné nepfitomnost nékteré z téchto slozek
média zabranuje pTyr a samotné kapacitaci (Visconti 2009).

Zmény v distribuci a slozeni lipidi a fosfolipidi v plazmatické membrané
jsou charakteristickym znakem kapacitace spermii (Baldi et al. 2000). Plazmatickd membrana
je bariéra mezi vnéj$im a vnitinim prostiedim bunky, ktera piedstavuje vychozi bod kapacitace
zmen, které provazeji proces kapacitace, se odehravaji pravé na trovni plazmatické membrany
spermii, coz je typickd fosfolipidova dvojvrstva obsahujici cholesterol, komplexni sacharidy
a proteiny (Meyers 2009). Jak jiz bylo zminéno, plazmatickd membrana hieb¢i spermie
je tvofena nasycenymi mastnymi kyselinami a PUFA s dlouhym fetézcem. Kuptikladu kyselina
dokosapentaenova je ptrevladajici PUFA ve spermiich Shetlandskych hiebct (Aurich et al.
2018). Lipidy jsou uspotadany jako dvojvrstva, hydrofobni konce sméfuji dovniti a hydrofilni
konce jsou natoCeny smérem ven. Nékteré z proteindl se ucastni na vytvareni transportnich
kanalt skrze membranu nebo jsou povrchovymi receptory (Juhész et al. 2000). Je dobtfe znamo,
ze vyplavovani cholesterolu uzce souvisi s kapacitaci (Jin & Yand 2017). Cholesterol
je zékladni slozkou plazmatické membrany savcl, protoze podporuje stabilitu membrany,
aniz by snizoval jeji fluiditu (Leahy & Gadella 2015) a je to silny dekapacita¢ni faktor (Aitken
& Nixon 2013).

HCO3 a Ca?* #{di lateralni redistribuci membranovych lipida (Maiten et al. 2021, Leahy
& Gadella 2015) v apikalni oblasti hlavicky spermie. Zde je cholesterol exportovan
Z membrany spermie k akceptorim cholesterolu v extracelularni tekuting (napt. albumin FAF),
tim se zvysi propustnost membrany (Fujinoki 2011). Bylo prokazano, ze HCO3 je klicovym
efektorem tohoto procesu efluxu, protoze v jeho nepfitomnosti se hladina cholesterolu
v albuminu FAF neméni. Redistribuce cholesterolu je fizena bikarbonatové zavislou aktivaci
produkce cAMP a cAMP-dependentni proteinkinazou A (PKA) (Leahy & Gadella 2015).
K vyplavovani cholesterolu z membrany b&hem kapacitace vyznamné pfispiva oxidacni stres
(Aitken & Nixon 2013). Uvolnovani cholesterolu doprovazi kapacitaci spermii a koreluje
se zvySenim fosforylace proteini. Pracovni hypotéza, ktera odpovida tomuto poznatku je,
ze aktivace raftovych komplexti pfi uvoliiovani cholesterolu a regulace fosforyla¢nich drah
jsou koordinovany a tvoii soucast stejné signalni drahy (Visconti et al. 2011).

Je znamo, Ze véapnik ovliviiuje riizné funkce spermii, jako je pohyblivost, kapacitace
a schopnost oplodnéni (Mitra & Shivaji 2005). Zakladni proces maturace spermii je regulovan
predev§im cetnymi signalnimi kaskadami a Ca®* vném hraje dynamickou roli
jako intracelularni druhy posel (Rahman et al. 2014). Na rozdil od mnoha jinych druhych poslt,
Ca®" je pro zivot nezbytny, piesto dlouhodobé vysoké intracelularni hladiny Ca®" vedou
k apoptdze (Clapham 1995). Ca?* miize pochazet ze dvou zdrojii: extracelularni Ca?* privadény
pies kanaly plazmatické membrany nebo Ca®" ulozeny v organelach jako je napiiklad
nadbytecny jaderny obal (RNE) (Suarez 2008). Akrozomalni reakce spermii (AR), kterad
je zasadni pro oplodnéni savcii, zahrnuje zmény propustnosti Ca?" vedouci k exocytoze
akrozomalniho vezikulu. Akrozom, intracelularni zasobarna Ca?*, jejiz pH je kyselé, obsahuje
hydrolytické enzymy. Je znamo, Ze akrozomalni pH se béhem kapacitace zvySuje, coz koreluje
se spontanni AR. Nékteré stimulatory AR zvysuji intracelularni koncentraci Ca?* uvoltiovanim
Ca?* z vnitinich zasob, hlavné akrozomu. Predpoklada se, ze Catsper a Ca®" kandl specificky
pro spermie se podileji na AR (Chévez et al. 2017). CatSper umoznuje influx vapniku do biciku
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spermie, ktery je potifebny k pfechodu symetrického pohybu bi¢iku k vykonnému pohybu, ktery
se nazyva hyperaktivace. Jako hlavni vapnikovy kandl je CatSper hlavni mechanismus, ktery
privadi extraceluldrni vapnik do spermii a je proto zivotné dilezity pro plodnost spermii
(Lishko & Mannowetz 2018). Catsper kanaly jsou omezeny na hlavni ¢ast bi¢iku, zatimco RNE
lezi v tésné blizkosti mitochondrii na bazi stiedni ¢asti mitochondridlni pochvy (Suarez 2008).
Influx Ca?* miize byt také vyvolan mobilizaci Ca?" prostfednictvim receptori inositol-1,4,5-
trifosfatu a Ca®* ATPazy (Rato 2017).
3.4.3 PKA atyrosinova fosforylace proteinti spermii

V eukaryotickych buiikach je jednim z nejbéznéjSich mechanismi regulace aktivity
proteinti pfidavani nebo odstranovani fosfatovych skupin ze serinovych, treoninovych
nebo tyrosinovych zbytkd. Pfidani nebo odstranéni fosfatovych skupin muize vyvolat
alosterické modifikace, které vedou ke konforma¢nim zménam v proteinech, a to bud’ k jejich
aktivaci nebo inaktivaci (Naz & Rajesh 2004). Spermie v podstaté nesyntetizuji proteiny, takze
dynamicka povaha proteomu spermii bude ¢astecné zdviset na ziskdvani novych proteinli
z prostfedi a diky posttranslatnim modifikacim proteini jiz vytvofenych (Rato 2017).
Fosforylace proteint je piisn¢ regulovany proces, ktery je fizen protichidnym pasobenim
proteinkinaz a fosfataz (Diviani & Scott 2001). Ackoli ve spermiich byla zaznamenana
jak fosforylace serinu a treoninu, tak pTyr je velmi dtlezita a mize byt hlavnim nebo dokonce
vyhradnim ukazatelem signalnich transdukénich drah v buiice (Naz & Rajesh 2004).
Fosforylace tyrosinovych zbytkl na proteinech spermii je jednim z faktord, které ovliviuji
dilezity vnitrobunéény mechanismus regulujici funkei spermii, ktery mize byt vyznamnym
ukazatelem kapacitace (Pommer et al. 2003). Jak jiz bylo zminéno, zralé spermie jsou
transkripéné klidné, coz znamend, Ze za G€elem zmény funkce proteinii podporujici procesy
kapacitace, prochazeji tyto proteiny cyklem fosforylace a defosforylace (Bernecic et al. 2019).
K podpote kapacitace a zvyseni fosforylace jsou zapottebi HCOs', Ca?" a cholesterol (Lopez-
Ubeda & Matas 2015). Je naznacovano, ze zvyseni fosforylace proteini je podminéno syntézou
cAMP a aktivaci PKA (Visconti et al. 2011), skladajici se ze dvou regulac¢nich podjednotek
(PKA-R) a dvou katalytickych podjednotek (PKA-C). Aktivita PKA je =zavisla
na aktivité adenylatcyklaz a fosfodiesteraz (Naz & Rajesh 2004). Podjednotky PKA-R ptisobi
jako receptory cAMP a umoznuji aktivitu PKA-C. Jakmile je PKA aktivni, dochazi ke zvyseni
pTyr proteinl spermii nepfimou aktivaci tyrosinkinaz (Graf et al. 2020). Také aktivace PKA
vede ke zvyseni polymerace aktinu, coz je nezbytny proces pro rozvoj hyperaktivované motility
(Ickowicz et al. 2012). Ve skutec¢nosti hraje PKA v regulaci pohyblivosti spermii pfinejmensim
dvé nezavislé role, ,,rychlé” ptisobeni je nutné pro aktivaci rytmu bi¢iku a ,,pomalé* ptisobeni,
jako je zmeéna symetrie vinéni biciku, coz vyzaduje aktivitu PKA po delsi dobu
(Signorelli et al. 2012). In vitro inkubace hiebCich spermii za definovanych podminek dle
McPartlin et al. (2008) vedla ke zjisténi, ze pritomnost BSA a HCO3z v médiu byly kritickymi
slozkami pro pTyr. Pii studiu ucinku kazdé z téchto slozek zvlast bylo zjisténo, ze BSA
je nutny K udrzeni pohyblivosti spermii i k podpoie zvyseni pTyr. Navic, kdyz bylo BSA
nahrazeno jinou bilkovinou, kaseinem, byla pohyblivost rovnéZ zachovana, ale nedoslo vSak
ke zvyseni fosforylace tyrosinu v proteinech.
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Na zakladé experimenti (Pommer et al. 2003) doslo k porovnani pTyr a pohyblivosti
hieb¢ich spermii po in vitro kapacitaci u cerstvého a kryokonzervovaného ejakulatu.
Imunofluorescenéni znaceni ukazalo, Ze procento spermii, u kterych byla zvySena fluorescence
v bi¢iku u cerstvych a kryokonzervovanych spermii se zvySilo po 1 h inkubace v médiu
Vv ptitomnosti aktivator motility (dibutyryl cAMP a kofein), ve srovnani s jejich pfislusnymi
vzorky inkubovanymi O h a 1 h bez pfitomnosti aktivatort. Motilita spermii se béhem 1 h
inkubace nezménila ani u Cerstvych, ani u kryokonzervovanych spermii s nebo bez dibutyryl
CAMP a kofeinu. Bylo zjisténo, Ze pifitomnost aktivatoru vyznamné zvysila procento bunék
vykazujicich fosforylaci u Cerstvych a kryokonzervovanych spermii. Kromé toho byl uc¢inek
aktivatort vétsi u zivotaschopnych bunék po zmrazeni ve srovnani s Cerstvymi, protoze
procento bun¢k vykazujici imunofluorescenci spojenou s bi¢ikem bylo ptiblizn€ 100 % oproti
70 %. Toto zvySeni fosforylace u kryokonzervovanych spermii podporuje hypotézu o zménach
plazmatické membrany a navic ukazuje, ze integrita signalnich transduk¢énich drah zahrnujicich
PKA neni narusena (Pommer et al. 2003).

Mezi proteiny, které jsou fosforylovany b&éhem kapacitace patii AKAP proteiny
(Varner & Johnson 2007), chaperony, jako jsou proteiny tepelného Soku, HSP-90, HSP-70,
HSP-60 a endoplazmin (erp99), a protein obsahujici valosin (VCP/p97), ktery by mohl hrat roli
jako spojovaci ¢lanek mezi kapacitaci a akrozomalni reakci (Naresh & Atreja 2015).
3.4.3.1 Proteiny kotvici PKA (AKAP) a jejich funkce

AKAP jsou rodinou proteint, které maji spole¢nou schopnost ukotvit kinazy zavislé
na cCAMP (tj. PKA) na specifické subcelularni oblasti (Turner et al. 2005). AKAP hraji
dilezitou roli jak v samcich, tak i v samicich reprodukénich systémech, zejména béhem procesu
gametogeneze, ale i motility, kapacitace a akrozomalni reakce (Carnegie et al. 2009). Nékteré
Z AKAP jsou typické pro somatické buriky, ale jiné jsou specificky exprimovany v samicich
a samcich gametach (Luconi et al. 2011). U savcl bylo nalezeno asi 50 AKAP
(Wong & Scott 2004). AKAP také reguluji Sirokou Skalu signalnich molekul a bunéénych
procest. Vétsina AKAP mize vazat spektrum proteinti, véetné fosfataz, receptorti sprazenych
s G-proteiny, iontovych kanali (Xu & Qi 2014). AKAP vsak obecné nezprostiedkovavaji
piimo S§ifeni signalu. Misto toho funguji jako ,leSeni“, které moduluje signalizaci mezi
jednotlivymi vazebnymi partnery. (Greenwald & Saucerman 2011). Pivodné byly AKAP
pojmenovany podle své zdanlivé molekulové hmotnosti (Skroblin et al. 2010), nyni se oznacuji
podle ¢isla genu (Johnson et al. 2012).

Ackoli se 1i8i pro konkrétni sekvence, které¢ umoziuji interakci s riznymi cili, maji AKAP
spole¢né klicové vlastnosti (Luconi et al. 2011), a to doménu vazajici PKA, jedine¢nou
lokaliza¢ni sekvenci a schopnost vytvaret vysokomolekuldrni komplexy s dal$imi signalnimi
proteiny. V ramci sam¢iho reprodukéniho traktu mezi nejvyznamnéjsi AKAP patii izoformy
AKAP3 a AKAP4, které¢ jsou jedinecné exprimovany spermatidami a spermiemi. Pfevazné
jsou lokalizovany v bi¢iku a podileji se na pohyblivosti spermii. Krom¢é¢ AKAP3 a AKAP4,
které jsou hlavni slozkou vlaknité pochvy cytoskeletalnich struktur bi¢iku spermii, se k nim
pridavaji také AKAP220, S-AKAP84 a WAVE-1, jejichZz exprese se také objevuje béhem
spermatogeneze (Luconi et al. 2011). Podrobny popis hlavnich AKAP proteint podilejich se
na sam¢i reprodukcei viz. obr. €islo 6.
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Oficialni Role Tkanova exprese Bunécna lokalizace

nazev

WAVE-1 vyvoj akrozomu, motilita sam¢i pohlavni Golgiho aparat, mitochondrie
spermii bunky

AKAP3 motilita spermii, akrozomalni spermatidy vlaknita pochva, akrozom
reakce

AKAP4 motilita spermii spermatidy vlaknita pochva

AKAP3 vazba na oocyt spermatidy vné&j§i povrch spermie

AKAP1 mitochondrie spermatidy mitochondrie

AKAP11 motilita spermii samci pohlavni cytosol, centrozom, stfedni

bunky Cast biciku

Obrazek 6. AKAP podilejici se na samdéi reprodukci (modifikovano dle Luconi et al. 2011).

AKAP tvori zdklad cAMP signalizace. Cyklicky AMP (cAMP) slouzi jako druhy posel
riznych biologickych drah. VétSina, ale ne vSechny signaly pienaSené cAMP,
jsou zprostiedkovany fosforylaénimi reakcemi katalyzovanymi PKA. Piechodné zesileni
signalu poskytovaného cAMP je zajisténo dvéma cykly fosforylace proteint. Prvni z nich
je katalyzovan cAMP-dependentni proteinkindzou. Ta fosforyluje a aktivuje fosforylazovou
kindzu, ktera zase fosforyluje a aktivuje glykogenfosforylazu (Gomperts et al. 2003).
V neptitomnosti cAMP je PKA neaktivni (Gomperts et al. 2003) a existuje jako stabilni
tetramer sloZzeny ze dvou katalytickych (C) a dvou regulacnich (R) podjednotek. Kazda
regulaéni podjednotka je schopna vazat dvé molekuly cAMP (Rababa’h et al. 2014). PKA
jsou casto navazany na AKAP, které je umistuji na specifickd subcelularni mista,
a tak poskytuji mechanismus pro urceni, které proteiny se fosforyluji (Miki et al. 2002).
Fosforylace proteint reguluje nejen AKAP kompartmentalizaci, ale dokonce ovliviiuje aktivitu
ukotvenych enzyml, u nichz dochazi k fosforyla¢énim-defosforylaénim procesim.
Nejdulezitéjsi je, ze fosforylace AKAP mulze ovlivnit sloZzeni ukotveného komplexu tim,
ze reguluje vazbu specifickych partnerti (Luconi et al. 2011). Tyrosinovéa fosforylace AKAP3
po stimulaci HCOz™ a inhibici aktivity fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K) pomoci chemické
latky LY294002 vedla ke zvySené vazbé PKA a jeji kompartmentalizaci ve vlaknité pochvé
bi¢iku spermie, coZ nakonec vedlo ke stimulaci motility spermii (Luconi et al. 2005). AKAP
se mohou lokalizovat do riznych subceluldrnich oblasti jako je plazmatickd membréna,
Golgiho aparat, centrozom, jadro, mitochondrie a cytosol, kde organizuji vysokomolekularni
struktury a spojuji produkci cAMP, kindzy, fosfatdzy a jejich substraty (Luconi et al. 2011).
Regulace lokalizace a slozeni AKAP komplext Ize dosdhnout irtiznymi molekuldrnimi
mechanismy. Konkurence mezi vazebnymi partnery mize ovlivnit pohyb AKAP. Naptiklad
aktin a PKA RII soupefi o stejnou vazebnou doménu na WAVE-1 (Westphal et al. 2000).

AKARP jsou schopné vazat D/D doménu, kterou obsahuji vSechny regulaéni podjednotky
PKA: Rla, RIB, Rlla a RIIB (Burgers et al. 2012). Proteiny interagujici s D/D doménou
vyuzivaji k vazbé amfipaticky helix. Ne vSechny AKAP se ale vazou na D/D doménu
prostfednictvim amfipatického helixu. Mezi tyto AKAP patii proteiny, jako je pericentrin,
jehoz vazebna doména je delsi, sestavajici z 100 aminokyselin. Jedna se o nehelikalni oblast
bohatou na leucin (Skroblin et al. 2010). Nicméné existuji rozdily ve specificnosti AKAP
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s ohledem na vazbu podjednotek RI a RII (Skroblin et al. 2010). Vétsina ¢lentit AKAP se vaze
na podjednotku PAK-RII (Poppinga et al. 2014). Bylo identifikovano ale i n€kolik AKAP
s dudlni specifitou, které se vaZzou na oba podtypy PKA, PKA-RI a PKA-RII. Patfi mezi né
D-AKAP1 a D-AKAP2 (Beene & Scott 2007).

3.4.3.2 proAKAP4/AKAPA4 a jejich role v motilité spermii

Vlaknita pochva je jedinecna cytoskeletalni struktura, ktera se nachazi v hlavni ¢asti
bic¢iku spermie a nejhojnéjSim proteinem ve vlaknité pochvé je pravé AKAP4 (Brown et al.
2003). AKAP4 hraje tstiedni roli ve struktufe bi¢iku, chemotaxi, kapacitaci a motilité spermii.
U savci je AKAP4 exprimovan béhem postmeiotické faze spermatogeneze (Miki et al. 2002)
a je syntetizovan jako prekurzor, proAKAP4, ktery je béhem vytvateni vlaknité pochvy $tépen
na zraly AKAP4 (Blommaert et al. 2019). ProAKAP4 a AKAP4 byly u hiebcti detekovany
ve vzorku spermatu a v izolovanych spermiich, ale nikoli v seminalni plazmé (Blommaert et al.
2019).

Bylo prokazano, ze AKAP4 se podili na kompartmentalizaci PKA v bi¢iku u nékolika
druhii (Leeb et al. 2005). Nov¢jsi studie poukazuji, Ze mnozstvi proAKAP4 odrazi schopnost
spermii udrzet aktivitu a funk&nost bi¢iku az do mista oplodnéni (Dordas-Perpinya et al. 2022).
Vztahu mezi koncentraci proAKAP4 a parametry pohyblivosti hfebCich spermii se zabyvala
Dordas-Perpinya et al. (2022), kdy byl analyzovan ejakulat od 13 rtiznych hiebcl. Motilita
jednotlivych hiebeil byla hodnocena pomoci systému CASA a samotna koncentrace proAKAP4
byla vyhodnocena metodou ELISA. Podle koncentrace proAKAP4 byly vytvofeny dvé
skupiny, a to snizkou (rozmezi 5,06 — 35,61 ng/10"6 spermii) nebo vysokou
(rozmezi 39,92 — 82, 23 ng/10"6 spermii) koncentraci proAKAP4. Procento celkového poctu
pohyblivych spermii bylo vyznamné niz$i u ejakulatii s nizkou koncentraci proAKAP4
ve srovnani s ejakulaty s vysokou koncentraci. Naopak procento progresivné pohyblivych
spermii se neli§ilo mezi ejakulaty s nizkou nebo vysokou koncentraci proAKAP4. Cim
pomalejsi byly spermie, tim nizsi byla koncentrace proAKAP4 naméiena (Dordas-Perpinya et
al. 2022).

Omezena casoprostorova exprese AKAP4 poskytuje jedinecnou prileZitost vyuzit
testovani modelu ,leSeni* a zjisténi, jak ztraita AKAP4 ovliviiyje slozeni vldknité pochvy
a funkci spermii (Miki et al. 2002). U mysi populace byl proveden knockout (KO) genu pro
AKAP4 pomoci CRISPR-Cas9 (obr. ¢. 7). U linii mysi s KO genu pro AKAP4 byla zaznamenéna
produkce normalniho poétu spermii, ale tyto spermie nicméné nevykazovaly progresivni
pohyblivost a samci byli neplodni (Fang et al. 2019).
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Obrdazek 7. Schématické zndzornéni vytviiceni KO pomoci CRISPR-Cas9. Mutace byla
vytvorena odstranéenim exonu 5 a exonu 6 (Fang et al. 2019).

Miki et al. (2002) zjistil, ze samci, kterym chybél AKAP4, byli neplodni. Pohyblivost
spermii byla snizena, hlavni ¢ast bi¢iku byla vyrazné¢ zmensena v priméru a vlaknitd pochva
byla netplné vyvinuta. Za mozné vysvétleni téchto zmén se nabizi, ze PKA jiz nebyla ukotvena
v blizkosti cilovych proteind, které se podileji na regulaci aktivity biciku, ¢i doslo
k vyznamnym strukturalnim zménam vlaknité pochvy. Nicméné byla poloZena otazka, zda
je ukotveni PKA nutné pro samotnou funkci spermii (Miki et al. 2002).
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4 Metodika

4.1 Biologicky material pro analyzu

Ejakulat pouzity pro ucely této diplomové prace poskytl Zemsky hieb¢inec v Pisku s.p.o.
Celkem byli odebrani tii teplokrevni hiebci (hfebei €. 1, 2. a 3.) mimo reproduk¢ni sezonu.
Okamzité po odbéru byl ejakulét laboratorné posouzen, zifedén za pouziti primyslového fedidla
INRA 96 (IMV Technologies, Francie), obsahujici antibiotika penicilin a gentamycin
a antimykotikum amfortericin B a nasledné pievezen v chladicim boxu do laboratoie KVD
a BTU AVCR k dal§imu zpracovani.

VZOREK DATUM
ODBERU 5 ,
HREBEC C. 1 1 7.2.2023 ped sezénou
HREBEC C. 1 1o 22.2.2023 postreprodukéni obdobi
HREBEC C. 2 21 15.2. 2023
HREBEC C. 3 31 16.10. 2023
HREBEC C. 2 2, 16.10. 2023
HREBEC C. 3 3 30.10. 2023
HREBEC C. 2 23 30.10. 2023
HREBEC C. 3 33 6.11. 2023
HREBEC C. 2 2 6.11. 2023

4.2 Hodnoceni motility spermii pomoci systému CASA
4.2.1 Ptiprava vzorkl a vyuziti Computer Assisted Sperm Analysis

Pro odpodet motility spermii na CASA systému (ISAS, Arquimea Group, S.A. Spanélsko;
Laboratoi reprodukéni biologie, BTU AVCR) byl zkazdé insemina¢ni davky odebran
reprezentativni vzorek o objemu 1 ml do konické mikrozkumavky Safe-Lock Eppendorf
0 objemu 1,5 ml. Nasledn¢ byly vzorky ponechany na vyhfevné desticce po dobu 10 minut pfi
37,5 °C pro rozvinuti optimalni motility nutné k objektivnimu posouzeni parametrti motility
pomoci systému CASA. Poté byly pipetovany jednotlivé vzorky o objemu 2 pl do separovanych
komirek mikroskopického skla Leja 8/20 B. V programu CASA byl zménén analyzovany druh
na kon¢ a doslo k nastaveni po¢tu snimanych snimku na 50. Mikroskopicka skla byla po celou
dobu analyzy umisténa na mikroskopickém vyhfevném stolku pro udrZeni optimalni teploty,
snimani probéhlo pfi zvétseni 10x. Nasledné doslo k postupnému sniméni Sesti odliSnych ploch
napii¢ jednotlivymi komurkami pro stanoveni objektivnich parametri motility daného vzorku.
Systém poskytl podrobna data o celkové motilit¢, kinematickych parametrech
a koncentraci danych vzorkd.
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4.3 Fluorescen¢ni mikroskopie
4.3.1 Ptiprava mikroskopickych preparati

Celkové objemy inseminacnich davek byly jednotlivé rozpipetovany po 5 ml
do oznalenych falkon o objemu 15 ml. Primyslové fedidlo INRA96 bylo odstranéno
centrifugaci (17 °C, 700xg, 7 minut). Sediment spermii byl celkem 3x promyt roztokem PBS
(Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, USA) po 5 ml, opakované sta¢en a odstranén
supernatant. Poté bylo pfidano 5 ml fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl) a sediment
spermii byl Setrné rozmichan. Za pouziti PAP Pen liquid blocker (Sigma-Aldrich, USA) byly
vytvofeny dva hydrofobni prstence na mikroskopickych sklickach. Z ptipravené suspenze
spermii bylo pipetovano 20 pl roztoku do jednotlivych prstenct, U prvni poloviny
mikroskopickych sklicek byla provedena fixace spermii okamzitym pfidanim 50 pl
vymrazeného roztoku aceton:metanol v poméru 1:1, u zbyvajici poloviny mikroskopickych
sklicek pouze acetonem o objemu 50 ul. Inkubace vzorkl probihala za laboratorni teploty
po dobu 5 minut. Nasledné byly vzorky 3x promyty fyziologickym roztokem a Setrné osuseny
bunicinou. Takto jednotlivé ptipravena mikroskopicka sklicka pro ucely imunofluorescencni
mikroskopie byla ulozena do specializovanych kazet a z divodu dlouhodobého uchovani
umisténa do chladnicky. Nasledujici den byly preparaty 1x omyty pomoci PBS.
Do jednotlivych prstenct byl piidan bloka¢ni pufr Super blocking buffer v PBS (Thermo Fisher
Scientific, USA) o objemu 100 ul, blokace probihala pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.
Poté byly preparaty 1x oplachnuty PBS (Phosphate-buffered saline, Sigma-Aldrich, USA).
Nasledné probéhla inkubace biotinem znaceného lektinu (WGA, MAL IlI, SNA; Vector
Laboratories, Inc., USA) rozpoznavajici sialovou kyselinu vazanou v glykanech fedéného
v HEPES pufru (10 mM HEPES, pH 7,5; 0,15 M NaCl; 0,1 mM CaCl; 0,01 mM MnCl;) V poméru
1:300. Do levého hydrofobniho prstence bylo naneseno 80 pl. Pravy hydrofobni prstenec
se vzorkem spermii slouzil jako negativni kontrola, kde bylo naneseno pouze 100 ul HEPES
pufru. V druhém piipadé probéhla inkubace s mys$i monoklonalni protilatkou proti
fosfotyrosinu (klon 4G10, Millipore Corporation, USA) fedéné¢ho v PBS v poméru 1:300.
Do levého hydrofobniho prstence bylo naneseno 80 ul roztoku a do pravého hydrofobniho
prstence bylo naneseno 100 ul PBS jako negativni kontroly. V pfipad€ pouZiti mysi
monoklonalni protilatky Anti-AKAP4 (klon 7E10, SPQI S.A.S — Company, Francie),
rozpoznavajici C-koncovou oblast AKAP4, bylo do levého hydrofobniho prstence naneseno 50
ul roztoku a do pravého prstence 100 pl PBS na buiiky. Vzorky byly nésledné vlozeny do vlhkeé
komiirky a inkubovany pies noc pii 4°C. Nasledujici den byly preparaty 1x omyty PBS
a inkubovany v pfipad¢ lektind se streptavidin konjugavnym s fluorochromem FITC (Thermo
Fisher Scientific, USA) vazajici biotin, fedénym v poméru 1:300, na oba hydrofobni prstence
byl nanesen objem 100 pl. Na mikroskopickd sklicka s primérni protilatkou 4G10 a Anti-
AKAP4 byla nanesena sekundarni protilatka proti mysim IgG (Goat anti-Mouse IgG (H+L)
Cross-Absorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 488; Invitrogen, USA) fedéna v poméru
1:300. Na preparaty bylo napipetovano 100 pl. Preparaty byly nésledné inkubovany po dobu
45 minut ve vlhké komirce. Po uplynuti doby inkubace byly preparaty 1x omyty PBS. Nasledné
bylo provedeno znaéeni akrozomu pomoci PNA lektinu konjugovaného s rhodaminem (PNA-
rhodamine, Vector Laboratories, Inc., USA). Do obou prstencti bylo naneseno 100 pl roztoku
fedéného 1:500 v PBS na buiiky. Inkubace probihala ve vlhké komtirce pti laboratorni teploté
po dobu 30 minut. Poté byly preparaty 1x omyty PBS a nasledné destilovanou vodou a Setrné
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osuSeny bunicinou. Poté bylo do kazdého prstence naneseno 7 ul montovaciho média s DAPI
(Vectashield Plus Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, Inc., USA)
k vizualizaci jadra spermii a preparaty byly prikryty krycim sklickem. Po 10-15 minutach byly
preparaty hodnoceny pod epifluorescencnim mikroskopem (Nikon Eclipse E600, Japonsko)
a obrazky snimany v programu NIS Elements.

4.4  Western blot detekce
4.4.1 Ptiprava vzorkl

Vyse vytvofené suspenze spermii s fyziologickym roztokem byly rozpipetovany po 1,5
ml do konickych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Nasledné bylo provedeno sto¢eni vSech
vzorkt (700xg, 10 minut). Supernatant byl odstranén a k peleté spermii byl pfidan Laemmli
pufr (Bio-Rad, USA) pro SDS elektroforézu s inhibitory fosfataz a proteaz (Pierce™ Protease
and Phosphatase Inhibitor Mini Tablets, EDTA-Free, Thermo Scientific, USA) o objemu 1:2.
K vzorkim hiebce €. 1, 3,4, 5 a 7 byl pridan vzorkovy pufr o objemu 150 ul, k vzorku ¢. 2 bylo
pridano 50 pl, k vzorklim €. 6 a 9 bylo ptidano 500 pl a k vzorku ¢. 8 bylo pridano 400 ul
vzorkového pufru. Nasledné byly vzorky rozsuspendovany pomoci Vortex V-1plus (Biosan)
a umistény do ledu, kde probé¢hla lyzace po dobu 30 minut. Po uplynuti doby byla pfipravena
nova sada mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Jednotlivé vychozi sady vzorkd byly rozdéleny
na polovi¢ni objem do nov¢ ptipravenych zkumavek. Jedna sada vzorki byla oznacena jako
R — redukujici podminky a druha sada vzorkil byla oznacena jako N — neredukujici podminky.
Sada se vzorky ptipravovanymi za redukujicich podminek obsahla v§ech 9 vzorka jednotlivych
hiebct. Sada za neredukujicich podminek obsahla 8 vzorkl bez vzorku ¢. 2 z divodu pfilis
malé pelety spermii, ktera neumoznila vytvoreni dostate¢né velkého mnozstvi extraktu nutného
pro obé sady vzorkl. Nasledn¢ byly redukujici vzorky (95 °C, 5 minut) a neredukujici vzorky
(38 °C, 5 minut) inkubovany v Termo-shaker TS-100 (Biosan). Ob¢é sady byly stoceny
(10 000xg, 2 minuty). Vznikly supernatant byl odpipetovan do novych zkumavek a fadné
oznacen. K vzorkiim pfipravenych za redukujicich podminek byl dodate¢né piidan
merkaptoethanol do finalni 5% koncentrace. K vzorkim ¢. 1, 3, 4, 5 a 7 byl pfidan objem
odpovidajici 5 pl, ke vzorku €. 2 byly pfidany 3 pl, ke vzorkim €. 6 a 9 bylo pfidano 15 ul
a ke vzorku ¢. 8 bylo pfidano 12 ul. Nasledné doslo k vortexovani a opétovnému povaieni (95
°C, 5 minut) v Termo-shaker. Pro detekci AKAP4 a PTyr byly pouzity vzorky piipravené
za redukujicich podminek a pro detekci lektiny byly pouzity vzorky za neredukujicich
podminek.

32



4.4.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Byl vytvoten 12% polyakrylamidovy separacni gel.

Chemikalie potiebné k vyrobe 12% separa¢niho gelu a 4% zaostfovaciho gelu:
e destilovana H2O
e N, N, N, N - Tetramethylethylenediamine (Sigma-Aldrich, USA)
e Tris pufr B (Resolving Gel Buffer, 1,5M Tris-HCI, pH 8,8, Bio-Rad,

USA)

e Tris pufr C (Stacking Gel Buffer, 0,5M Tris-HCI, pH 6,8, Bio-Rad, USA)
e 10 % SDS (Sigma-Aldrich, USA)
e Acrylamide/bis-acrylamide 30% solution (Bio-Rad, USA)
e 10 % APS (persiran amonny, Serva, Némecko)

Postupné byl namichan roztok pro vytvofeni dvou separacnich geld pfidanim vySe
zminénych latek: 3,5 ml H20, 2,5 ml pufr B, 4 ml 30 % akrylamid, 100 pl 10 % SDS, 4,5 pul
tetramethylethylenediamine a 70 ul 10 % APS. Roztok byl napipetovan po 5 ml mezi
elektroforeticka skla a pfevrstven H20. Tuhnuti separa¢niho gelu probihalo pii laboratorni
teplot¢ po dobu 30 minut. Po uplynuti doby byl namichan 4% zaostfovaci gel sestavajici
z nasledujicich latek: 1,5 ml H20, 625 ul pufr C, 325 ul 30 % akrylamid, 25 ul 10 % SDS, 3,8
ul tetramethylethylenediamine a 50 pl 10 % APS. Po pfidani posledni latky byla odlita
navrstvena H>O a napipetovan 1 ml piipraveného roztoku zaostfovaciho gelu mezi
elektroforeticka skla na jiz ztuhly separacni gel. Nasledovné byl zanotfen hiebinek pro vytvoteni
12 jamek pro aplikaci vzorkt. Po uplynuti doby potiebné pro tuhnuti zaosttovaciho gelu (asi
30 minut) byla elektroforetickd skla umisténa do elektroforetické aparatury. Nasledné
byl ptidan elektronového pufr (v fedéni 1:5, Tris 15 g, glycin 72 g, SDS 5 g, doplnéno do 1 1
H20) do elektroforetické nadoby a Setrnému vysunuti hiebinku. Pomoci Hamiltonovy pipety
byly nejdfive naneseny 2 ul hmotnostniho standardu (Precision Plus Protein™ Standards, Dual
Color, Bio-Rad, USA) a nasledné naneseno 10 ul jednotlivych vzorkt. Poté byla aparatura
ptipojena ke zdroji napéti (Electrophoresis Power Supply — EPS 1001) a nastaveno napéti 80
V na 30 minut a nasledné zvyseno na 150 V pfiblizn€ na dobu 1 hodiny.

4.4.3 Elektroptenos proteind

Po ukonceni elektroforézy Dbyl proveden elektropienos proteini  z gelu
na nitrocelul6zovou membranu (Millipore Corporation, USA). V prvni fadé byly piipraveny
pro kazdy gel po 2 kusech houbicek, 4 kusech filtraéniho papiru Whatman (Chromatography
paper, GE Healthcare, USA), 1 nitrocelulozova membrana a samotna kazeta. V priubéhu
skladani kazety bylo v§e uchovano v transférovém pufru (3,03 g Tris, 14, 4 g glycin ve 200 ml
H20, 200 ml methanolu a doplnéno do 1 1 H20) pfi laboratorni teploté. Presny postup skladani
kazety: Cerna strana kazety, houbicka, 2 kusy filtracniho papiru, gel, nitrocelul6zova membrana,
2 kusy filtraéniho papiru a houbicka. Nésledné byla kazeta uzaviena a umisténa do nadoby
urcéené k elektropfenosu. Dvé nadoby celkem se ¢tyfmi kazetami byly naplnény transférovym
pufrem a piipojeny ke zdroji, kde byl nastaven konstatni elektricky proud na 1 A. Elektroptenos
probihal 1 h a béhem né&j byly nadoby chlazeny ledem.
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4.4.4 Detekce proteinu a sialovych kyselin
4.4.4.1 Inkubace proteinii S protilatkami Anti-AKAP4 (klon 7E10) a 4G10

Po uplynuti doby potiebné k elektroptenosu byly kazety vyjmuty a nitrocelulozové
membrany byly omyty destilovanou vodou a barveny na proteiny roztokem Ponceau S
(Sigma-Aldrich, USA). Ponceau bylo aplikovano po dobu 1 minuty. Nasledn¢ byla membrana
1x omyta destilovanou vodou a PBS s 0,1 % Tween pro odstranéni zabarveni proteinti. Mezitim
byl ptipraven 5% roztok mléka (Trans-Blotto, non-fat dry milk, Santa Cruz Biotechnology,
USA) v destilované vodé. Inkubace membrany probihala pii laboratorni teploté po dobu 45
minut na tfepacce DLAB SK-L180-E. Po uplynuti doby byla membrana omyta PBS s 0,1 %
Tween a aplikovana primarni protilatka Anti-AKAP4 (klon 7E10, SPQI S.A.S — Company,
Francie) fedéna 1:5000 v 5 ml PBS, mysi monoklonalni protilatka proti fosfotyrosinu (klon
4G10, Millipore Corporation, USA) fedéna 1:500 v 1 ml PBS. Pro negativni kontrolu bylo
na membranu naneseno pouze 5 ml PBS. Membrany byly inkubovany pii 4°C pies noc.
Poté byly membrany 3x omyty PBS s 0,1 % Tween po dobu 10minut a aplikovana sekundarni
protilatka proti mysim Ig (Goat Anti — Mouse 1gG (H+L) - HRP Conjugate; Bio-Rad) fedéné
1:3000 v 3 ml PBS. Inkubace probihala pti laboratorni teploté po dobu 1 hodiny, nasledné byly
membrany 5x k promyty PBS s 0,1 % Tween.

4.4.4.2 Inkubace proteinii s WGA, MAL 11, SNA lektiny

Membrany se vzorky pripravenymi za neredukujicich podminek byly po stejné jako
Vv piipad¢ inkubace s protilatkou obarveny pro pfitomnost proteinti. Po odbarveni membran byla
volnd mista na membranach blokovana pomoci 5% roztoku zelatiny (Sigma-Aldrich)
Vv destilované vod¢ ptes noc pii 4°C. Druhy den byla membrana omyta PBS s 0,1 % Tween.
Nasledné byly aplikovany biotinem znafené lektiny WGA, MAL Il a SNA
(Vector Laboratories, Inc., USA) fedénych v konecntraci 1 ug/ml v 5 ml HEPES pufru
na jednotlivé membrany a jejich inkubace probihala pii laboratorni teploté po dobu 2 hodin
Poté byly membrany 3x omyty PBS s 0,1 % Tween a inkubovany s avidin-peroxidazou (Sigma
Aldrich, USA) v koncentraci 1 ng/ml ve 3 ml PBS na jednotlivé membrany. Inkubace probihala
pii pokojové teploté€ po dobu 45 minut, poté byly membrany 5x promyty PBS s 0,1 % Tween
a piipraveny k detekci. Pro detekci signalu reakce S protilatkami a lektiny byl pouzit pfistroj
Azure ¢300 (Azure Biosystems) s vyuzitim chemiluminiscenéniho substratu (SuperSignal West
Pico PLUS, Thermo Scientific, USA) v poméru 1:1, ktery byl aplikovan na jednotlivé
membrany pied samotnou detekci.

445 Analyza dat

Jednotlivé hodnoty denzity byly k dalsimu zpracovani vypocteny v programu Image
Studio Digits Ver 4.0. Naslednd denzitometricka analyza probihala v programu GraphPad
Prism 5. Pro porovnani souboru statistickych dat byly pouzity dva hlavni neparametrické testy,
jednofaktorova ANOVA (Kruskaliv-Wallisiv test) a t-test (Mann-Whitneylv test).
Pro statistické vyhodnoceni motility pomoci CASA byl vyuzit dvoufaktorovy test ANOVA.
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5 Vysledky
5.1 Lokalizace a detekce AKAP4 v hi‘eb¢ich spermiich

Vizualizace vazby s protilatkou Anti-AKAP4 (klon 7E10) na spermiich fixovanych
aceton-metanolem je zaznamenana na obrazku 8. Pozitivni signal Ize vidét v hlavni ¢asti bi¢iku
(obr. 8B) u spermii s neporusenym akrozomem vizualizovanym pomoci PNA lektinu (obr. 8C).
V negativni kontrole nebyl zaznamenan zadny zeleny fluorescen¢ni signal (obr. 8K).

Obrazek 8. Detekce proteinu AKAP4 na spermiich hiebce ¢. 2: A — jadra znacena DAPI
(modre), B — pozitivni reakce s protilatkou Anti-AKAP (klon 7E10) (zelenée), C — akrozomy
znacené PNA (Cervené), D — prolnuté snimky (DAPI, Anti-AKAP4, PNA), K — negativnii
kontrola. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

Obrazek 9A ukazuje detekci proteinu AKAP4 v extraktu spermii 0d jednotlivych hiebcti
Z nékolika odbérii. U vSech hiebetll byl detekovan proteinovy prouzek o ptiblizné molekulové
hmotnosti (mol. hm.) 75 kDa. U vSech vzorki byla zvolena stejna nanaska proteinti. U hiebce
1z 2. odbéru (1), byla detekce velmi slaba. Na obrazku 9B je ukdzana negativni kontrola,
kde nebyl zanamenan zadny nespecificky signal.
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Obrazek 9. Detekce proteinu AKAP4 v extraktu spermii: A — nitroceluléozova membrdna s glykoproteiny
detekovanymi pomoci protilatky Anti-AKAP (klon 7E10), B — negativni kontrola; 11, 1, 21, 31, 22, 32, 23, 33, 24
oznacuje c¢isla vzorkii ID jednotlivych hiebcii. Vzorky 11, 15, 21 byly odebrany z pocatku reprodukcni sezony, vzorky
31, 22, 32, 23, 33, 24 byly odebrany v postreprodukcnim obdobi.
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Na obrazku 10 Ize vidét statistické vyhodnoceni vysledkti denzitometrické analyzy
intenzity signalu u detekovaného AKAP4 proteinu o 75 kDa. Hodnoty ukazuji srovnani
intenzity signalu u hiebce 2 a hiebce 3. U hiebce 2 byl detekovan silnéjsi primérny signal
AKAP4 nez u hiebee 3 (obr. 10A). Naméfené hodnoty byly vzdy vztazeny k hiebci 1, ktery
nebyl do vysledkt zahrnut z divodu odbéri pouze v piedsezonnim obdobi, ale poslouzil nam
jako standard pro normalizaci jednotlivych méfeni. Hodnoceni imunodetekce proteinu AKAP4
bylo opakovano tiikat. Rozdil v mnozstvi detekovaného AKAP4 mezi hiebci 2 a 3 nebyl
vyhodnocen jako statisticky vyznamny (p>0,05).

Na obrazku 10B je zndzornéna intenzita signalu u hiebce 2 a hiebce 3 z jednotlivych
odbéra v postreprodukénim obdobi. Pokles detekovaného mnozstvi AKAP4 v poslednich dvou
odbérech u hiebce 3 byl vyrazny, a to vice jak 0 polovinu. Nicméné ani rozdil mezi hiebci
ani odbéry nebyl vyhodnocen jako statisticky vyznamny (p>0.05).
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Obrazek 10. A — intenzita signalu AKAP4 proteinu, p>0,05. B — intenzita signalu AKAP4
proteinu z jednotlivych odberi, p>0,05. Odchylky mezi jednotlivymi mérenimi jsou zndzornény
jako stredni chyba primeéru (SEM).

Na obrazku 11A je zndzornéna detekce proteinu AKAP4 v extraktu spermii smésnych
vzorkll. Smésné vzorky byly vytvotfeny pro smazani individuality jednotlivych odbéra a ziskani
ucelené informace o mnozstvi proteinu AKAP4 ve spermiich jednotlivych hiebct.
Na nitrocelul6zové membrané u obou hiebct byl detekovan proteinovy prouzek o mol. hm.
75 kDa jako tomu bylo u jednotlivych odbéri. Navic byly detekovany proteiny o 65 a 110 kDa
a objevil se signal také kolem 20 a 25 kDa. Intenzivnéjsi prouzek byl v obou opakovanich
zaznamenan u hiebce 3. Soucasti obrazku 11 je kontrolni negativni detekce bez primarni
protilatky (11B).

Na obrazku 11C je statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy detekce proteinu
AKAP4 vramci smésnych vzorkli proteinovych extrakti spermii od hiebce 2 a 3.
Denzitometricka analyza potvrdila intenzivnéjSiho signal u hiebce 3 nez u hiebce 2 a rozdil
v mnozstvi detekovaného proteinu AKAP4 mezi hiebci nebyl vyhodnocen jako statisticky
vyznamny (p>0,05).
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Obrazek 11. Detekce proteinu AKAP4 v extraktu spermii smésnych vzorkiit ID hiebce 2 a hiebce 3: A —
nitrocelulozovd membrana s glykoproteiny detekovanymi pomoci protilatky Anti-AKAP (klon 7E10), B — negativni
kontrola bez primdarni protilatky, C — intenzita signalu protilatky pro AKAP4 u smésnych vzorkii ze vSech odbéri,
p>0,05. Odchylky mezi jednotlivymi mérenimi jsou zndzornény jako stredni chyba priiméru (SEM).

5.2 Detekce a lokalizace fosforylovanych proteinii zna¢enych protilaitkou 4G10
Na hieb¢ich spermiich, které byly fixovany pomoci aceton-metanolu, byl nalezen bodovy
signal v post-akrozomalni oblasti hlavicky (obr. 12B) odpovidajici proteinim fosforylovanym
na tyrosinu (pTyr). Tento signal byl zaznamenan na spermiich s neposkozenym akrozomem
vizualizovanym pomoci PNA lektinu (obr. 12). Detekovany vzor signalu byl shodny u obou
hiebct. V negativni kontrole nebyl zaznamenan Zadny zeleny fluorescencni signal (obr. 12K).

Obrazek 12. Detekce fosfotyrosinu na spermiich hiebce ¢. 3: A — jadro znaceno DAPI (modre), B — pozitivni
reakce s protildatkou proti fosfotyrosinu (4G10) (zelené), C — akrozom znaceny PNA (Cervené), D — prolnuté snimky
(DAPI, 4G10, PNA), K — negativni kontrola. Zvétseni 400x, méritko 10 um.

K detekci fosfotyrosinu v extraktu spermii byla pouzita mysi monoklonalni protilatka
4G10. Na obrazku 13A je zobrazena nitrocelulozovda membrana s detekovanymi
fosforylovanymi proteiny o mol. hm. 37 kDa a 34 kDa, které se plosn¢ vyskytovaly
v extraktech spermii o rizné intenzité¢ u vSech hiebct. Tyto 2 fosforylované proteiny byly
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viditelné pii vSech opakovanich detekce, které bylo provedeno celkem 3X. Soucasti obrazku
je kontrolni negativni detekce bez primarni protilatky (obr. 13B).
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Obrazek 13. Detekce fosfotyrosinu v extraktu spermii: A — nitrocelulézova membrdna s proteiny
detekovanymi pomoci protilatky proti fosfotyrosinu (4G10), B — negativni kontrola bez primarni protilatky,
14, 1o, 21, 31, 22, 32, 23, 33, 24 0znacuje cisla vzorkii ID jednotlivych hrebcii.

Na obrazku 14 je statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy intenzity signalu
fosfotyrosinu na proteinu 0 mol. hm. 37 kDa vztazeném k hiebci 1 ve tfech opakovanich
Obrazek 14A znazoriiuje porovnani signalu mezi jednotlivymi hiebci. Pokles v mnoZstvi
fosfotyrosinu u hiebce 3 byl vyrazny a a zakladé¢ analyzy byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
mezi jednotlivymi hiebct, p = 0,0040. Obrazek 14B znazoruje intenzitu signalu fosfotyrosinu
0 mol. hm. 37 kDa z jednotlivych odbéri z postreprodukéniho obdobi. Nejvyssi mira signalu
je zaznamenana u hiebce Cislo 2. Zde je vidét, Ze intenzita signalu se rapidné snizovala
S odstupem Casu. Mezi jednotlivymi odbéry neexistuje statisticky vyznamny rozdil.
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Obrazek 14. A — denzitometrickd analyza intenzity signdlu 37 kDa fosfoproteinu, p<0,01.
B — denzitometrickda analyza intenzity signdlu 37 kDa fosfoproteinu z jednotlivych odbéri, p>0,05.
Odchylky mezi jednotlivymi mérenimi jsou znazornény jako stiedni chyba primeéru (SEM).
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Na obrazku 15 je statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy intenzity signalu
proteinu 0 mol. hm. 30 kDa fosforylovaném na tyrosinu. U obrazku 15A je vidtelny rozdil
Vv intenzité signalu detekovaného fosfoproteinuo mol. hm. 30 kDa u hiebce ¢islo 3 v porovnani
s intenzitou signalu fosfotyrosinu 37 kDa, ktery byl u stejného hiebce vyrazné nizky. Nicméné
tento rozdil neni statisticky vyznamny (p>0,05). Na obrazku 15C je zaznamenano porovnani
intenzity signalu na pocatku reprodukcni sezony a v postreprodukénim obdobi. Je viditelny
rozdil v intenzité signdlu na pocatku reprodukéni sezény, kdy dochazelo k ,,nastartovani®
oganismu na nadchézejici intenzivni reprodukcéni sezoénu a v postreprodkuc¢nim obdobi,
kdy jesté pretrvavala zvySena intenzita signalu fosfotyrosinu 30 kDa, ktera nicméné kolisala
V ramci odbéra.
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Obrazek 15. A — intenzita signalu 30 kDa proteinu, p>0,05. B — intenzita signalu 30 kDa proteinu z jednotlivych
odberi, p> 0,05. C — komparace intenzity signalu hiebce cislo 2 na zacatku reprodukcni sezony a v postreprodukcnim
obdobi, p>0,05. Odchylky mezi jednotlivymi merenimi jsou znazornény jako stredni chyba priméru (SEM) (stredni
chyba primeéru).

5.3 Lokalizace sialové kyseliny v glykanech spermii

Vizualizace vazby sialové kyseliny v glykoproteinech spermii byla provedena pouze
u inseminacnich davek (ID) od hiebce 2 a hiebce 3 z postreprodukéni sezony z divodu
opakovanych odbéri u téchto hiebei.

Ke znaeni jader spermii bylo pouZito fluorescen¢ni barvivo DAPI (modré znaceni),
vizualizace vazby biotinylovanych lektint WGA, MAL Il a SNA byla provedena pomoci
streptavidinu konjugavaného s fluorochromem FITC (zelené znacéeni), akrozomy byly znaceny
PNA lektinem konjugovanym srhodaminem (Cervené znaceni). Jednotlivé detekce
jsou obohaceny o prolnuté snimky (DAPI, lektin, PNA) a negaitvni kontroly (K). Standardné
bylo u vsech detekci pouzito zvétseni 400x.
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5.3.1 Detekce sialovych kyselin v hieb¢ich spermiich

5.3.1.1 Lokalizace sialové kyseliny pomoci WGA lektinu
Vzory detekované pro vazbu s WGA lektinem rozpoznavajicim N-acetylglukosaminové

a sialované sacharidové struktury v glykanech po fixaci spermii acetonem jsou znazornény
na obrazku 16. Detekce signalu byla zaznamenana po celé hlavicce spolu se znacenim ve stiedni
Casti bi¢iku (obr. 16B), ale byl také detekovan signal pouze Vv hlavicce samotné (obr. 16F).
Detekovany vzor signalu byl shodny u obou hiebct. Na snimku jsou zobrazeny spermie
s neporusenym akrozomem detekovanym pomoci PNA lektinu (obr. 16C, G). V negativni
kontrole nebyl zaznamenan Zadny zeleny fluorescen¢ni signal (obr. 16K).

Obrazek 16. Detekce sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu na spermiich hiebce & 3: A, E — jddra znacenad
DAPI (modre), B, F — pozitivni reakce s WGA lektinem (zelené), C, G — akrozomy znacené PNA (¢ervené), D, H
— prolnuté snimky (DAPI, WGA, PNA), K — negativni kontrola. Zvétseni 400x, mévitko 10 um.

Obrazek 17 zndzoriuje detekci sialoveé kyseliny a N-acetylglukosaminu pomoci WGA
lektinu. Detekovany byly proteinové prouzky o mol. hm. 75 kDa a 40 kDa o rGzné kolisavé
intenzité signalu. Dale byly identifikovany proteinové prouzky odpovidajici ptiblizné hodnoté
250 kDa a 17 kDa. Soucasti je obrazek 17B kontrolni negativni detekce.
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Obrazek 17. Detekce sialovych kyselin a N-acetylglukosaminu v extraktu spermii: A — nitrocelulozova membrana
S glykoproteiny detekovanymi pomoci lektinu WGA, B — negativni kontrola bez biotinem znaceného lektinu; 11, 21, 31,
22, 32, 23, 33, 24 oznacuje cisla vzorkii ID jednotlivych hiebcit.

Na obrazku 18 je statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy intenzity detekce
signalu sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu pomoci WGA lektinu. Na obrazku 18A neni
signifikantni rozdil (p>0,05) v intenzite signalu celkové detekce téchto sacharidovych struktur.
Obrazek 18B znazornuje intenzitu signalu glykoproteinového prouzku o mol. hm.75 kDa,
zde je znatelny rozdil v mite signalu, kdy byl vyrazny pokles zaznamenan u hiebce 3, ale neni
zde statisticky vyznamny rozdil (p>0,05). Na obrazku 18C je vidét porovnani intenzity signalu
detekovaného glykoproteinu 0 mol. hm. 40 kDa. Zde byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi hiebcem 2 a hiebcem 3, p = 0,0400.
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Obrazek 18. A — intenzita celkového signalu detekovaného WGA lektinem, p> 0,05. B — intenzita signalu 75 kDa
glykosylovaného proteinu, p>0,05. C — intenzita signalu 40 kDa glykoproteinu, p<0,05. Odchylky mezi jednotlivymi merenimi
jsou zndzornény jako stredni chyba pruméru (SEM) (stFedni chyba primeéru).
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5.3.1.2 Lokalizace sialové kyseliny pomoci MAL II lektinu

Vzory detekované pro vazbu s MAL Il lektinem pifi fixaci spermii acetonem
jsou znazornény na obrazku 19 a obrazku 20. Celkem byly detekovany tii vzory (obr. 20).
Vzor typicky pro hiebce 3 byl zaznamenan na biciku, predevsim v jeho stfedni ¢asti, spolu
s obrysem hlavicky spermie (Cz). Zatimco u hiebce 2 byly detekovany dva vzory, stfedni ¢ast
bic¢iku spolu s detekci na hlavicce (A2) a signal pouze v oblasti hlavicky (B2). V negativni
kontrole nebyl zaznamenan zadny zeleny fluorescencni signal (obr. 19K).

A B C
10um ¢

Obrazek 19. Detekce a-2,3 vazané kyseliny sialové na spermiich hitebce ¢ 3: A —jadro znaceno DAPI (modre),
B — pozitivni reakce s MAL 1l lektinem, C — akrozom znaceny PNA (Cervené), D — prolnuté snimky (DAPI, MAL
I, PNA), K — negativni kontrola. Zvétseni 400x, méritko 10um.

Obrazek 20. Porovndni rozdilného signdlu znaceni MAL II lektinu u hiebce C. 2 a
hitebce ¢ 3: Az — signadl midpiece s hlavickou, B2 — signdl pouze v oblasti hlavicky,
C2 — signal na prevazné casti biciku s obrysem hlavicky spermie.
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WB analyza a-2,3 vazané kyseliny sialové pomoci MAL Il lektinu ukazala u jednotlivych
hiebcl glykosylované proteinové prouzky o mol. hm. 70 kDa, 30 kDa a intenzivnéjsi 18 kDa
(obr. 21). Na obrazku 21B je ukazéana negativni kontrola, kde nebyl zanamenan zadny
nespecificky signal.
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Obrazek 21. Detekce sialovych kyselin v extraktu hieblich spermii: A — nitrocelulozova membrana
s glykoproteiny detekovanymi pomoci lektinu MAL 11, B — negativni kontrola bez biotinylovaného lektinu;
14, 21, 31, 22, 32, 23, 33, 24 0znacuje Cisla vzorkt ID jednotlivych hiebcd.

Na obrazku 22 je statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy intenzity signalu a-2,3
vazané kyseliny sialové detekované pomoci MAL Il. Obrazek 22 znazornuje intenzitu signalu
celkové miry sialylace proteinli spermii, nejvySs$i signal byl zaznamenidn u hiebce 2.
Obrazek 23A znazornuje intenzitu signalu u detekovaného proteinu o mol. hm. 70 kDa, v tomto
ptipad¢é dosahoval signal vyssich hodnot u hiebce 3. Naopak u hodnoceni intenzity signalu
u sialoproteinti o mol. hm. 30 kDa a 18 kDa (obr. 23B, C) byla mira sialylace vyssi u hiebce 2.
Zadna z nasledujicich denzitometrickych analyz nezaznamenala statisticky vyznamny rozdil
mezi intenzitou signalu MAL Il ve spermiich obou hiebcti.

MAL

Relativni opticka denzita

R
&

Obrazek 22. — Intenzita signdlu celkové miry
sialylace detekované MAL II lektinem, p>0,05.
Odchylky mezi jednotlivymi mérenimi jsou
znazornény jako stredni chyba priméru (SEM)
(stredni chyba priiméru,).

43



MAL 70 kDa MAL 30 kDa MAL 18 kDa
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Obrazek 23. A — intenzita signdalu proteinu 70 kDa, p>0,05. B — intenzita signdlu proteinu 30 kDa, p>0,05. C — intenzita
signalu proteinu 18 kDa, p>0,05. Odchylky mezi jednotlivymi mérenimi jsou zndazornény jako stredni chyba primeéru (SEM).

Obrazek 24 znazoriiuje nitrocel6zovou membranu s detekovanymi glykoproteiny pomoci
MAL Il lektinu 0 mol. hm. 70 kDa, 30 kDa a 18 kDa ve smésnych vzorcich. Nejintenzivngjsi
signal byl opét detekovan u proteinového prouzku o mol. hm. 18 kDa u obou hiebci. Soucasti
je membrana s kontrolni negativni detekci na obrazku 24B bez biotinem znac¢eného lektinu.
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Obrazek 24. Detekce sialovych kyselin v extraktu spermii smésnych vzorkii ID hiebce ¢. 3 a hitebce ¢. 2:
A — nitrocelulozova membrana s glykoproteiny detekovanymi pomoci lektinu MAL, B — negativni kontrola.
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Na obrazku 25 je statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy intenzity signalu a-2,3
vazané kyseliny sialové pomoci MAL Il lektinu ve smésnych vzorcich o mol. hm. 70 kDa,
30 kDa a 18 kDa. V mife sialylace proteint spermii o 70 a 18kDa nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi hiebci (p>0,05). Naopak u glykoproteinu o 30kDa (obr. 25B) existuje
statisticky vyznamny rozdil v sialylaci mezi hiebcem 2 a hiebcem 3 (p = 0,0286).
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Obrazek 25. Intenzita signdalu MAL II lektinu u smésnych vzorkii. A — intenzita signalu sialoproteinu 70 kDa, p>0,05.
B — intenzita signdlu sialoproteinu 30 kDa, p<0,05. C — intenzita signdlu sialoproteinu 18 kDa, p=>0,05. Odchylky mezi
jednotlivymi mérenimi jsou zndzornény jako stredni chyba priiméru (SEM) (stiedni chyba priméru).

5.3.1.3 Lokalizace sialové kyseliny pomoci SNA lektinu
V piipad¢ detekce vazby SNA lektinu rozpoznavajici sialové kyseliny ve spojeni a-2,6
na hieb¢ich spermiich nebyl zaznamenan pozitivni signal (obr. 26B).

Obrazek 26. Detekce a-2,6 vdazané kyseliny sialové na spermiich hiebce ¢ 3: A — jadra znacend
DAPI (modre), B — negativni reakce s SNA lektinem, C — akrozomy znacené PNA (Cervené), D —
prolnuté snimky (DAPI, SNA, PNA). Zvétseni 400x, méritko 10 um.
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WB analyza o-2,6 vazané kyseliny sialové pomoci SNA lektinu detekovala
Vv proteinovém extraktu spermii u jednotlivych hiebcti proteinovy prouzek o mol. hmotnosti 75
kDa (obr. 27). U jednotlivych hiebci byly dale identifikovany sialované proteinové prouzky
o Sirokém molekuldrnim rozpéti. Nejvice detekovanych proteinovych prouzki odpovidalo
rozmezi 10-18 kDa, 30-35 kDa, 40-49 kDa a 150-250 kDa (obr. 27A). U vzorku spermii hiebce
2 ze 3. odbéru (23) je viditelna celkové silna sialylace proteint, a naopak velmi slaba sialylace
proteind u spermii hiebce 3 z odbéru 2 (32). Na obrazku 27B je ukazana negativni kontrola,
kde nebyl zanamendn zadny nespecificky signal.
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Obrazek 27. Detekce sialovych kyselin v extraktu spermii: A — nitrocelulézova membrana s glykoproteiny
detekovanymi pomoci lektinu SNA, B — negativni kontrola; 11, 21, 31, 22, 32, 23, 33, 24 oznacuje cisla vzorkii ID
jednotlivych hirebcil.

Obrazek 28 znazornuje statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy intenzity signalu
a-2,6 vazané kyseliny sialové detekované pomoci SNA Ilektinu. U obrazku 28A
je znazornéna intenzita signalu u celkové sialylace. Neexistuje statisticky vyznamny rozdil
v sialovanych proteinech spermii mezi hiebcem 2 a hiebcem 3 (p>0,05). Na obrazku 28B
je znazornéna intenzita signalu selektovaného 75kDa proteinu. Vys§i primérny signal byl
detekovan u hiebce 2. Nicméné neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi hiebei (p>0,05).
Na obrazku 28C je znazornéno porovnani intenzity signalu SNA lektinu hiebce 2 na pocatku
reprodukéni sezony a v pritbéhu postreprodukéniho obdobi. U odbéru na pocatku reprodukéni
sezony a druhém odbéru postreprodukéniho obdobi existuje statisticky vyznamny rozdil
Vv sialylaci proteint spermii (p = 0,0499).
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Obrazek 28. A — intenzita signalu celkové nanasky, p>0.05. B — intenzita signalu selektovaného 75 kDa proteinu,
p>0,05. C — komparace intenzity signalu hiebce cislo 2 na pocatku sezony a v postreprodukcnim obdobi, p<0,05.
Odchylky mezi jednotlivymi mérenimi jsou znazornény jako stiedni chyba priuméru (SEM) (stFedni chyba primeéru).

WB analyza a-2,6 vazané kyseliny sialové pomoci SNA lektinu detekovala ve smésnych
vzorcich extraktu spermii ze vSech odbéri u obou hiebcti proteinovy prouzek o mol. hm. 75
kDa (obr. 29A). U hiebce 2 byly navic detekovany proteinové prouzky o mol. hm. odpovidajici
ptiblizné 15 kDa, 17 kDa, 30 kDa, 170 kDa a 260 kDa. Tyto detekované proteiny byly ve velmi
slabé mife detekovéany i u hiebce 3. Na obrazku 29B je ukazana negativni kontrola, kde nebyl
zanamenan zadny nespecificky signal.

Na obrazku 29C je statistické vyhodnoceni denzitometrické analyzy intenzity signalu
a-2,6 vazané kyseliny sialové detekované pomoci SNA lektinu ve smésnych vzorcich. U hiebce
2 byla zaznamenana vysoka intenzita signalu odpovidajici primérné hodnoté 43.9546.
Nicméné neexistuje statisticky vyznamny rozdil v sialylaci proteinti mezi hiebei (p=>0,05).
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Obrazek 29. Detekce sialovych kyselin v extraktu spermii smésnych vzorkit ID hiebce ¢. 3 a hiebce ¢. 2:
A — nitrocelulozova membrana s glykoproteiny detekovanymi pomoci lektinu SNA. B — negativni kontrola.
C — intenzita signdlu a-2,6 vazané kyseliny sialové u smésnych vzorkii detekované SNA lektinem. p>0,05. Odchylky
mezi jednotlivymi mérenimi jsou znazornény jako stredni chyba priméru (SEM) (stFedni chyba priméru).
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5.4 Hodnoceni motility pomoci systému CASA

Pomoci systétmu CASA byly porovnany rozdily mezi jednotlivymi hiebci v ramci
celkové a progresivni motility (obr. 30A). Nejvyssi celkova a progresivni motilita byla
naméiena u hiebce 1, naopak byl naméfen vyznamny pokles hodnoty celkové a progresivni
motility. Rozdil mezi hiebcem 1 a 2 v celkové motilit¢ (TMOT) byly vyhodnocen jako
statisticky vyznamny (p<0,05). Zaroven byl hodnocen vliv sezony na celkovou a progresivni

motilitu (obr. 30B), kde mezi hiebci nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil jak v celkové,
tak progresivni motilite.

Individualni rozdily

Vliv sezony
- — hrebec 1 -

60 = 80 pred sezonou
—_ T 3 hrebec 2 —_
=2 = [ po sezone
- R hrebec 3 — 60—
2 A0 2
£ £
g 2 40+
w 1]
£ - E
- E 20—
g ﬂ g

U T U-

TMOT PMOT TMOT PMOT
A B

Obrazek 30. A — individualni rozdily hiebcu v hodnotdach celkove motility (TMOT)

a progresivni motility (PMOT). B — rozdil v celkové motilite (TMOT) a progresivai motilité
(PMOT) pred sezonou a po sezone.
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6 Diskuze

Proteomické analyzy se staly G€¢innym ndstrojem pro pochopeni slozitych molekularnich
mechanismd, které jsou zakladem plodnosti hiebeti. Charakterizaci proteomu semenné plazmy,
spermii a reprodukénich tkdni mohou byt identifikovany markery souvisejici se stavem
plodnosti a mize se zvysit efektivita a ispéSnost Slechtitelskych programt. Mezi domacimi
zvitaty predstavuji koné druh zvlastniho zajmu, u néhoz v poslednim desetileti exponencialné
vzrostly reprodukcni technologie. Toto vyzkumné usili pfineslo obrovské mnozstvi novych
informaci o funk¢ni biologii spermii hiebci (Pena et al. 2024).

Prace stavi na ptedchozich vyzkumech zaméfenych na identifikaci molekularnich
markerid plodnosti u hiebcti a dalSich hospodaiskych zvitat. Bylo cileno na porovnani markeri
u tii hiebet s ohledem na motilitu spermii. Nicméné zvlastni pozornost byla vénovana hiebciim
2 a 3, kteti byli opakovan¢ odebirani v jednom obdobi. Hiebec 1, u kterého jsme ziskali ejakulat
jen ze dvou odbéru v pocatku reprodukcéniho obdobi, byl sice do analyz zahrnut, ale slouzil
pro nas spiSe jako vzorek pro normalizaci hodnot pro oba dalsi hiebce. Ejakulat
od tohoto hiebce se ndm bohuzel nepodatilo ziskat také v postreprodukénim obdobi, a navic
analyzy proteinti pifedev§im zdruhého odbéru nebyly uspokojivé pravdépodobné
z davodu rozpadu proteini ve vzorcich. Cilem prace bylo vyhodnotit mnozZstvi proteinu
kotviciho proteinkinazu A (AKAP4), detekovat fosforylované a sialované proteiny spermii
a porovnat jejich mnozstvi u jednotlivych hiebcii. Také vyhodnotit motility spermii pomoci
CASA u jednotlivych hiebct v souvislosti s reprodukénim obdobim. Nasledné byly provedeny
statistické analyzy denzitometrickych dat, které zdiraznily vyznamné rozdily v detekci
proteinii a sacharidovych struktur spermii mezi hiebci. Prace také zahrnuje vyhodnoceni
celkové a progresivni motility spermii, pficemz byly zaznamendny rozdily v motilité¢ pied
a po reprodukcni sezoné coz naznacuje potencidlni sezénni vliv na tento funkéni parametr
spermii.

6.1 Fosforylace proteinti a exprese AKAP4 v hieb¢ich spermiich

Fosforylace proteint je postranslaéni modifikace, ktera se podili na regulaci vétSiny
biologickych procesti. Fosforylace proteinii piedstavuje velmi diileZity aspekt kapacitace.
Fosforylace/defosforylace je fizena aktivitou proteinkindz a fosfataz a aktivity téchto kindz
a fosfatdz poskytuji bunce ,,spinac*, ktery mize zapnout a vypnout funkci riznych proteini
(Naz & Rajesh 2004). Prvni historicka zminka o pTyr byla popsana u mysi spermie, kdy byly
pomoci protilatky proti fosfotyrosinu identifikovany tfi proteiny 0 molekulové hmotnosti 52,
75 a 95 kDa. Imunofluorescence lokalizovala detekci v akrozomalni oblasti hlavicky spermie
(Leyton & Saling 1989). V ramci naseho vyzkumu byly u vSech vzorkd vyhodnoceny
fosforylované proteiny o molekulové hmotnosti 37 kDa a 34 kDa. Na aceton-metanolem
fixovanych hiebéich spermiich s permebilizovanou plazmatickou membranou byl nalezen
bodovy signél v post-akrozomalni oblasti hlavicky. Nicméné ve studii Bubenickova et al.
(2020) byl popsan odlisny vzor pTyr u hiebct, a to v ramci celé hlavicky. Tento odlisny vzor
fosforylace miizeme vysvétlovat jinym zplisobem fixace spermii, a to fixaci formaldehydem
s naslednou permeabilizaci membrany pomoci 0,1 % Tritonu. Pommer et al. (2003) detekoval
tf1 imunofluorescencni vzorce tyrosinové fosforylace hiebCich spermii, ekvatorialni segment,
bi¢ik a kombinace ekvatoridlniho segmentu s bi¢ikem. Tyto vzory byly nalezeny na spermiich,
které byly inkubovany v médiu a podminkach navozujicich pfipadnou kapacitaci. Rozdily
Vv lokalizaci fosforylovanych proteind tyrosinovych zbytkli ve spermii mohou souviset
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s raznymi funkcemi. Kupiikladu pTyr lokalizovana v bi¢iku pozitivné koreluje s motilitou
a hyperaktivaci (Pommer et al. 2003). V ramci studie Dyrda et al. 2021 byl porovnavan vliv
obdobi na miru fosforylace proteinti izolovanych z epididymu béhem redprodukéni sezony
a mimo ni. Vétsi mnozstvi fosforylovanych proteind bylo pozorovéano v reprodukénim obdobi.
Zvysenad tyrosinova fosforylace souvisi s kapacitaci spermii (Naresh & Atreja 2015).
Zda se, ze béhem kapacitace dochazi u spermii k vyraznému zvySeni pTyr proteinli, coz bylo
potvrzeno napfiiklad u kanct Vv hlavi¢ce spermii (Tardif et al. 2001). Flesch et al. (2001)
prokézal piritomnost dvou pTyr proteini na povrchu hlavicky (35 kDa a 46 kDa) u kancich
kapacitovanych spermatickych bunék vykazujici afinitu k ZP. Vzhledem k tomu, ze tyto dva
proteiny byly fosforylovany v kapacitovanych spermiich, ale ne v Cerstvé ejakulovanych
spermii, predpoklada se, ze pTyr vede Kk aktivaci téchto dvou proteini vazajici ZP
(Flesch et al., 2001). U lidskych spermii byly detekovano tfi pTyr proteiny o mol. hm. 95, 51
a 14-18 kDa podilejici se na vazbé ZP (Naz 1996). Dalsim proteinem, ktery je fosforylovan
na tyrosinu je 55kDa protein (CABYR), ktery se udava do spojitosti s motilitou u skotu
(Vijayaraghavan et al. 1997). V ramci nasi studie jsme detekovali 2 fosforylované proteiny
0 37 a 34 kDa, které byly nalezeny pfi vSech opakovénich experimentd. Byla porovnévana mira
téchto dvou fosforylovanych proteinii na zacatku reprodukéni sezony a v postreprodukénim
obdobi u jednoho hiebce, jehoz ejakulat byl odebran v obou obdobich. Mira fosforylace 34 kDa
proteinu byla na zacatku reprodukéni sezony niz$i v porovnani s hodnotami naméfenymi
v postreprodukénim obdobi, které byly vyrazné vyssi, nicméné s pribyvajicim casovym
odstupem dochazelo k jejich postupnému poklesu. Je mozné, ze nami detekovany 37 kDa
protein nemusi korelovat s motilitou, coz je patrné z jeho vyrazné niz$i hladiny u hiebce 3,
i pfestoze u tohoto jedince byla pozorovana vys$si motilita. Studie desantis et al. (2010)
predpoklada, ze urcita mira fosforylace je konstatntni po cely rok, béhem reprodukéni sezony
pak miiZze postupné dochazet k ristu fosforylovanych proteinli a v postreprodukénim obdobi
se bude hladina fosforylovanych proteind postupné snizovat az na konstantni hladinu.
Pfitomnost sezonnich rozdild by mohla souviset s hladinou cirkulujicih hormond, jejichz
plusobeni probiha pies bunétné signalizace a jejichZz sekrece je stimulovdna prodluzujici
se délkou dne (Desantis et al. 2010). Na zaklad¢ zaveért ve studii vedené Dyrda et al. (2021)
muzeme predpokladdat, ze béhem reprodukéni sezony, kdy jsou hiebci v pravidelnych
intervalech odebirani, bude mira fosforylace dosahovat nejvyssich hodnot. Tento predpoklad
by mohl byt podpofen studii Augusto et al. (1997), ktera zjistila sezénni variabilitu
Vv progresivni motilit€. Dle vysledkii byla zaznamendna nejvys$i mira progresivni motility
Vv Iét€, coz souvisi S obdobim zvySené aktivity odebiranych hiebcl. Naopak nejniz8i mira
progresivni motility byla zaznamenéna na jafe, coz mize byt spojeno s obdobim regenerace.
Nicméné pro ovéteni této hypotézy by bylo pomérné narocné Casove i organizacné zajistit
dostate¢né mnoZstvi inseminacnich davek v ramci celé reprodukéni sezény pro zajisténi
prukaznosti. Z tohoto diivodu jsme byli nuceni analyzovat insemina¢ni davky pouze z n€kolika
odbért pted a po reprodukéni sezong.
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Mezi dva vyznamné pTyr proteiny u lidi patii AKAP3 a AKAP4, které hraji roli
ve funkcich spermii, jako je kapacitace, akrozomova reakce a motilita (Naz & Rajesh 2004).
Naproti tomu v mysSich spermiich je AKAP4 fosforylovan na Ser/Thr zbytcich, nikoli
na tyrosinovych zbytcich. I u stejného proteinu tedy existuje druhové specifické rozdily
ve vzorci fosforylace (Naz & Rajesh 2004). Tyto proteiny a zejména AKAP4 je povazovan
za soudoby marker plodnosti samcu (Griffin et al. 2020). P#i knockout genu pro AKAP4 samci
produkuji normalni poc¢et smermii, ale spermie nevykazuji progresivni motilitu a ve vysledku
jsou samci neplodni (Fang et al. 2019). U lidi byla zjisténa souvislost defektniho AKAP4
S astenozoospermii (tj. sniZzeny pocet pohyblivych spermii) a mize vysvétlovat piipady
neplodnych jedinct s ¢etnymi morfologickymi abnormalitami bi¢iku spermie (Baccetti et al.
2005). Draha zavisla na cAMP muze také regulovat tyrosinovou fosforylaci proteind stimulaci
aktivity PKA (Luconi et al. 2005), a proto jsou proteiny AKAP velmi dulezité pii regulaci
motility spermii, protoze ukotvuji enzymy, jako jsou proteinkinazy a fosfatdzy s prislusnymi
substraty, aby koordinovaly fosforyla¢ni a defosforyla¢ni déje (Luconi et al. 2011). Coz tedy
naznacuje, ze AKAP jsou kli¢ovymi aktéry v regulaci vyvoje biciku a pohyblivosti spermii.
Naptiklad u lidi jsou AKAP3 a AKAP4 proteiny, které¢ ukotvuji cAMP-dependentni PKA
(Eddy et al. 2003). Ve studii zaméiené na detekci proteinu kotviciho proteinkinazu A (AKAP4)
u hiebc¢ich spermii, byl pomoci protilatky Anti-AKAP4 (klon 7E10) detekovan proteinovy
pouzek o molekulové hmotnosti 80 kDa. Pozitivni detekce byla zaznamenana ve vzorku
izolovanych spermii, nikoli v semenné plazmé (Blommaert et al. 2019). Pouzitim shodné
protilatky jako ve studii Blommaert et al. 2019 jsme detekovali protein o mol. hm. 75 kDa.
Rozdiln¢ detekované molekulové hmotnosti proteinu AKAP4 mohou byt teroeticky vysvétleny
spravnosti samotného odhadu ¢i zde miiZze hrat roli lyzace pfi ptipravé vzorki nebo pouziti
rozdilnych podminek pfi separaci. Pti vizualizaci vazby s protilatkou Anti-AKAP4 (klon 7E10)
na spermiich fixovanych aceton-metanolem byl zaznamenan pozitivni signal v hlavni ¢asti
bi¢iku. Lokalizace proteinu AKAP4 je u hiebci (Blommaert et al. 2019), byku
(Moss et al. 1999), mysi (Miki et al. 2002) a dalsich savct vysoce shodna (vice nez 70 %)
(Delehedde et al. 2018). Nase vysledky v detekci mnozstvi AKPA4 proteinu ve spermiich
nicmén¢ ukazaly nejednoznaéné rodily mezi hiebei. U jednotlivych odbéra se ukdzala o néco
niz$i hladina AKAP4 ve spermiich hiebce 3, nicméné u vzrokl, kde byl smazan vliv
jendotlivych odbérti (smésné vzorky) byl trend naprosto opac¢ny. Nicméné rozdil na zakladé
denzitomertickych dat byl v obou pfipadech vyhodnocen jako statisticky nesignifikantni.
Je proto dilezité vyuzit vzorkil spermii z vice odbéri, a to predevsim z reprodukéniho obdobi,
abychom mohli s jistotou tvrdit, ze existuje korelace mezi mnozstvim AKAP4 a motilitou
spermii (Dordas-Perpinya et al. 2022).
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6.2 Detekce sialovanych proteinti

Povrch savéich spermii je pokryt hustym povlakem molekul bohatych na sacharidy,
které tvoti glykokalyx. Stejné jako u jinych savcich bunék se sialové kyseliny vyskytuji jako
vné&jsi monosacharid, ktery zakoncéuje vétsinu glykanii na povrchu spermatické bunky. Sialyace
na povrchu bunék miize byt rozpoznana riznymi proteiny vazajici kyselinu sialovou. Lektiny
vazajici kyselinu sialovou (SIGLEC) jsou nejvétsi rodinou proteinil vazajici kyselinu sialovou.
Navic exprese SIGLEC souvisi sreproduk¢éni schopnosti savea (Yi et al. 2023).
Jako transmembranovy receptor se SIGLEC bézne vyskytuji na membrané bunék souvisejici
S imunitou, jako jsou leukocyty a makrofagy (Varki & Gagneux 2012). Mozné role téchto
proteinti zahrnuji vazebné interakce se sialovymi kyselinami pfitomnymi v sam¢im i samic¢im
reprodukénim traktu a na gametach. Byly identifikovany SIGLEC 1, 2, 5, 6, 10 a 14, které
vykazovaly druhové a regionaln¢ specifickou expresi na spermiich. Témér univerzalni exprese
byla patrnd v oblasti krcku a stfedni Casti spermie, zatimco variabilni druhova exprese byla
zjisténa v oblasti hlavicky a bi¢iku spermie (Alkhodair et al. 2018). Dale bylo zjisténo,
ze kyselina sialovd, znama také jako kyselina N-acetylneuraminova (NeuSAc), miize byt
obsazena v glykanech spermii v riznych vazbach (a-2,3, a-2,6 a a-2,8). K vizualizaci vazby
sialovych kyselin v glykanech spermii byly v ramci nasi studie pouzity biotinylované lektiny
WGA, MAL II a SNA, které rozpoznavaji sialové kyseliny vazané v riznych pozicich (Bojar
et al. 2022). Vyzkumy naznacuji, ze sialové kyseliny hraji zasadni roli ve funkci spermii
a regulaci pohyblivosti (Du Toit et al. 2009). V piipadé porovnani celkové sialylace
detekované SNA lektinem, se intenzita signalu u SNA a MAL II vyznamné nelisila. V ramci
detekovanych jednotlivych sialoproteinti vykazoval vysSich hodnot miry sialylace protein
0 velikosti 75 kDa u hiebce 2 v porovnani s glykoproteiny detekovanymi MAL II lektinem,
kde byla zaznamenana niz§i mira nesignifikantniho signalu u sialovanych proteint 70 kDa a 18
kDa. Nejvyssich hodnot miry sialylace dosahoval protein o mol. hm. 30 kDa u hiebce 2, jehoz
rozdil oproti hiebci 3 byl vyhodnocen jako statisticky vyznamny (p = 0,0286). Nicmén¢ pokud
se podivdme na vyhodnoceni motility spermii pravé u hiebce 2, tak zde bylo zjisténo nizsi
procento celkové i progresivné pohyblivych spermii. WGA lektin reagoval s glykoproteiny
0 mol. hm. 75 kDa, a navic s glykoproteiny o mol. hm. 40 kDa. Dale byly identifikovany dalsi
proteinové prouzky s odliSnymi moleklovymi hmotnostmi v ramci WGA a SNA lektinu. SNA
lektin reagoval s glykoproteiny v §ir§im rozmezi molekulovych hmotnosti, véetné nékolika
rozmezi, které nebyly detekovany WGA lektinem. TakZze SNA lektin detekoval vice riznych
glykoproteint podle tohoto srovnani.

Celkem byly detekovany tii vzory pro vazbu s MAL Il lektinem, stfedni ¢ast bi¢iku spolu
s obrysem hlavicky spermie, déale signal ve stfedni ¢asti biciku spolu s detekci na hlavicce
a signal detekovany pouze na hlavicce spermie. Nékteré povrchové domény spermii vykazuji
afinitu k vice neZ jednomu lektinu, coz svéd¢i o rozmanitosti jejich vystavenych sacharidovych
zbytkli (Retamal et al. 2000). To potvrzuje nase zjisténi, kdy byla detekovana pozitivni vazba
proteinového pouzku o stejné molekulové hmotnosti tj. 75 kDa jak u WGA, tak u SNA lektinu.
Nicméné je dulezité zdiraznit, ze nemame piimy dikaz, zda se jedna o povrchovy sialoprotein.
Pro potvrzeni by bylo nutné cilené izolovat proteiny z povrchu spermii a provést dalsi analyzy.
Vzory detekované pro vazbu s WGA lektinem v glykanech byly dva. Detekce byla
zaznamenana po celé hlavicce spolu se znacenim ve stfedni ¢asti biciku, ale byl také detekovan
signal pouze v hlavicce samotné. Shodny vzor pro vazbu s WGA byl zjiStén také v praci
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Desantis et al. (2010) zamétené na hi‘ebee, kde byla zaznamenana pozitivni detekce na hlavicee,
presnéji v akrozomalni Cepicce. Sezéonnimi vlivy na kvalitu spermatu se zabyval Accogli et al.
(2016) u bizont, kteti maji sezonni reprodukéni aktivitu. Byly zkoumany zmény ve struktuie
povrchové glykosylace spermii v obdobi pafeni ve srovnani se spermiemi v obdobi mimo
pareni. V ramci reprodukéniho obdobi a mimo reproduk¢ni obdobi byla zaznamendna vazba
S pouzitymi lektiny, i kdyz s riznou intenzitou singéalu. Signal u WGA lektinu byl vyznamné
vyssi v ptipadé¢ reprodukcniho pareni. Naproti tomu signal u SNA lektinu byl vyznamné vyssi
mimo reprodukéni obdobi a MAL II lektin nevykazoval vyznamné rozdily v intenzité signalu
mezi obéma obdobimi. Intenzita signdlu SNA u ndmi analyzovaného hiebce 2 vykazovala vyssi
intenzitu mimo reprodukéni obdobi. U odbéru na pocatku reprodukeni sezony a druhém odbéru
postreprodukéniho obdobi byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v sialylaci proteint
spermii (p = 0,0499). Nicméngé je dulezité si uvédomit, ze hodnota p = 0,0499 je velmi blizko
hranice statistické vyznamnosti (p<0,05). Pokud by hodnota p byla nizsi, mohli bychom s vétsi
jistotou tvrdit, ze rozdil v sialylaci je skute¢ny a neni jen nahodny. Avsak s hodnotou
p blizkou hranici, neni tento zavér tak jednoznacny. Na zdkladé této informace tedy neni mozné
jednoznacné tvrdit, zda sialylaci 1ze povazovat za spolehlivy marker fertility. Intenzita signalu
MAL II u hiebce 2 nevykazovala vyznamné rozdily v intenzité signalu mezi obéma obdobimi,
jako v pfipadé vysledku zjisténych ve studii Accoogli et al. (2016). Z duvodu neposkytnuti
insemina¢nich davek v ramci reprodukcni sezony nemiuZzeme s jistotou konstatovat, zda
by intenzita signalu WGA u hiebce 2 byla také vyssi jako v piipadé vyse zminéné studie
zamétené na bizony.

Zaveérem muzeme potvrdit, Ze na zakladé stanovené hypotézy byl zaznamenan rozdilny
trend v intenzité signalu odpovidajici mnozstvi AKAP4 proteinu ptitomného ve spermiich
u jednotlivych hiebct. Mezi obéma hiebei byl také nalezen trend v mnozstvi fosforylovanych
proteinli. Byla provedena detekce sialovanych proteini a porovndno jejich mnoZstvi
u jednotlivych hiebcti. Statistické vyhodnoceni ukézalo vyznamné rozdily v sialylaci proteind,
coz naznacuje vyznam téchto sledovanych molekul jako potenciondlnich markera fertility.
Ze zjisténych dat vyplyva, ze existuji rozdily v motilité a sialylaci mezi jednotlivymi hiebci,
pticemz nékteré rozdily jsou statisticky vyznamné a jiné nikoliv. Je dilezité vzit v uvahu pocet
vzorkill a samotné opakovani. Ikdyzneni pocet vzorkli u vSech hiebct stejny, u kazdého hiebce
bylo provedeno opakovani celkem tfikrat. Tato opakovani pomahaji zvysit spolehlivost
vysledkt. Také mizeme potvrdit, Ze dochéazi k rozdilné distribuci glykokonjugat v hiebc¢ich
spermii, kde byl nalezen rozdil v lokalizaci glykoproteini ve vazbé s MAL Il u hiebce 2.

NaSe dosavadni vysledky oteviraji moZznosti pro zkoumani dal§ich markert, které
by mohly déle rozsitit pochopeni plodnosti hiebcti. Je nezbytné otestovat potencialni markery,
zejména beéhem reprodukéniho obdobi, aby byla zjiSténa jejich spolehlivost.
Je nutné konstatovat, ze soucasny vybér protilatek pro detekci konskych proteind je omezeny,
coz miize branit komplexni analyze fertilizacnich proteinovych markert spermii hiebci.
Nicméng¢ lektinova detekce sacharidovych struktur nap#i¢ druhy neni limitovana, a proto jejich
vyuziti by mohlo usnadnit charakterizaci novych markerd, a nakonec by mohlo pfispét
k efektivnimu posuzovani plodnosti hiebcu.
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7 Zavér

Tato diplomova price se zabyvala studiem a porovnianim vybranych proteinovych
markert u dvou stézejnich hiebctl. Z celkového poctu analyzovanych hiebet bylo predevsim
cileno na hiebce 2 a hiebce 3 z diivodu jejich opakovanych odbérii v jednom obdobi.
Cilem prace bylo vyhodnoceni mnozstvi fosforylovanych proteinti a proteinu kotvici
proteinkinazu A (AKAP4), ktery se povazuje za soudoby marker fertility. Navic byla provedena
spermii U jednotlivych detekce a lokalizace sialovych kyselin v glykoproteinech spermii jako
klicovych molekul glykokalyxu nezbytnych pro spravnou funkci spermatickych bunék.

Protein AKAP4 kotvici proteinkinazu A, ktery je klicova v regulaci motility spermii
byl detekovan v hlavni €asti bi¢iku spermii u analyzovanych hiebct. Pfi detekci proteinu
AKAP4 v extraktu spermii byl identifikovan proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti
75 kDa. V ramci denzitometrické analyzy byla vyssi celkova intenzita signalu zaznamenana
u hiebce 2 v porovnani s hiebcem 3. Nicméné u smésnych vzorkd byl tento trend naprosto
opacny. Hodnoceni rozdilu v rdmci denzitometrické analyzy nebylo shledano v obou ptipadech
statisticky vyznamné.

Lokalizace fosforylovanych proteinli na tyrosinu, jejich detekce slouzi jako marker
pro hodnoceni matura¢niho stavu spermii u riznych druhii, ukazala shodny bodovy signal
V post-akrozomalni oblasti hlavicky u vSech analyzovanych hiebct. V extraktu hiebct u
jednotlivych hiebcil byly detekovany ve vSech opakovanich dva shodné proteinové prouzky o
molekulové hmotnosti 37 a 34 kDa. Denzitometricka analyza intenzity signalu odhalila,
ze s prodluzujici se dobou od prvniho odbéru v postreprodukéni sezoné se mira fosforylace
u proteinu 0 37 kDa signifikantné snizuje. Naopak u fosfoproteinu o 34 kDa byla zaznamenana
kolisavé priimérna intenzita signalu. Porovnani miry signalu fosfotyrosinu Vv lyzatu hiebc¢ich
spermii ukazalo, Ze nejniZSich hodnot bylo naméteno u odbéru na pocatku reprodukéni sezony
V porovnani s postreprodukénim obdobi, kdy signél dosahoval 2x az 3x vys§i miru intenzity
signalu.

Vizualizace vazby sialové kyseliny v glykoproteinech spermii byla provedena pomoci
biotinylovanych lektint WGA, MAL Il a SNA. Vzory detekované pro vazbu s WGA lektinem
rozpoznavajicim N-acetylglukosaminové a polysialované sacharidové struktury v glykanech
na fixovanych spermiich byly zaznamendny po celé hlavicce spolu se znaCenim ve stfedni ¢asti
bic¢iku a také pouze na samotné hlavicce spermie. Detekovany vzor byl shodny u vSech hiebct.
Vzory detekované pro vazbu s MAL II lektinem byly tfi. Vzor typicky pro hiebce 3 byl
zaznamenan na vétSiné biciku spolu s obrysem hlavi¢ky spermie. Zatimco u hiebce 2 byly
detekovany dva zbyvajici vzory, stfedni ¢ast biciku spolu s detekci na hlavicce a signal pouze
v oblasti hlavicky. V ptipad€ detekce vazby SNA lektinu rozpoznévajici sialové kyseliny
ve spojeni a2-6 nebyl zaznamenan pozitivni signal.

Pti WB analyze sialové kyseliny a N-acetylglukosaminu pomoci WGA lektinu byly
identifikovany glykosylované proteiny o 75 a 40 kDa. WB analyza a-2,3 vazané kyseliny
sialové pomoci MAL Il lektinu detekovala u jednotlivych hiebct sialované proteiny o 70 a 30
kDa a intenzivngjsiho proteinového prouzku o 18kDa. WB analyza a-2,6 vazané kyseliny
sialové pomoci SNA lektinu detekovala u jednotlivych hiebct shodny proteinovy prouzek
0 75kDa. V ramci statistického vyhodnoceni denzitometrické analyzy signalu sialylace proteind
hieb¢ich spermii pomoci WGA lektinu byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v primérné
intenzité signalu proteinového prouzku o 40 kDa mezi hiebcem 2 a hifebcem 3. Statistické
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vyhodnoceni denzitometrické analyzy sialylace a-2,3 vazané kyseliny sialové pomoci MAL I
naopak ukazalo vyssi intenzitu signalu u hiebce 2. Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil mezi intenzitou signalu MAL II ve spermiich obou hiebct. U statistického vyhodnoceni
denzitometrické analyzy intenzity signalu SNA lektinu rozpozavajiciho a-2,6 vazanou kyselinu
sialovou byla mimojiné porovnana intenzita signalu na pocatku reprodukéni sezony
a Vv postreprodukénim obdobi. Stejné jako v piipadé denzitometrické analyzy fosfoproteinu
0 molekulové hmotnosti 30 kDa zde bylo naméfeno nizkych hodnot u odbéru na pocatku
reprodukcni sezony v porovnani s postreprodukénim obdobi, kdy signal dosahoval vyssi miry
signalu. U odbéru na poc¢atku reprodukcni sezony a v druhém odbéru béhem postreprodukéniho
obdobi existuje statisticky vyznamny rozdil v sialylaci proteinti spermii.

Hodnoceni procentualniho zastoupeni celkové a progresivni motility bylo provedeno
pomoci systému CASA vramci dvou faktori — individudlnich rozdili a vlivu sezony.
dosahoval hiebec 2. V ramci obdobi pfed sezonou bylo zaznamenano vyS$$i procentualni
zastoupeni  celkové  motility, které nebylo vyhodnoceno jako  signifikantni.
Naopak po reprodukéni sezoné se hodnoty celkové a progresivni motility neliSily.

Zavérem muzeme fici, Ze stanovend hypotéza byla potvrzena pouze ¢aste¢né, nebot’
nebyly zaznamenany signifikantni rozdily u vS§ech ndmi vybranych markert.
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