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Sledovani funk¢nich parametri kancich spermii béhem
inhibice proteasomu pri in vitro kapacitaci

Souhrn

Série biochemickych a biofyzikalnich zmén v prib¢hu kapacitace iniciuje signdlni drahu
vedouci k fosforylaci proteinti. Pravé tyrozinova fosforylace souvisi nejen se zménou
charakteru pohybu spermii v pribéhu kapacitatniho procesu, takzvanou hyperaktivaci,
ale reguluje i aktivitu proteazomu zodpovédného za degradaci proteinti. Proteazomalni aktivita
vSak muze piimo ¢i nepiimo kontrolovat aktivitu proteinkinaz, které fosforylacni proces
katalyzuji. Inhibice proteazomu proteazomalnim inhibitorem MG132 by se mohla promitnout
ve zméndch v hlavnim oddilu bi¢iku spermii, coZ by se mohlo projevit zménou jejich
pohyblivosti béhem kapacitace. Cilem diplomové prace bylo prostiednictvim pocitacové
analyzy spermatu (computer —aided sperm analysis, CASA) vyhodnotit vliv inhibitoru MG132
na kinetické parametry motility kancich spermii. Efekt inhibitoru MG132 byl sledovan
na spermiich inkubovanych po dobu 2 hodin v kapacitacnim médiu. Spermie byly inkubovany
s DMSO a inhibitorem v koncentracich 10, 25, 50 a 100 uM. Funk¢ni parametry motility
spermii byly hodnoceny prostiednictvim systému CASA Vnulté, prvni a druhé hodiné
inkubace. Kromé toho byla po kapacitaci a indukci akrozomalni reakce u jednotlivych vzorka
spermii sledovana integrita akrozomu, ktery byl znaen prostfednictvim PNA lektinu. Siika
oscilace hlavicky (ALH) je jedinym parametrem, kde byl vici kontrolni skupin€ pozorovan
vyznamny signifikantni rozdil u v§ech sledovanych vzork s inhibitorem v prvni i druhé hodiné
kapacitace. Dv¢ nejvyssi koncentrace inhibitoru MG132 negativné ovlivnily vSechny ostatni
sledované kinetické parametry spermii (VAP, VCL, VSL, STR, LIN), coz poukazuje
na zapojeni proteazomu do regulace motility sam¢ich pohlavnich bunék béhem kapacita¢niho

procesu.

Klic¢ova slova: spermie, kapacitace, kapacitacni médium, proteasom



Monitoring of functional parameters of boar spermatozoa
during proteasomal inhibition during in vitro capacitation

Summary

A series of biochemical and biophysical changes during capacitation initiate a signaling
pathway leading to protein phosphorylation. It is the tyrosine phosphorylation that is associated
not only with the change in the pattern of sperm movement during the capacitation process, so—
called hyperactivation, but it also regulates the activity of the proteasome which is responsible
for protein degradation. However, the proteasomal activity can directly or indirectly control
the activity of protein kinases that catalyze the phosphorylation process. The proteasome
inhibition by proteasome inhibitor MG132 could be reflected in the changes in the main
compartment of the sperm flagellum, which could result in a change in their mobility during
capacitation. The aim of this thesis was to evaluate the influence of MG132 inhibitor on kinetic
parameters of motility of boar sperm via computer aided sperm analysis (CASA). The effect
of the MG132 inhibitor was monitored on the sperms incubated for 2 hours in a capacitation
medium. The sperms were incubated with DMSO and the inhibitor at 10, 25, 50 and 100 uM
concentrations. The sperm motility functional parameters were evaluated by the CASA system
at zero, first and second hour of the incubation. In addition, the acrosome integrity, which was
labeled with PNA lectin, was monitored after the capacitation and the induction of acrosomal
reaction in individual sperm samples. Amplitude of lateral head displacement (ALH) is the only
parameter where a major significant difference was observed in all samples with inhibitor
in both the first and second hour of capacitation in comparison with the control group. The two
highest concentrations of MG132 inhibitor negatively affected all the other monitored sperm
kinetic parameters (VAP, VCL, VSL, STR, LIN), which points out the involvement of the

proteasome in regulating the motility of male sex cells during the capacitation process.

Keywords: sperm, capacitation, capacitation medium, proteasome
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1 Uvod

Pro Gispésné oplozeni oocytu musi spermie od svého vzniku v semenotvornych kanalcich
projit celou fadou nezbytnych zmén. Jednou z nich je i kapacitace, ktera se za fyziologickych
podminek odehrava v reprodukénim traktu samice. Jedna se 0 komplexni sérii biochemickych
a biofyzikalnich zmén v organizaci spermii, jenz iniciuji signalni drahu vedouci k fosforylaci
proteinovych substrati. Pravé tyrozinova fosforylace, ktera predstavuje jeden ze zakladnich
kroka uspésného prubeéhu kapacita¢niho procesu, souvisi se zménou charakteru pohybu spermii
v prub¢hu kapacitace, takzvanou hyperaktivaci motility. Tento mén¢ progresivni, za to vysoce
energicky pohyb se zvySenou amplitudou kmitani bi¢iku napomaha spermii uvolnit se

z oviduktalniho rezervoaru a flizovat s vajickem.

Fosforylaci celé fady cilovych proteint katalyzuje aktivita proteinkinazy A. Pravé tato
signalni molekula fosforyluje i 26S proteazom, ve kterém probiha specificka degradace
bunéénych proteinii znacenych ubikvitinem. Vysledkem fosforylace 26S proteazomu je zvySeni
jeho aktivity. V poslednich letech bylo zjisténo, ze proteazomalni inhibitory MG132
a epoxomicin piidané do kapacitatniho média blokuji u lidskych spermii proteazomalni
aktivitu, ¢imZ vyznamné méni prab¢h kapacitace in vitro. Zaroveinl bylo zjisténo, ze i kdyz je
proteazomalni aktivita regulovana fosforylaci, mize pfimo nebo nepiimo kontrolovat aktivitu
proteinkinaz (Sutovsky 2011). Inhibice proteazomu by se tedy mohla promitnout nejen
ve zménach v akrozomu, ale také v hlavnim oddilu bi¢iku spermii, coz by mohlo mit vliv

na jejich pohyblivost béhem kapacita¢niho procesu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Na zéakladé soucasnych poznatkli byla stanovena hypotéza, ze inhibice ubikvitin —
proteazomového systému inhibitorem MG132 ovlivni kinetické parametry motility spermii

jako markery kapacitace.

Pro ovéteni hypotézy na modelu nativnich a komer¢nich inseminacnich davek kanciho

ejakulatu v podminkéch in vitro byly stanoveny nasledujici cile:

1) Zzhodnotit prabéh kapacita¢niho procesu in vitro indukci akrozomalni reakce
prostiednictvim Ca — ionoforu a naslednym sledovanim integrity akrozomu mezi
kontrolni skupinou a skupinou ovlivnénou inhibitorem MG132

2) prostiednictvim systému CASA vyhodnotit vliv inhibitoru MG132 na kinetické

parametry motility spermii.



3 Literarni reSerse

V Zzivocisné fisi jsou znamy pouze dva typy pohlavnich bunék (gamet), které jsou od sebe
radikalné odlisné. Mezi nejvétsi buiiky organismu patii oocyty — samici pohlavni buniky, které
nékolikanasobné zvétSuji sviij cytoplazmaticky objem tak, aby vytvotily dostate¢nou zasobu
mRNA, proteini a dalSich molekul pozadovanych pro pieziti zygoty a plnou aktivaci
embryonalniho genomu. Sam¢i gamety, spermie, se naopak fadi mezi buiikky nejmensi, nebot’
ztraci vétSinu své cytoplazmy i organel a pfeménuji se na pohyblivé bunky schopné prezit

a fungovat mimo sam¢i reprodukéni systém (Alberts et al. 2002; Tulsiani & Abou-Haila 2012).

Spermie (z feckého slova sperma = semeno) jsou tvofeny v semenotvornych kanalcich
varlat po celou dobu reprodukéniho Zivota samce procesem oznacovanym jako spermatogeneze
(Phillips et al. 2010; Toshimori & Eddy 2015). Spermie uvolnéné ze semenotvornych kanalku
jsou vSak nezralé a transkripcné i translaéné neaktivni. Aby se staly plné¢ kompetentnimi
buitkami schopnymi pfenést otcovsky genom do oocytu, musi béhem prichodu epididymem
dozrat a nasledné v samic¢im reproduk¢énim traktu projit slozitym procesem kapacitace
a akrozomalni reakce (Freitas et al. 2011; Tulsiani & Abou-Haila 2012).

3.1 Morfologie spermie

Antonie Van Leeuwenhoek, holandsky obchodnik a vynalezce mikroskopu, a jeho
pomocnik, student mediciny Johann Ham, byli prvni, ktefim se v roce 1677 podafilo pozorovat
zivé lidské a zvifeci spermie. V této dobé bylo ziejmé, Ze jsou spermie tvoieny dvéma hlavnimi
¢astmi — hlavickou a bi¢ikem. S vyvojem elektronového mikroskopu vsak byla objevena cela
fada dalSich struktur. Ktomu se v 2. poloviné 20. stoleti podafilo prostfednictvim
biochemickych studii a vyvoje metod pro tvorbu monoklonalnich protilatek identifikovat nejen
enzymy zodpovédné za produkci energie, ale také hlavni proteiny akrozomu, jadra 1 bi¢iku

(Sutovsky & Manandhar 2006; Cobb 2012; Toshimori & Eddy 2015; Stévant et al. 2018).

Obecné lze fici, Ze spermie savcl jsou polarizované buiiky S vysoce diferencovanym
membranovym systémem, ktery je rozdéleny do regiondlnich domén liSicich se sloZenim,
funkcei a segregaci specifickych proteinti. Tato kompartmentalizace je pravdépodobné dilezita
pro prevenci piedcasné iniciace udalosti, jako je napiiklad ziskani motility, hypermotility nebo
zahajeni akrozomalni reakce. Jakmile vSak dojde k uvolnéni zralych spermatid do lumenu
semenotvornych kanalk, mohou byt nékteré molekuly, které se v téchto oddilech sekvestruji,

riznym zpusobem redistribuovany. Tyto zmény zptisobuji selektivni miseni a presouvani



proteinli mezi doménami, coz nakonec indukuje koordinované proteinové interakce a specifické
signalni drahy vedouci k funk¢nim zménam. Jednotlivé domény spermii jsou tedy béhem zivota

bunék dynamické (Downing Meisner et al. 2005).

3.1.1 Hlavi¢ka

Na hlaviéce savCich spermii se nachédzeji dvé nezbytné dulezité struktury — jadro
a akrozom (viz obrazek 1), které jsou obklopené malym mnozstvim cytoskeletalnich slozek
a plazmatickou membranou. Plazmatickou membranu hlavicky lze rozdélit do dvou hlavnich
Casti, akrozomalni a postakrozomalni, u kterych jsou popisovany dalsi substruktury (Toshimori
& Ito 2003; Toshimori & Eddy 2015).

Akrozomalni doména se déli na piedni akrozom, zahrnujici apikalni a hlavni segment,
ana zadni akrozom neboli ekvatoridlni segment. Zatimco ptfedni akrozom se podili
na akrozomalni reakci, tedy uvolnéni akrozomalnich enzymti a matricovych proteind,
ekvatorialni segment hraje dulezitou roli pfi fuzi membran gamet (Downing Meisner et al.

2005; Toshimory 2009).

Postakrozomalni region se rozprostira od konce ekvatorialniho segmentu az po zadni
prstenec (tzv. posterior ring), ktery je umistén na distalnim konci hlavy a tvoii hranici mezi
hlavou a spojovaci ¢asti (krékem). Zadni prstenec vykazuje z(zenou zénu plazmatické
membrany, ke které se kotvi jadernd membrana obalujici jaddro. Proximalni cast
postakrozomalniho regionu obsahuje komplex signéalnich proteind, které jsou souhrnné
oznacovany jako SOAF a které jsou zapojeny do aktivace oocytu (Downing Meisner et al. 2005;
Sutovsky & Manandar 2006; Toshimory 2009).

Az na akrozom se oblast mezi jadrem a jadernou membranou souhrnné oznacuje jako
perinukledrni théka, kterd urcuje celkovy tvar jadra a G€astni se procesu fuze membran. Jedna
se 0 podobu jaderné matrix somatickych bunék s tim rozdilem, Ze u spermie se nachazi vné

jaderného obalu (Toshimori & Chizuru 2003).
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Obrazek 1: Hlavicka kan¢i spermie s vyzna¢enym akrozomem, ekvatorialnim
segmentem a postakrozomalni doménou (James et al. 2004).

3.1.1.1 Jadro

Paternalni geneticky material, ktery se v jadfe spermie nachazi ve formé komplexu DNA
a proteintl, je extrémné kondenzovany, a to az na 1/13 genetického materialu oocytu. Celkovy
objem jadra spermie ptedstavuje ptiblizné 1/7 velikosti jadra somatickych bunék. Tato redukce
slouzi k ziskani hydrodynamictéjsiho tvaru hlavicky pro dosazeni optimalni rychlosti bunky
a k ochrané otcovské DNA pted poskozenim toxickymi metabolity (Toshimori & Eddy 2015;
Champroux et al. 2016).

Vysoce kondenzovany stav jadra zralych spermii je dusledkem nahrazeni histont
natvorbé intra a intermolekularnich disulfidickych vazeb, které davaji jadru spermie

mimotadnou mechanickou a chemickou stabilitu (Jager 1990).

Pfechod od podoby jadra somatickych bun¢k ke specifickému jadru spermii je zdlouhavy
proces, ktery za€ina jiz v pribéhu spermatogeneze. Ac¢koli na konci spermiogeneze vypadaji
spermie zcela cytodiferencované, ve skute¢nosti je kondenzace chromatinu dokoncena az

béhem prichodu epididymem (Champroux et al. 2016).

3.1.1.2 Akrozom

Termin akrozom zavedeny Lenhossekem v roce 1898 a doslovné piekladan jako ,,apikalni

télo* (apical body), odkazuje na sekreéni vezikul odvozeny od Golgiho aparatu, ktery obsahuje



nejruznéjsi lytické enzymy nezbytné pro fizi gamet, zejména pak pro prinik spermie zénou
pellucidou. Tato jedinetna membranova organela se u vétSiny druhii nachazi nad jadrem
Vv anteriorni ¢asti hlavicky spermie. Tvar a velikost akrozomu se stejné jako tvar a velikost
samotné spermie u jednotlivych druhli znac¢né 1isi (Franklin 1970; Berruti & Paiardi 2011).
Wilson (1925) poznamenal: ,,Rozmanitost je v tomto ohledu tak velkd, ze vétSina druhi zvitat

muze byt identifikovana na zakladé samotnych spermii‘.

Pivodné byl akrozom popisovan jako modifikovany lysozom, Berruti et al. (2010) vSak
navrhli definovat akrozom jako novou organelu ptibuznou lysozomu. Obé struktury maji
nékolik spole¢nych vlastnosti: (i) jsou odvozené z Golgiho aparatu, (ii)) po kontaktu
s akridinovou oranzi se barvi do ¢ervena, coz indikuje kyselé pH uvniti organely a (iii) obsahuji
nékolik totoznych enzymu — kyselé glykozydroldzy, protedzy, esterdzy, kyselé fosfatazy
a arylsulfatazy. Navzdory témto podobnostem ma akrozom nékteré specifické rysy. Za prvé je
obklopen dvéma membranami — vné&jSi akrozomdlni membranou, ktera tésné ptiléha
k plazmatické membrané spermie a vnitini akrozomalni membranou, ktera je izce spojena
Sjadernym obalem. Mezi témito dvéma listy se nachdzi akrozomalni matrix vznikla
z pivodniho granula Golgiho aparatu. Dale na rozdil od bunééného lyzozomu obsahuje
akrozom antigeny, jakymi jsou naptiklad akrogranin nebo protein AM67 (Zaneveld & De Jonge
1991; Abou-Haila & Tulsiani 2000).

3.1.2 Bicik

Funk¢ni bi¢ik je nepostradatelnou soucésti spermie. Diky nému ziskava samc¢i gameta
lokomoc¢ni silu, kterd je nezbytna nejen pro jeji transport sami¢im reprodukénim traktem,

ale také pro penetraci do oocytu a nasledné oplozeni (Toshimori & Eddy 2015).

Strukturnim zakladem bi¢iku sav¢ich spermii je axonema, kterou tvoii devét perifernich
mikrotubularnich dubleti symetricky uspofadanych kolem dvou mikrotubulii centralniho
komplexu. Mikrotubuly jsou navzajem propojeny prostfednictvim nexinu, radialnich paprsku
a dyneinovych ramen, jez piedstavuji zdroj hybné sily ohybajici bicik. Vnéjsi dublety jsou
paraleln¢ uspotadany s deviti vnéj§imi hustymi vlakny, které poskytuji pohybujicimu se bi¢iku
pruznou, ale pevnou podporu (Fawcett 1975; Sutovsky & Manandar 2006; Lechtreck et al.
2008; Toshimori & Eddy 2015).

Fawcett (1975) uvadi, Ze bicik sav¢ich spermii je mozné rozdélit do ¢ty segmenti, které

se od sebe lisi svoji vnéjsi substrukturou. Jedna se o koncovy, hlavni, sttedni a spojovaci oddil

neboli kréek (viz obrazek 2).



Proximalni ¢ast kratkého spojovaciho oddilu, ktera je zasunuta do takzvané implantacni
jamky, pfipojuje bi¢ik k hlavicce. Cely kréek tvori devét pticné zihanych provazcu
oznacovanych jako segmentované chordy, uvnité nichZ se nachazi husta hmota, kapitula.
Ta u vétSiny savcu, kromé hlodavcd, obsahuje spermiovy centriol (Sutovsky & Manandar
2006).

Stfedni oddil je pokryt spirdlovitou mitochondrialni pochvou, kterou tvoii pfiblizn¢ 75—
100 mitochondrii, jejichz hlavnim ukolem je produkce energie vyuzivané pro pohyb bi¢iku.
Z davodi pravdépodobné souvisejicich s mutagennim oxidaénim stresem, kterému jsou
otcovské mitochondrie béhem spermatického zrani vystaveny, je otcovska mitochondrialni
DNA uvniti oplozeného oocytu cilenou proteolyzou eliminovana (Sutovsky et al. 2004;
Sutovsky & Manandar 2006).

Hlavni a stfedni ¢ast bic¢iku spojuje vlaknita struktura oznacovana jako Jensenuv prstenec
nachazejici se distalné od mitochondrialni pochvy. Vyviji se spoleéné s plazmatickou
membranou, se kterou zistava v kontaktu. Dulezitou strukturou hlavniho oddilu je fibrézni
pochva, ktera je tvofena dvéma podélnymi sloupci. Ty probihaji rovnob&zné s vnéjsimi hustymi
vlakny ¢islo tfi a osm a na obou stranach jsou spojeny fadou uzce uspotadanych pulkruhovych
zeber. Fibrozni pochva poskytuje nejen podporu pro axonem spermie, ale predpoklada se,
ze ovlivigje také stupenn pruznosti a rovinu i rytmus bic¢ikového pohybu. Soucasné se zda,
ze obsahuje proteiny ovliviiujici samotny proces kapacitace a hyperaktivace (Eddy et al. 2003;
Sutovsky & Manandar 2006).

Clark et al. (2004) uvadi, ze koncovou cast bi¢iku tvofi pouze axonema, tedy 9+2
mikrotubuld. Sutovsky & Manandar (2006) vsak tvrdi, ze kromé axonemy tvoii koncovou ¢ast

jesteé fibrozni pochva a konce vnéjsich hustych vlaken.
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Obrazek 2: Schéma pti¢nych fezl jednotlivymi oddily bi¢iku spermie (Gafney et al.
2011).

3.2 Procesy vV sam¢im reprodukénim traktu

vvvvvv

spermatogeneze probihajici v semenotvornych kanalcich varlat a pruchod spermii epididymem,

v némz dochazi k jejich zrani a dlouhodobému uchovavani v klidovém stavu (Tulsiani 2012).

3.2.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je komplexni proces tvorby sam¢ich haploidnich gamet, ktery probiha
v semennych kandlcich varlat interakci zarode¢nych kmenovych bunék se somatickymi
bunkami semenného epitelu — Sertoliho bunkami. Cely proces transformace
spermatogonialnich kmenovych bunék do funkénich spermii je androgen dependentni a sklada
se z mnoha udalosti zavislych na expresi specifickych gend. Obecné lze spermatogenezi
rozdélit na Ctyfi zékladni celularni udalosti — (1) samoregulaci kmenovych bunék udrzujicich
kontinualni produkci spermii (ii) mnozeni a proliferaci spermatogonii prostfednictvim mitdzy,
(1i1) redukei diploidniho poctu chromozomil u spermatocytii prostiednictvim meidzy a (iv)
transformaci kruhové spermatidy ve spermii neboli spermiogenezi. Po dokonceni bunétné
diferenciace se nezralé spermie uvoliuji ze semennych kanalkti a postupuji vyvodnymi kanalky

do nadvarlete (Kretser et al. 1998; Hofmann 2008; Bettegowda & Wilkinson 2010).

Frankenhuis et al. (1982) uvadi, ze vyvoj spermii u kanci vykazuje vyraznou podobnost

s vyvojem spermii u malych laboratornich hlodavcti a mize byt rozd€len do 16 kroka.



3.2.1.1 Spermatocytogeneze

Dle As-modelu, ktery byl navrzen Huckinsem a Oakbergem vroce 1971, zacina
spermatogeneze u nediferenciovanych pluripotentnich spermatogonii typu A, které je mozné
podle jejich topologie a umisténi vzhledem k bazalni membran¢ semennych tubuld rozdélit

na As (single), Apr (paired) a Aa (aligned) (Rooij 2017).

Spermatogonie typu As se mitoticky déli a davaji vzniknout dvojici Apr spermatogonii.
Ty bud’ dokonCi cytokinezi a vytvoii dvé nové As spermatogonie nebo ziistanou spojeny
intracytoplazmatickym mustkem a vytvoifi fetézec Ctyf Aa spermatogonii, které mohou
podstoupit jedno nebo vice mitotickych déleni za vzniku fetézcl o poctu 8, 16 nebo vyjimecné
32 Aa spermatogonii. Tento typ bunék je schopny vytvofrit prvni diferencované spermatogonie
Ay, které podstupuji sérii mitotickych déleni, béhem nichz postupné vznikaji Az, As a A4
spermatogonie. Ty mohou bud’ (i) zaniknout apoptozou, (ii) vytvorit dalsi As spermatogonie
anebo (iii) se mohou diferenciovat ve spermatogonie intermedialni (Gilbert et al. 2000; Phillips

et al. 2010; Rooij 2017; Fayomi & Orwig 2018).

Intermedidlni spermatogonie se jednou mitoticky déli a dévaji tak vzniknout
spermatogoniim typu B. Tyto bunky jsou prekurzory primarnich spermatocyti a jsou
poslednimi buitkami linie, které podstupuji mitézu. Vzniklé primarni spermatocyty ziistavaji
propojené cytoplazmatickymi mustky, které umoznuji synchronni vyvoj postupnych generaci
zarode¢nych bungk. Preleptotenové spermatocyty jsou diploidni, ve svém jadru maji ptitomné
2 chromozomy, pfi¢emz kazdy z nich je tvoten dvojici sesterskych chromatid (2n, 4C). V této
form¢ vstupuji do profaze prvniho redukéniho déleni, meiozy. Z kazdého primarniho
spermatocytu vznikaji dva sekundarni spermatocyty sjednim chromozem a dvéma
chromatidami (1n, 2C), které zdhy pokracuji do druhého meiotického déleni. Vysledkem je
vytvoreni ¢ty haploidnich spermatid (1n, 1C) (Gilbert et al. 2000; Phillips et al. 2010; Fayomi
& Orwig 2018).

3.2.1.2 Spermiogeneze

Jaderné a cytoplazmatické komponenty vzniklych haploidnich kruhovych bunék,
spermatid, prochazeji v adluminalnim kompartmentu semennych kanalkt slozitymi sériemi
morfologickych, histochemickych a biochemickych zmén, které konci produkci vysoce
diferencovanych a specializovanych zarode¢nych buné€k, spermii. Tento proces, oznacovany

jako spermiogeneze, zahrnuje ¢tyfi hlavni udalosti: (i) kondenzaci a prodlouzeni jadra, (ii)



formovani akrozomu, (iii) vyvoj bi¢iku a (iv) odstranéni nadbyte¢né cytoplazmy (Leblond
& Clermont 1952; Guraya 1987; Russell et al. 1990; Lebelo & Horst 2016).

Ackoliv je transformace spermatidy ve spermii kontinudlni proces, 1ze ji rozd€lit na Ctyti
zékladni faze: (i) Golgiho fazi, (ii) fazi Cepicky, (iii) fazi akrozomu a (iv) fazi maturacni. Kazda

z téchto fazi je regulovana ptislusnymi geny (Leblond & Clermont 1952; Lebelo & Horst 2016).

3.2.2 Epididymalni zrani

Po dokonceni spermatogeneze jsou ze semennych kanalkl varlat uvolilovany spermie,
které jsou sice vysoce morfologicky diferencované, ale nejsou schopny se progresivné
pohybovat vpted a dosud neziskaly oplozovaci schopnost. Aby doslo ke zhutnéni chromatinu,
regulaci jejich objemu, ziskani progresivni motility a molekul nezbytnych pro oplozeni, musi
spermie projit dlouhym spletitym tubulem, takzvanym epidydimem, kde saméi gamety
podstupuji nékolik molekularnich modifikaci. Ty jsou uskute¢novany sekreci epididymalniho
epitelu za ucasti epididymozomu (extracelularni mikrovezikuly obohacené cholesterolem
a proteiny), miRNA a dalSich makromolekul (Meistrich et al. 1975; Gervasi & Visconti 2017;
Marchiani 2017).

Celé nadvarle (epididymus) je dle Benoita (1926) déleno na Ctyfi anatomické oddily:
pocatecni segment, hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda). Kazda oblast je dale usporadana
do lalickt oddélenych septami pojivové tkané, které slouzi nejen jako vnitini podpora organu,
ale také jako funkéni oddé€leni jednotlivych lalokii. Ty tak mohou piedstavovat jedinecné
fyziologickeé oddily se specifickou genovou expresi, ktera zajist'uje sekreci ptisluSnych proteinti
do luminalni tekutiny. Zatimco hlava a télo jsou zodpovédné za Casné a pozdni dozravani
spermii, oblast ocasu slouzi primarné jako ulozisté¢ pro funkéné zralé spermie (Benoit 1926;

Dacheux et al. 2005; Robaire et al. 2006; Cornwall et al. 2007).

Mezi hlavni funkce a udalosti odehravajici se v epididymu patii transport spermii, vyvoj
jejich motility, modifikace membran, kompakce chromatinu, rozvoj oplozovaci schopnosti,

skladovani spermii a regulace jejich objemu (Marchiani et al. 2017).

3.2.2.1 Ziskani motility

Nezbytnou podminkou pro schopnost oplozeni oocytu je rozvoj motility spermii.

Spermie z posteriorni ¢asti hlavy nadvarlete vykazuji jen jeden detekovatelny pohyb, kterym je
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bi¢ikova oscilace. Pariset et al. (1985) uvadi, ze pouze u 1 % spermii ziskanych z této oblasti

byl po 10minutové inkubaci pfi teploté 37 © C pozorovan progresivni pohyb vpied.

Gamety Vv téle nadvarlete se jiz pohybuji kruhovym nebo nepravidelnym progresivnim
pohybem, ktery je vysledkem snizeni amplitudy a zvySeni frekvence oscilujiciho biciku, jehoz
faze se vSak neshoduje s rotaénim pohybem hlavicky. Az v ocasu nadvarlete se u spermii
objevuje doptedny progresivni pohyb (Jenkins et al. 1980, Pariset et al. 1985). Na obrazku 3 je

zobrazen vyvoj motility spermii béhem epididymalniho transportu.

50 ¢

Motility index (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Epididyma! segment

Obrazek 3: Motilita spermii béhem epididymalniho transportu (segmenty 1-4 odpovidaji
caput, 5-7 corpus a 8-10 cauda epididymis) (Pariset et al. 1985).

Pro ziskani dopiedného progresivniho pohybu je kromé¢ molekul hydrogenuhli¢itani
(HCO3) kli¢ovy zejména antagonisticky Gcinek intracelularnich vapenatych iontti Ca?*
a cyklického adenosinmonofosfitu (CAMP). Piisobeni cAMP a Ca?* je zprostfedkovano jejich
vazbou ke specifickym proteintim: regula¢ni podjednotce proteinkinazy zavislé na cAMP
(proteinkinaza A) a proteini vazajicich vapnik (kalmodulin), které byly charakterizovany
v extraktech spermii a lokalizovany v buiikdch nepfimou imunofluorescenci (Jenkins et al.

1980; Pariset et al. 1985).

Jak spermie prochazeji epididymem, hladiny cCAMP a pH se zvysuji, zatimco celkové
hladiny intracelularniho a volného vapniku se snizuji a to z 0,8 mM (v hlav¢ nadvarlete) na 0,5
mM (v ocasu nadvarlete) (Jenkins et al. 1980; Vijayaraghavan et al. 2003). Nizka hladina
vapenatych iontt je nutna pro zachovani klidového stavu a zabranéni predc¢asné hyperaktivace,

¢emuz napomahaji 1 hydrogenuhli¢itanové ionty udrzujici nizké luminalni pH, a to 1 pfesto,
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ze se jejich koncentrace v luminalni tekutiné¢ zvySuje z 2 (caput) na 5-7 mM (cauda).
Pro srovnani, v sami¢im reprodukénim traktu roste koncentrace hydrogenuhlicitanti na 90 mM

a pH se zvySuje na 7,4 (Pastor—Soler et al. 2003).

Vsechny poznatky ziskané 0 mechanismech zapojenych do kontroly motility poskytuji
pfistupy ke zméné motility in vitro. ZvySeni hladin intracelularniho CAMP spermii spole¢né
s inhibitory fosfodiesterazy, jako je kofein a isobutyl methyl xanthin, vede k iniciaci motility.
Zmény vapniku a pH, v zavislosti na podminkdch, mohou stimulovat nebo inhibovat
pohyblivost spermii. Za optimalnich podminek mutze motilita indukovand in vitro
u epididymalnich spermii z hlavy nadvarlete pfipominat motilitu zralych kaudalnich spermii

(Vijayaraghavan et al. 2003).

3.2.2.2 Modifikace membran

Béhem zrani epididymalnich spermii dochazi k nékolika membranovym modifikacim
ve slozeni lipidl a proteind. Spermie ziskané z ocasu nadvarlete vykazuji padesatiprocentni
sniZzeni hladin cholesterolu oproti spermiim lokalizovanym v hlavé nadvarlete. Krom¢ toho
spermie vétsiny savcu vykazuji zménu slozeni mastnych kyselin v pribéhu jejich prichodu
epididymem, a to z nasycenych ma polynenasycené formy. Snizené hladiny cholesterolu spolu
v kombinaci s polynenasycenymi mastnymi kyselinami zptisobuji béhem epididymalniho zrani
zvySeni fluidity membrany, kterd je nezbytnd pro sprdvnou pohyblivost a fertilitu spermii

(Marchiani et al. 2017).

Modifikace proteinit membrany samcich gamet je komplexni udalost, ktera vyplyva
z kontaktu spermii s luminalnimi sekrety a epididymosomy, coz jsou malé membranové
vezikuly riznych velikosti nachazejici se v epididymalni tekutiné a asociujici S nejriznéjsimi
proteiny, které se do spermii prenasi béhem jejich zrani. Modifikace zahrnuje jak ztratu
nékterych povrchovych proteint ptisobenim proteolytickych aktivit epididymalni tekutiny, tak
I jejich zisk (Belleannée et al. 2011). Bylo zji§téno, ze spermie béhem transportu epididymem
ziskaji ptiblizn¢ 732 proteinti a 1034 proteind ztrati. Zajimavé je, ze slozitost proteinového
komplexu dosahuje maxima v téle nadvarlete (1720 proteind). VétSina proteind je
u jednotlivych zvitecich druhi stejnd, méni se vSak jejich koncentrace. Jediny protein nalezeny
ve velkém mnozstvi u vSech sledovanych druht a ve vSech ¢astech epididymalniho traktu byl
Klusterin, multifunkéni glykoprotein podilejici se na zrani, transportu lipidi a remodelaci
membran spermii (Gatti et al. 2004; Dacheux et al. 2005; Dacheux & Dacheux 2013; Moura &
Memili 2016).
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Tabulka 1: Piehled vybranych proteint sekretovanych epididymem a asociovanych se
spermiemi (dle Marchiani et al. 2017).

NAZEV PROTEINU FUNKCE PROTEINU

ADAM 2, 3, 7 (a disintegrin and
metalloproteinase 2, 3, 7)

Interakce spermie - oocyt

Clusterin Motilita spermif a agregace spermif

CRISP1 (cysteine-rich secreto rotein 1
(cy yp ) Podili se na vazbé spermii na zona pellucida

Kinases cSrc Kapacitace spermii

GPX4, GPX5 (glutathione peroxidase 4, 5)

Ochrana proti oxida¢nimu stresu

Lactoferrin Protein obrany imunitniho systému

Liprin a3 Akrozomalni reakce

MIF h igrati
(macrophage migration Inhibice motility spermii v epididymu

inhibitory factor)
NPC2 (Niemann—Pick disease type C2)

Transport cholesterolu béhem epididymalniho zrani spermit

PGDS (prostaglandin D2 synthase) Lipofilni ligand vazajici protein

EPPIN Antimikrobialni ochrana, vazba seminogelinu zapojeného do

motility spermif

SED1 Vazba na zona pellucida
SPAM1 (sperm adhesion molecule 1) Interakce spermie - oocyt
Rnasel0 Interakce spermie - oocyt

3.2.2.3 Skladovéani spermii

Hlavnim mistem pro skladovani spermii je u savct cauda epididymis — ocas nadvarlete.
Ackoli fyziologicka doba prichodu samcich gamet pfes cauda epididymis je v rozmezi 3 az 10
dnti, spermie mohou byt v této tkani skladovany i po dobu delsi neZ jeden mésic (Orgebin—Crist
et al. 1975).

Pro dosazeni dobrych skladovacich podminek a zachovani zivotaschopnosti spermii je
nezbytna reabsorpce vody, ke které z90 % dochazi béhem prichodu spermii z varlat
do eferentnich kanalki a po¢atecni oblasti epididymu (Wong & Yeung 1978; Turner 1984).
Kromé ni je pro celou spermatogenezi a tuspé$né skladovani spermii dilezity také
termoregulacni mechanismu Sourku udrzujici u varlete a nadvarlete ptiblizn¢ o 2 ° C nizsi
teplotu, nez je teplota t€lesného jadra (Brooks 1973). Foldesy a Bedford (1982) uvadi,
7e Vysoké teploty zmenS$uji pramér a délku duktu v cauda epididymus, ¢imz snizuji i jeho

skladovaci kapacitu.
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Preziti spermii v cauda epididymis je ovlivnéno i androgeny, jejichz nedostatek spousti
procesy vedouci k selhani epitelu a smrti bun¢k (Jones 2004). Ackoli mechanizmy umoznujici
dlouhodobé skladovani spermii v klidovém stavu nebyly dosud zcela objasnény, zda se,
7e inhibice motility by mohla byt zptisobena (i) mechanickou imobilizaci spermii vysokou
viskoelastickosti kaudalni tekutiny (Acott & Carr 1984; Carr et al. 1985), (ii) snizenim Na®*
za soucasného zvySeni K* (McGrady & Nelson 1872), (iii) nizkym obsahem kysliku, (iv)
nedostatkem vyuzitelného substratu — glukozy (Annison et al. 1963), (v) nizkymi hladinami
hydrogenuhli¢itanu v tekutiné (Okamura et al. 1988) a (vi) snizenim eXtracelularniho
I intracelularniho pH spermii (Carr et al. 1985), na kterém se podili enzym karboanhydraza
ptitomna V epitelu vystelky. Pravé vyrazna aktivita karboanhydrazy byla popsana v mnoha

epitelovych bunkach epididymu kanct (Rodriguez—Martinez et al. 1990).

| pfesto, Ze hlavni funkci distalnich segmentl epididymu je uchovévani zralych zivych
spermii (Johnson & Varner 1988; Fraile et al. 1996), byla epididymu ptifazena i role pii ochrané
spermii a pfi eliminaci defektnich bunék (Sutovsky et al. 2001). Existence epididymalni

,kontroly kvality spermii* je v8ak vysoce diskutovana (Cooper et al. 2002).

3.2.3 Ejakulace a semenna plazma

Od varlete az po ocas nadvarlete se spermie podrobuji biochemickym a funkénim
modifikacim, které vedou k ziskani oplozovaci schopnosti. Béhem ejakulace a jejich depozice
V sami¢im reprodukénim traktu jsou spermie transportovany biologickou komplexni tekutinou,
semennou plazmou, ktera kromé sekreti piidatnych pohlavnich Zlaz obsahuje také sekrety
varlat a nadvarlat. JelikoZ je kontakt mezi spermiemi a semennou plazmou velmi kratky a trva
maximalné¢ nékolik minut, mohlo by se zdat, Ze jedinym ukolem semenné plazmy je
transportovat spermie do sami¢iho reprodukéniho traktu. Komplexnost slozeni semenné
plazmy v kombinaci s interakcemi proteint, cukrt i lipidi s povrchem spermii v§ak naznacuje

jeji vyznamnou biologickou funkci (Gurupriya et al. 2014; Druart & Graaf 2018).

Vyzkumy na nékolika zivociSnych druzich potvrdily zapojeni semenné plazmy
do nejriuznéjsich procest, a to véetné 1) aktivace a zvySeni motility spermii; 2) pufrovani
pro poskytnuti optimalniho osmotického a zivného média; 3) prevence predcasné aktivace
behem fyziologického transportu spermii a stabilizace plazmatické membrany s inhibitory
kapacitace (Desnoyers & Manjunath 1992; Villemure et al. 2003); 4) ochrana spermii pied
fagocytdzou a destrukci (Alghamdi et al. 2004); 5) regulace transportu a eliminace spermii

(Troedsson et al. 2005); 6) uspiseni ovulace u krav (Marion 1950) a indukce ovulace u prasat
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(O'Leary et al. 2004) ; 7) interakce spermie a oocytu (Souza et al. 2008); 8) aktivace exprese
embryotrofnich cytokinli a pomoc pfi pfipravé samiciho traktu pro vyvijejici se embryo

(Robertson 2005).

I pfesto, Ze se biochemické slozeni a funkce semenné plazmy mezi druhy i mezi samci
jednoho druhu lisi, komplexné Ize v semenné plazmé kromé ionti (Na*, K*, Zn*, Ca?*, Mg?*,
CI%), organickych substratii (fruktéza, sorbitol, glycerylfosfocholin) a organickych sloucenin
(aminokyseliny, peptidy, nizko a vysokomolekularni proteiny, lipidy, hormony, cytokiny) najit
také dusikaté slozky (amoniak, mocovina, kyselina mocova, Kreatinin) ¢i redukujici latky

(kyselina askorbova) (Mann 1964; Juyena & Stelletta 2013).

Dtlezitou vysokomolekularni slozku tvofi proteiny semenné plazmy, jejichz biosyntéza
a sekrece je regulovana hladinou testosteronu v krvi. Nékteré z nich se béhem ejakulace vazi
na povrch spermie a tcastni se jednotlivych kroki fertilizaéniho procesu. Mezi tyto proteiny
patii spermadheziny, skupina glykoproteini 0 velikosti 12-16 kDa, které v kanéi semenné
plazmé predstavuji vice nez 90 % vsSech proteind. Doposud bylo charakterizovano Sest
spermadhezini: AQN-1, AQN-2 (PSP-I), AQN-3, PSP-II, AWN-1, AWN-2 vyznacujici
se 40-60% identitou aminokyselinové sekvence a obsahujici dva konzervované disulfidové
mustky. Krom¢ schopnosti vazat heparin (AQN-1, AQN-2, AQN-3 a AWN) a inhibitory
serinové proteazy (AQN-1, AWN) demonstruji také aktivitu podobnou lektinim. Prave
heparin vazajici spermadheziny (zejména AQN-1) a jejich agregované formy interaguji
s oviduktalnim epitelem a podili se na vytvoteni oviduktalniho rezerovaru spermii. AWN
I AQN-3 jsou pak pevnou soucasti fosfolipidové dvojvrsty membrany spermii, kde plni funkci
receptorti zona pellucida (Calvete et al. 1994; Jonakova et al. 1998; Jansen et al. 2001; Caballero
et al. 2008)

PSP—I a PSP-II proteiny sekretované semennymi vacky tvoii heterodimer PSP—I / PSP—
Il (Calvete et al. 1997), ktery nevaze heparin, ale vykazuje afinitu ke glykoproteintim zona
pellucida a trypsinovému inhibitoru. Spermadhezin PSP-I se mimo jiné vaze na endo—f—
galaktosidazu, ktera $t€pi ZP3 (zona pellucida glycoprotein 3) (Kwok et al. 1993b), a dale
vykazuje schopnost vazat IgG riznych zivocisnych druht i lidskych IgA (Kwok et al. 1993a).
Muze tedy fungovat jako imunosupresivni faktor pro ochranu spermii pfed imunitnimi
reakcemi be&hem jejich transportu v sami¢im reprodukénim traktu. Z tohoto divodu je
heterodimer PSP—I / PSP—II oznacovan jako imunosupresivni faktor kan¢i semenné plazmy

(ISF — imunosupresivni seminalni faktor) (Veselsky et al. 2002).
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Caballero et al. (2008) uvadi, ze schopnost agregovanych spermadhezini vazat
cholesterol poukazuje také na jejich roli v ,,efluxu cholesterolu®, ktery ptedstavuje klicovou

udalost kapacitace.

Glykoprotein Gp 54 (54 kDa), izolovany z kan¢i semenné plazmy a semennych vackd, je
schopen tvofit multifaktorové afgregované formy. Obsahuje tii spermadhesiny: AQN-3, AWN
a pBl. V podjednotce pB1 byl nalezen regulacni peptid — faktor inhibujici motilitu spermii
(SMIF), ktery zptisobuje okamzité potlaceni motility bez ovlivnéni integrity a permeability
plazmalemy. Po kontaktu se spermiemi vyvolava okamzity pokles hladiny ATP, a to pfiblizné
0 50 %, jak bylo prokdzano bioluminiscen¢nimi studiemi. Inhibice motility spermii SMIF ma
napfi¢ zivoc€iSnymi druhy univerzalni charakter, byla vSak prokdzana antigenni druhova
specificita (Strzezek et al. 1992; Kordan et al. 1998; Mogielnicka—Brzozowska & Kordan
2011). Kordan et al. (1998) uvadi, ze SMIF také indukuje zmény v molekularni organizaci

plazmalemy, v disledku ¢ehoz snizuje citlivost spermii na peroxidaci lipidi.

Radioizotopovou metodou Kordan et al. (1998) prokazali, ze SMIF soutézi s heparinem
0 vazebnd mista na plazmalemé. Podle Delgada et al. (1982) se heparin vaze na specifické
receptory, které jsou umisténé na plazmalemé hlavicky, a vyvolavéa dekondenzaci chromatinu
spermii. Lze tedy predpokladat, ze se SMIF vaze na heparinové receptory a pisobi proti

spontanni destabilizaci chromatinu spermii.

Strzezek & Holody (1996) tvrdi, Ze SMIF se pravdépodobné podili
I na imunosupresivnich funkcich glykoproteinového komplexu 54 kDa, v dasledku ¢ehoz
poskytuje spermiim ochranu pfed imunologickym napadenim b&hem jejich transportu

vV sami¢im reproduk¢énim traktu.

Dal$im proteinem izolovanym zkanéi semenné plazmy je protein DQH
s fibronektinovou doménou, ktery i pfes odliSnou strukturu vykazuje velmi podobné vazebné
aktivity jako spermadheziny. Siln¢ interaguje nejen se sulfatovymi polysacharidy, jako je
heparin, chondroitin sulfat, dextran sulfat ¢i fukoidan, ale také s kyselinou hyaluronovou.
Tabyla nalezena ve vejcovodu jak v intralumindlni tekuting, tak na povrchu epitelu
spermatického rezervoaru, a proto se predpoklada, ze se protein DQH podili na kapacitaci
spermii a dal$ich krocich reprodukce. Na zaklad¢ vazebnych vlastnosti l1ze predpokladat,
ze protein DQH patii obdobné jako nékteré spermadheziny (napi. rodina AQN nebo AWN)
k multifunkénim proteintim (Jelinkova et al. 2004a, Jelinkova et al. 2004b; Manaskova et al.
2007). Manaskova et al. (2007) uvadi, ze protein DQH s nejvétsi pravdépodobnosti pochazi

z tkdné€ semennych vacki a je pfitomen v semenné plazmé.
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Semenna plazma dale obsahuje typ proteind, které chrani spermie v epididymu,
po ejakulaci a v sami¢im reprodukénim traktu pted reaktivnimi formami kysliku. Jejich
produkce je sice soucasti fyziologie spermii, ale v nadbytku narusuje homeostazu peroxidaci
lipidt a redukci enzymu regulujicich pfisun vapniku a ztratu ATP. Pro kontrolu skodlivych
ucinkit ROS vylucuje epididymis antioxida¢ni enzymy jako je glutathion S—transferaza,
tioredoxin peroxiddza, superoxid dismutaza, glutathion peroxidaza (GSHPx) a katalaza
(Alvarez & Storey 1983; Jeulin et al. 1989, Fouchécourt et al. 2000, Dacheux et al. 2006;
Moura & Memili 2016). GSHPx je jednim z hlavnich antioxida¢nich enzymd, ktery katalyzuje
redukci peroxidu vodiku (Perry et al. 1992; Halliwell & Gutteridge 1990).

3.3 Procesy v sami¢im reprodukénim traktu

Piesto, ze jsou do sami¢iho reprodukéniho traktu ejakulovany miliony spermii, pouze
mald subpopulace samc¢ich pohlavnich bunék dosahne oocytu a mista oplodnéni. Transport
samc¢ich gamet k sami¢imu oocytu byl dlouho povazovan za jakysi zdvod, ve kterém méla
udajné nejrychlejsi spermie nejvyssi pravdépodobnost na jeho oplozeni. Za poslednich dvacet
let vsak studie in vitro a in vivo poskytly dikazy o tom, ze transport spermii je komplexni
proces modifikovany fyzikalnimi a biochemickymi interakcemi s buitkami lemujicimi samici
reprodukéni trakt. Tyto interakce, které piedstavuji slozity proces kapacitace a akrozomalni
reakce, jsou nezbytnou podminkou pro nasledné uspésné oplozeni oocytu (Suarez & Pacey

2005; Holt & Fazeli 2018).

3.3.1 Cervix

Spermie zahajuji transport béhem nékolika vtetin po ejakulaci. Jejich vlastni motilita je
doprovazena koordinovanymi vaginalnimi, cervikalnimi a déloznimi Kkontrakcemi
vyvolavanymi slozkami ejakulatu, predevsim estrogeny. Ackoli jsou tyto kontrakce
kratkodobé, napomahaji rychlé progresi spermii do horni ¢asti sami¢iho reproduk¢niho traktu
(Suarez & Pacey 2005).

Pro regulaci transportu spermii z mista deponace ejakulatu do vejcovodu je nezbytny také
cervikdlni hlen vypliujici cetné zahyby a drazky délozniho krc¢ku (Overstreet 1983), ktery
pro sam¢i pohlavni buniky zaroven ptedstavuje i prvni selekéni bariéru. Tato bifazicka tekutina
slouzi nejen k vylou¢eni morfologicky abnormalnich spermii, ale podili se i na vylouceni

semenné plazmy a poskytuje biochemického prostiedi pro transport zivotaschopnych spermii.
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Mullins & Saacke (1989) uvadi, ze v déloznim kréku se nachazi prostiedi s nizkou
viskozitou, které vytvaii takzvané "privilegové cesty" usnadnujici prichod spermii do délohy.
Tung et al. (2015) vyuzitim mikrofluidniho modelu potvrdili, Ze migrace spermii
prostiednictvim téchto privilegovanych cest je fizena mikrovrstvami a jemnym proudénim

tekutiny.

V zavislosti na zivo¢isném druhu jsou spermie deponovany do riznych ¢asti samic¢iho
reprodukéniho traktu. Zatimco velky pocet saven, véetné skotu, primati, pst ¢i kocek, ejakuluje
sperma do pfedni ¢asti vaginy (Coy et al 2012), kanci béhem patreni deponuji asi 250 ml
ejakulatu do proximalni Casti de€lozniho c¢ipku, ktery je nasledné ucpan gelovou zatkou
vytvotenou sekreci bulbouretralnich zlaz zabranujici retrogradnimu toku semene (Viring &
Einarsson 1981). Bez ohledu na to, do jaké ¢asti samiciho reprodukéniho traktu jsou spermie
ejakulovany, aby vstoupily do vejcovodu a setkaly se s oocytem, musi projit utero—tubalnim
spojem (Coy et al 2012), ktery dle Tokuhiro et al. (2012) piedstavuje kriticky bod v jejich

transportu.

3.3.2  Utero-tubarni spoj, oviduktalni rezervoar a vejcovod

Skladovani spermii v sami¢im reprodukénim traktu po rizn¢ dlouhé casové obdobi je
fenomén pozorovany u Siroké $kaly zivocisSnych druhG (Miller 2015). Funkéni rezervoar
spermii se u savcl nachazi v isthmické ¢asti oviduktu (Hunter et al. 1980), kam sam¢i gamety
vstupuji pod kontrolou utero—tubalniho spoje. Ten pfinejmensim u mySich spermii vyZzaduje
rozpoznani specifickych membranovych proteini (napt. ADAM3, ADAM2, tACE)
lokalizovanych na hlavi¢ce sam¢ich pohlavnich bun¢k (Nakanishi et al. 2004; Yamaguchi
2006; Yamaguchi et al. 2012; Okabe 2013).

Hunter (1984) uvadi, Ze jako rezervoar spermii u prasnic slouzi utero—tubalni spoj
a kaudalni ¢ast isthmu. Ten kromé skladovani spermii umoziluje piedevSim jejich postupné
uvoliiovani do mista oplozeni, coz snizuje riziko vzniku polyspermie — patologického stavu
vedouciho k selhani vyvoje zygoty placentalnich savct (Hunter & Leglise 1971). Schopnost
zachovat a prodlouzit Zivotaschopnost spermii V sami¢im reprodukénim traktu, udrzet stabilitu
plazmatické membrany a tim zpomalit proces kapacitace tak, aby spermie dosahli oocytu
ve vhodnou chvili pro oplozeni, vyzaduje pfimy membranovy kontakt mezi spermiemi
a epitelialnimi  bunkami vejcovodu (Yanagimachi 1994; Murray & Smith 1997).
V oviduktalnim rezervoaru prasnic je stejné jako v ocasu nadvarlete kanct exprimovan enzym

karboanhydraza, ktery ovliviiuje hladinu elektrolytu a acidobazicky stav, ¢imz se podili
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na inhibici motility spermii navazanych na epitelialni bunky a tim i na zachovani jejich

zivotaschopnosti (Rodriguez — Martinez et al. 1991, Rodriguez — Martinez et al. 2005).

Vazba spermii na oviduktalni epitel je reverzibilni proces, ktery je zprostiedkovan
oligosacharidovymi zbytky piitomnymi na membrané epitelovych bunék a Ca?" zavislymi
lektiny lokalizovanymi na povrchu hlavic¢ky spermii (Demott et al. 1995; Suarez 1998; Suarez
2002). Molekuly podilejici se na tomto procesu se vsak u jednotlivych zivocisnych druhii lisi

(Talevi & Gualtieri 2010).

Interakce spermii a epitelovych bunék oviduktu je realizovana také diky proteintim
majicim vazebnou afinitu k sacharidim. Jedna se pfedevsim o spermadheziny AQN1 a AWN

zminované v kapitole 3.2.3 (Dostalova et al. 1995, Calvete et al. 1996).

Ackoliv mechanismy, kterymi se spermie z oviduktalniho rezervoéaru uvoliuji, nejsou
jeste zcela dobte pochopeny, zda se, Ze toto uvoliiovani je v korelaci s kapacita¢nimi udalostmi

probihajicimi v reprodukénim traktu samice (Coy et al. 2012).

3.3.2.1 Kapacitace

Kapacitace je definovana jako komplexni série biochemickych a biofyzikalnich zmén
Vv organizaci spermii, které zvysuji intracelularni pH, fluiditu bunéénych membran, amplitudu
a celkovou moatilitu a iniciuji komplexni signalni transduk¢ni drahu véetné fosforylace proteint.
Tyto udalosti jsou nezbytné pro strukturalni a funkéni remodelaci Sam¢i pohlavni bunky, kterou
pfipravuji na interakci s komplexem kumulus — oocyt a exocytézu akrozomu (Abou—Haila &
Tulsiani 2009; Ded et al. 2010; Ferramosca & Zara 2014). Kapacitace jakozto vyznamny
biologicky proces byla popsana nezavisle na sobé dvéma védci Changem (Chang 1951)
a Austinem (Austin 1951) v roce 1951 a stala se zasadnim objevem pro vyvoj technologie

oplodnéni in vitro (Coy et al. 2012).

3.3.21.1 Kapacitace in vivo
Aby se spermie staly funkéné kompetentnimi bunikami, musi stravit uréity Cas, ktery
se lisi v zavislosti na druhu, v sami¢im reprodukénim traktu. Pfesné misto, kde ke kapacitaci
in vivo dochazi, je druhové odlisné. Bylo vsak prokazano, ze K navozeni funkénich zmén

u spermii dochazi po jejich prichodu délohou a oviduktem (Abou—Haila 2009).

Kapacitace zacind odstranénim dekapacitacnich faktort, tj. plazmatickych proteinti /
glykoproteini adsorbovanych na povrchu ejakulovanych spermii, které jsou zodpovédné

za stabilizaci membrany (Bedford 1991; Yanagimachi 1994). Kandidatnimi dekapacitaénimi
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faktory jsou spermadhesiny AQN a AWN u prasete (Jonakova et al. 1998; Ekhlasi-Hundrieser
et al. 2005), dale DF glykolovy protein, fosfatidylethanolamin vazajici protein 1 (PEBI),
spermiovy antigen 36, CRISP1 (Gibbons et al. 2005; Nixon et al. 2006) a sekre¢ni protein
semennych vacku 2 (SVS2) (Araki 2015). Zatimco nékteré z téchto proteinti jsou slozkami
semenné plazmy, jiné jsou testikularniho ptivodu a jsou umistény na vnéj$i akrozomadlni
membrang. Odstranéni dekapacitacnich faktorti spousti kaskadu udalosti, které zacinaji

odtokem cholesterolu z plazmatické membrany spermii (Davis 1981).

Odtok sterolt, pfedevsim cholesterolu, z plazmatické membrany spermii usnadfiuje
albumin a vysokodenzni lipoproteiny piedstavujici hlavni proteiny sami¢iho reprodukéniho
traktu. Tento takzvany cholesterolovy eflux ma za nasledek zménu membranového potencidlu
a zvyseni permeability i fluidity membrany, coz umoZziiuje pfitok (influx) Ca?* a HCO3" ionti.
Tyto ionty spolecné s reaktivnimi formami kysliku (ROS) aktivuji intracelularni druhé posly

(Yanagimachi 1994).

Influx bikarbonatu a vapniku reguluje aktivitu rozpustné adenylylcyklazy (SACY)
ke zvySeni intracelularniho cAMP. Narist cAMP aktivuje protein kinazu A (PKA), ktera
fosforyluje proteinové tyrosinkinazy (PTK) na aktivovany stav a proteinové tyrosinfosfatazy
(PTP) na inhibovany stav. To urychluje fosforylaci tyrosinu v hlavi¢ce a ocasu spermii, coz je

jeden ze znaku kapacitace (Boatman & Robbins 1991; Kerns et al. 2016).

Herrero & Gagnon (2001) zjistili, Ze cAMP draha, ktera reguluje tyrosinovou fosforylaci,
je modulovana také zvysenim hladiny oxidu dusnatého béhem kapacitace. U nekapacitovanych
spermii je hladina NO nizka, zatimco za kapacitacnich podminek se syntéza NO zvySuje

(Herrero & Gagnon 2001).
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Obrazek 4: Model ilustrujici moznou sekvenci udalosti na pocatku intracelularni signalni
drahy zapojené do tyrosinové fosforylace a hyperaktivace motility spermii asociované
s kapacitaci (upraveno dle Abou—Haila & Tulsiani 2009).

Fosforylace proteini je post-tanslaéni modifika¢ni udélost, ktera pasobi jako jeden
z regulacnich mechanismiit bunck. V eukaryotickych bunkach je jednim z nejbéznéjsich
mechanismt regulace aktivity proteinu pfidani a / nebo odstranéni fosfatové skupiny
z proteinovych zbytkli serinu, threoninu nebo tyrosinu, které mize vyvolat alosterické
modifikace vedouci ke konforma¢nim zménam v proteinech zptsobujici bud’ jejich aktivaci
nebo inaktivaci. Zralé spermie jsou vysoce kompartmentalizované, ale nemaji Zzadnou
vyznamngj$i transkripcni a translacni aktivitu. Proto ma fosforylace a defosforylace proteint
obrovsky vyznam pii regulaci dulezitych procest, jakym je pravé kapacitace. Fosforylaéni /
defosforylacni stav fosfoproteinil je fizen aktivitou proteinkindz a fosfatdz, které umoziuji
zapnout nebo vypnout funkci riznych proteint. Fosforylace tyrosinu je velmi dilezita a mtize
byt primarnim nebo dokonce vyluénym indikatorem drahy pfenosu signalu v bunce (Naz &

Rajesh 2004).

Ukézalo se, ze tyrosinova fosforylace proteinti bi¢iku spermie souvisi s hyperaktivaci
motility, ktera je nezbytna pro proniknuti spermie skrz kumulus a zona pellucida oocytu (Nassar

et al. 1999). Abou—Haila & Tulsiani (2009) uvadi, ze ackoli je hyperaktivovana pohyblivost

21



spermii spojena s procesem kapacitace, ob¢é zmény jsou regulovany nezavislymi mechanismy.

Proto je hyperaktivaci vénovana samostatna podkapitola.

V kanCich spermiich indukuje Kkapacitace fosforylaci tyrosinovych proteint
plazmatickych membréan, o kterych se predpoklada, Zze iniciuji vazbu na zona pellucida
a navozuji reakci akrozomu. Bylo prokazano, ze se jedna o tii majoritni (27 kDa, 37 kDa a 40
kDa) a tfi minoritni (34 kDa, 47 kDa a 55 kDa) plazmatické membranové proteiny (Flesh et al.
1999).

Kontrastni vysledky existuji o dopadu extracelularniho Ca?* na fosforylaci tyrosinu
ve spermiich. Pokusy na mysich (Visconti et al. 1995) a lidskych spermiich (Lecler et al. 1998)
dokumentuji, ze zvysSujici se mnozstvi extracelularniho Ca? * zvysuje fosforylaci tyrosinu.
Naproti tomu Luconi et al. (1999) prokazali opaény uc¢inek, coz naznacuje, ze Ca? * negativné
ovliviiuje fosforylaci tyrosinu béhem kapacitace spermii. Obdobné vysledky piinasi i studie
Baker et al. (2004), ktera uvadi, ze Ca?* potladuje fosforylaci tyrosinu snizenim dostupnosti

intracelularniho ATP.

Kromé cholesterolového efluxu, fluidity plazmatické membrany, influxu Ca?" a HCOs
iontd a fosforylace proteini je dal$i ddleZitou zménou, ktera iniciuje kapacitaci, slozeni
a distribuce fosfolipidd plazmalemy spermie. Celkové mnozstvi fosfolipidi Se sice
v plazmatické membrané témétf neméni, dochazi vSak ke zmén¢ jejich distribuce ve vnéjsim
a vnitinim listu membrany. Navic jsou fosfolipidy zfejmé béhem kapacitace methylovany

(Abou-Haila & Tulsiani 2009).

3.3.2.1.2 Kapacitace in vitro

U ejakulovanych savc¢ich spermii nebo spermii ziskanych z ocasu nadvarlete Ize navodit
kapacitaci in vitro. Jeji podstatou je odstranéni semenné plazmy ejakulatu (napft. centrifugaci)
anasledna inkubace ziskanych spermii v kapacitacnim médiu za podminek, které by co nejvice
mély napodobovat podminky fyziologické. V minulosti se jako kapacitacni média ¢asto
vyuzivala krevni séra nebo biologické tekutiny — folikularni ¢i oviduktalni, které byly pozdéji
nahrazeny chemicky definovanymi médii (napf. Tyrodovo, Krebs-Ringerovo). Ty by svym
slozenim mély napodobovat prostedi oviduktalni tekutiny (Yanagimachi 1994; Abou—Haila &
Tulsiani 2009). Presto, Ze se slozeni kapacitatniho média druhové lisi, obecné jsou jeho
soucasti ionty (véetné Ca®" a bikarbondtu), energetické substraty a albumin. O ddleZitosti
jednotlivych slozek kapacitaéniho média vSak existuji rozporuplné informace (Jaiswal et al.
1998).
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BSA (bovinni sérovy albumin), bikarbonat a vapnik jsou obecné pfijimany jako slozky
nezbytné pro in vitro kapacitaci spermii riznych druhti saveu (Yanagimachi 1994). Suzuki et al.
(1994) a Tardif et al. (2003) vsak shodné tvrdi, Zze nedodani BSA do kapacita¢niho média
pro in vitro kapacitaci kan¢ich spermii nenarusuje prubéh kapacitaéniho procesu. Protoze je
kapacitaci podstatné nizs$i nez u jinych druhd zvifat (0,2 ve srovnani s 0,4 u byc¢ich a 0,99
u lidskych spermiich), nemusi béhem kapacitace dochazet ktak vyznamnému efluxu

cholesterolu, ktery je zprostfedkovavan pravé albuminem, respektive BSA (Tardif et al. 2003).

vvvvvv

faktory, které ovliviiyji a reguluji prabeh kapacitace in vitro. I presto, Ze je optimalni teplota
druhove specificka, u vétsiny sav¢ich druhti se pohybuje v rozmezi 37-38 °C. I maly rozdil
teplot vSak muze plsobit na fyzikalni stav membranovych lipidii spermie a tim ovlivnit cely
proces kapacitace. Stejné jako teplota je druhoveé specificka i celkova doba kapacitace. Zatimco
napiiklad u mysi a kocek je udavéana jedna hodina, u kralika je to az né€kolik hodin. Tyto
odli$nosti jsou zplsobeny riznymi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi plazmatické
membrany spermii jednotlivych druhti (Yanagimachi 1994). Kan¢i spermie Se obvykle
kapacituji in vitro pfi fyziologické teploté 38 © C v 5% CO2 atmosféfe (Gadella & Visconti
2006).

Uroven a usp&snost in vitro kapacitace mize byt hodnocena riiznymi metodami: (1)
neptimou imunofluorescenci, (2) indukci akrozomalni reakce (napf. ionoforem), (3) barvenim
chlortetracyklinem (CTC) ¢i (4) barvenim merocyaninem 540 s vyuzitim (5) pratokové
cytometrie (Rathi et al. 2001).

3.3.2.2 Hyperaktivace motility

Hyperaktivace spermii je ¢asto definovéana jako podmnozina kapacitaéniho procesu, a to
1 ptes to, Ze tyto dvé udalosti nejsou bezpodmineéné propojeny. Dikazem je fakt, ze snizenim
koncentrace hydrogenuhli¢itant v kapacitaénim médiu mohou byt spermie plné kapacitovany,

aniz by byly soucasn¢ hyperaktivovany (Boatman & Robbins 1991; Stauss et al. 1995).

Je obtizné piesné¢ definovat vzorec pohybu hyperaktivované spermie. Ten se
u jednotlivych druhi li§i v zavislosti na tloust’ce a délce bic¢iku a podle fyzikéalniho prostfedsi,
ve kterém se sam¢i pohlavni buniky pravé pohybuji. Nejlepsim zpiisobem, jak charakterizovat
hyperaktivovanou motilitu, je porovnat ji s aktivni (progresivni) pohyblivosti (viz obrazek 5),

a to samostatné pro kazdy zivoc¢isny druh. Aktivni motilitu, pro kterou je typicka témeét ptima
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trajektorie, Ize pozorovat u spermii pohybujicich se v déloze. Jakmile se vSak sam¢i gamety
dostanou do vajec¢niku, charakter jejich pohybu se méni na hyperaktivovany. Z ptimocarého
pohybu se stava mén¢ progresivni, za to vysoce energicky pohyb s asymetrickym kmitanim
bi¢iku vyust'ujici v kruhovou nebo helikalni drahu. Takto je popisovan hyperaktivovany pohyb
v médiu s nizkou viskozitou (Yanagimachi 1970, Suarez 1996). Fyzikalni prostfedi oviduktu je
vSak zcela odlisné od prostfedi mikroskopickych sklicek a tato forma pohybu umoziuje
spermiim uvolnit se zkrypty oviduktalni sliznice, pohybovat se ve viskoelastickém
oviduktalnim hlenu a napomaha proniknout extracelularni matrix kumulu oophoru obsahujici
hyaluronan (Katz et al. 1989; Martin — Hidalgo et al. 2018).

Obrazek 5: Vzory aktivovaného (A) a hyperaktivovaného (B) pohybu (Suarez et al.
1992).

Hyperaktivni motilita byla poprvé popsana Yanagimachim (1969), ktery v in vitro
podminkach pozoroval, zZe pouze spermie s timto typem pohybu jsou schopné oplodnit oocyt.
Nicméné prvni poznatky o biochemické podstaté tohoto procesu pfisly az o dve desetileti
pozdé&ji, kdy Suarez et al. (1992) u kanéich spermii prokazali, ze hyperaktivni pohyb je

indukovan zvy$enim intracelularnich hladin Ca?* za pouziti ionoforu vapniku.

Hypermotilita je reverzibilni proces vyZadujici trvalé zvySeni intracelularniho vapenatych
iontd. V dusledku jejich ménici se hladiny je u spermii nékterych zivocisnych druht
pozorovano takzvané dvoufazové chovani, tedy stiidani aktivniho a hyperaktivniho pohybu.
Tento jev, ktery je obzvlasté bézny u lidskych spermii, mize piispét ke sniZzeni procenta
hyperaktivovanych spermii ve vzorcich hodnocenych systémem CASA (Yanagimachi 1982;
Fraser 1987; Suarez 1996).

U spermii kapacitovanych v médiu obsahujicim hydrogenuhli¢itany muze probihat

hyperaktivace spontann¢ V dusledku postupného zvySovani propustnosti membran spermii
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pro vapnik, coz je vSak obvykle spojeno se starnutim bunék, konkrétn€ji oxidaénim

poskozenim (Alvarez et al. 1987; Suarez 1996).

Dulezité je nacasovani hyperaktivace in vivo. Velice malou pravdépodobnost
na oplodnéni oocytu maji spermie, u nichz dochazi k hyperaktivaci pied dosazenim oviduktu
(Shalgi et al 1992). Cooper et al. (1979) uvadi, ze pocet hyperaktivovanych spermii
ve vajeniku v dobé ovulace stoupa, coz poukazuje na piitomnost specifického signalu

oviduktu spojeného s hyperaktivaci.

V roce 2001 byla objevena rodina specifickych kationtovych kanalti permeabilnich
pro Ca?* a zavislych na pH a nizkém napéti. Tyto takzvané CatSper kanaly exprimované pouze
ve spermiich a lokalizované v membrané hlavniho oddilu bic¢iku jsou nezbytné nejen
pro hyperaktivaci spermii, ale i pro vSechny fyziologické udalosti vyzadujici vstup vapniku,
tj. chemotaxi viéi oocytu, kapacitaci a reakci akrozomt. Neni proto divu, Ze samci deficitni
v genu pro Catsper, vykazuji celkovou neplodnost bez dalSich fenotypickych abnormalit.
Vapnikové kanaly Catsper jsou regulovany nékterymi fyziologickymi stimulanty, jako jsou
cyklické nukleotidy (napt. CAMP, cGMP), progesteron, glykoproteiny zona pellucida (ZP)
¢i bovinni sérovy albumin (BSA). VSechny tyto faktory stimuluji vstup Ca?* do spermii pravé

pies kanaly Catsper (Quill et al. 2003; Sun et al. 2017; Lishko & Mannowetz 2018).

Hyperaktivace poskytuje také mechanismus pro chemotaxi. Jelikoz hyperaktivované

spermie ¢asto méni smér, mohou vysledovat vyhledavaci signal oocytu (Suarez 1996).

3.3.2.3 Akrozomaélni reakce

Jakmile se dostanou kapacitované savéi spermie do kontaktu s extracelularnimi obaly
oocytu, dochazi v sam¢i pohlavni bunce k aktivaci celé fady proteinti a signalnich kaskad, které
vedou Kk sérii nezvratnych zmén. Ty maji za nasledek exocytézu akrozomalniho vacku,
takzvanou akrozomalni reakci (AR), jenz je absolutnim pfedpokladem tspé$ného oplozeni.
Spermie, které nedokonc¢i akrozomalni reakci, nejsou schopné proniknout skrz zona pellucida

a navazat se na plazmatickou membranu oocytu (Yanagimachi 1981; Florman et al. 2008).

3.3.231 In vivo
Pii akrozomalni reakci dochazi k fuzi plazmatické a vnéj$i akrozomalni membrany
spermie, které se dostavaji do vzajemného kontaktu po depolymerizaci F — aktinovych siti

2+

kortikalniho cytoskeletu. To je zahajeno zvySenim koncentrace Ca “* iontl a zménou pH

v cytosolu spermie a uskutecniovano prostiednictvim aktin vazajicich proteinti a signalnich
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molekul. Pokud je faloidinem depolymerizaci aktinu zabranéno, cela akrozomova reakce je

zablokovana (Hunag et al. 1981; Spungin et al. 1995).

Po splynuti obou membran je obsah akrozomu vylit do extracelularniho prostiedi
spermie. Krome uvolnéni akrozomalnich enzymti dochazi i k odkryti novych domén a proteint
lokalizovanych na vnitini akrozomalni membrang, ktera se po fuzi membran dostava na povrch
arteriorni ¢asti hlavicky. Jednim z proteinii, jenz je vystaven extracelularnimu prostredi
po uskute¢néni AR, je membranovy protein 1IZUMOL. Ten spolu s jeho glykoproteinovym
receptorem oocytu — JUNO, objevenym vroce 2014, tvoii zékladni faktory nezbytné
pro rozpoznavani samc¢ich a samicich gamet a fuzi jejich plazmatickych membran. Spermie,
u nichz dojde ke knockoutu IZUMA, jsou sice schopné projit zona pellucida, ale nedokazi
fuzovat s oocytem. Jelikoz neni prvnim mistem kontaktu mezi spermii a oolemou vnitini
akrozomalni membrana ale membrana v oblasti ekvatoridlniho segmentu, musi splynuti obou
gamet predchazet translokace 1IZUMO praveé do této oblasti (Inoue et al. 2005; Inoue et al. 2015;
Aydin et al. 2016).

Jak, a ptredevsim kde dochazi k iniciaci AR neni zcela ziejmé, a to ani po nékolika
desetiletich vyzkumu. Do roku 2011 bylo obecné ptijimano, ze k indukci AR u savct dochazi
po kontaktu spermie se zona pellucida a po jejim navazani na zonalni protein ZP3. Jin et al.
(2011) vsak publikovali studii, v niz na myS$im modelu zjistili, Ze u vétSiny fertilnich spermii
dochazi k iniciaci AR jiz béhem jejich prichodu skrz bunéény extracelularni obal vajicka —
kumulus oophorus. Navic prokazali, ze tyto spermie jsou pozdé€ji schopné bez potizi projit
i skrze ZP a oplodnit vajicko. Za iniciaci AR béhem pruchodu spermii kumulem oophorem by
mohl byt zodpovédny progesteron, ktery kumularni bunky sekretuji a jehoz schopnost iniciovat

AR je obecné znama.

Projit fyziologicky aktivovanou akrozomalni reakci mohou pouze plné kapacitované
spermie, z ¢ehoz vyplyva, ze kapacitace a akrozomalni reakce jsou dvé udalosti na sobé zavislé

nejen Casové, ale 1 funkéné (Yanagimachi 1994).

Akrozomalni reakce je velice komplikovany proces, a i pfes to, ze je mnoho let
predmétem intenzivniho vyzkumu, v§echny signalni drahy a molekuly, které se na jeji regulaci
podili, nebyly dosud nalezeny. Pribéh signalnich kaskad aktivovanych béhem akrozomalni
reakce je znacné slozity a zahrnuje n€kolik dilezitych udalosti véetné aktivace G proteini
a protein kinaz, zmény pH a pfechodného naristu Ca 2* iontfi v cytosolu spermie (Florman et al.
2008).
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Vapenaté ionty maji v AR savci klicovou roli a zvyseni jejich intracelularni koncentrace
vede k aktivaci aktin vazajicich proteini v cytosolu hlavicky spermie. Pod jejich vlivem
dochazi k jiz zminovanému zborceni F — aktinové sit¢ tvofici pfirozenou bariéru mezi
plazmatickou a vnéjsi akrozomalni membranou. Fuze téchto membran piedstavuje druhy
vyznamny déj, ktery je aktivovan zvySenim koncentrace vapenatych iontd. Ty se na tomto
procesu podili bud’ pfimo tak, Ze neutralizuji zdporny naboj membrany, coz vede ke zménam
jejiho lipidového slozeni, nebo nepiimo aktivaci fosfolipazy A2, kteréd stépi fosfatidyl na dvé
vysoce fuzogenni molekuly — lysofosfatidyl cholin a kyselinu fosfatidovou (Janmey 1994,
Yanagimachi 1994; Breintbart & Spungin 1997; Benoff 1998; de Blas et al. 2005).

3.3.2.3.2 In vitro

Akrozomalni reakci lze vyvolat béhem kapacitace spermii in vitro. Do kapacitaéniho
média se ptidavaji induktory akrozomalni reakce, které mohou byt bud’ fyziologické nebo
nefyziologické povahy. Mezi fyziologické patii napt. progesteron, folikularni tekutina, zona
pellucida, hyaluronova kyselina apod., mezi nefyziologické napt. kalcium ionofor, pfi jehoz
pouziti vSak dochazi k obejiti Casti signalnich drah ucastnicich se spousténi fyziologické
akrozomalni reakce. Pfesto je vysledna reakce od AR indukované fyziologickymi induktory
morfologicky neodliSitelnd. Zajimavy je fakt, Ze 1 bez ptitomnosti jakékoliv latky indukujici
AR dochazi u nékterych spermii béhem kapacitace in vitro k akrozomalni reakci. Tento jev je
oznacovan jako spontanni akrozomalni reakce (Breintbart & Spungin 1997; Gupta & Bhandari
2011).

3.4 Ubiquitin-proteazomovy systém

Vsechny intracelularni a nékteré extracelularni proteiny jsou kontinualné degradovany
a nove syntetizovanymi proteiny opé&t nahrazovany. V ramci zachovani homeostazy bunééného
metabolizmu pouziva buiika dvou hlavnich cest vysoce specifické a kontrolovatelné degradace
proteint. Kromé lysozomalni degradace bunécnych organel ¢i extracelularnich proteint
s dlouhym biologickym polocasem rozpadu, kterd probiha mechanismem autofagie za ti¢asti
hydrolytickych enzymu katepsini (Goldberg 2003; Matg¢jikova et al. 2013), vyuziva bunka pfi
degradaci piiblizné 75 % vsech eukaryotickych proteint ubikvitin — proteazomovou drahu
(Sutovsky 2011).

Proteazom se nachdzi jak voln¢ v jadre, tak v cytoplazmé, kde asociuje s centrozomy,

cytoskeletalnimi sit€émi a vnéjSim povrchem endoplazmatického retikula. Jelikoz proteolyza
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nastdva uvniti proteazomu, musi byt protein urceny k degradaci co nejdiive transportovan
do itra jeho centralni casti. K tomu, aby byl dany protein proteazomem rozeznan a odliSen
od ostatnich proteint, slouzi specialni posttransla¢ni modifikace nazyvana ubikvitinace. Ta je
uskutecnovana prostfednictvim malého chaperonového proteinu ubikvitinu, ktery vazbami
na protein vytvari polyubikvitinovany fetézec obsahujici minimalné 4 tyto molekuly. Takto
oznaCeny protein je nasledné v proteazomu degradovan na kratké peptidové sekvence
o velikosti do 35 aminokyselinovych zbytkd, jenz jsou dale Stépeny cytosolovymi
endopeptiddzami. Jednotlivé molekuly ubikvitinu jsou z polyubikvitinovaného fetézce
uvolnény a mohou byt tak pouzity k oznac¢ovani dal$ich proteinti ur¢enych k degradaci (Wojcik

& DeMartino 2003; Sakai et al. 2004; Sutovsky 2011; Matéjikova et al. 2013).

Bylo prokazano, Ze ubikvitin — proteazomovy systém (UPS) je zapojen nejen do genové
exprese, regulace bunééného cyklu a transkrip¢nich faktortd, kontroly nové syntetizovanych
proteint, imunitni odpovédi i1 patologickych a zanétlivych procest, ale hraje také vyznamnou

roli v gametogenezi a v celém procesu oplodnéni (Sutovsky 2011; Matéjikova et al. 2013).

34.1 Proteazom

Proteazom je multikatalyticky enzymovy komplex se specifickou afinitou pro proteiny
znacené ubikvitinem, ktery je tvofen zakladnou a na ni navdzanymi regula¢nimi podjednotkami
upravujicimi jeho aktivitu. K objeveni a izolaci proteazomu doslo roku 1968 a pro svij tvar
ptipominajici duty valec byl ptivodné oznacen jako cylindrin (Sutovsky 2011; Matéjikova et al.
2013).

Proteazomovy systém sav¢ich bunék piedstavuje 26S proteazom o molekulové hmotnosti
2,5 MDa a s 31 typy podjednotek (Mat&jikova et al. 2013). Sklada se z dutého 20S jadra
poskytujiciho prostor pro vlastni proteolyzu. TO je uzavieno na jednom nebo obou koncich
regulacni ¢astici 198, ktera obsahuje né€kolik aktivnich a ubikvitin — vazebnych mist (Voges et
al. 1999; Sutovsky 2011).

Jadrova castice (CP) 20S, jak lze vidét na obrazku 6, se sklada ze Ctyf soustfednych
prstenct, z nichZ kazdy je tvofen bud’ sedmi podjednotkami o nebo sedmi podjednotkami f3,
které spolecné tvori dutou valcovitou strukturu. Dva vnéjsi kruhy slozené z podjednotek PSMA
1-7 (o podjednotky) spojuji jadro se zakladnou komplexu 19S a reguluji piistup substratu
do vnitiniho proteolytického centra. Jestlize dojde a podjednotkami k rozpoznani substratu, je
vyvolana konformac¢ni zména spocivajici v odstranéni blokady vstupni brany N-konci

aminokyselinovych zbytkli podjednotek 0—2, a—3 a a—4. Dva vnitini prstence tvofené
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podjednotkami PSMB 1-7 (P podjednotky) jsou zodpovédné za proteolytickou degradaci
substratu. Proteolytickou aktivitu vykazuji konkrétné tfi podjednotky katalytického p—typu—
PSMB6 (pl1), PSMB7 (p2) a PSMBS5 (p5), které se nachazeji v proteolytickém centru, tj.
ve sttedu dutiny proteazomu. Podjednotka pl vykazuje proteolytickou aktivitu podobnou
kaspazam §tépici polynukleotidovy fetézec v misté za kyselou aminokyselinou, podjednotka p2
ma aktivitu podobnou trypsinu $tépici fetézec po bazické aminokyseliné a podjednotka p5
odpovida ativité chymotrypsinu $tépici po hydrofobnich aminokyselinach (Sutovsky 2011;
Matéjikova et al. 2013).

Aby nedoslo k nekontrolovatelné degradaci bunéénych proteind, je soucasti celého
komplexu proteazomovy aktivator 19S o molekulové hmotnosti 700 kDa, ktery je tvofen 19
samostatnymi proteiny. Zakladna této Castice se vaze na vnéjsi kruh jadra 20S a je slozena
ze Sesti homolognich ATP-dzovych podjednotek Rptl-Rpt6 a &ty ne ATP-4zovych
podjednotek Rpnl, Rpn2, Rpn10 a Rpn13. Zakladni komplex proteazomu ma tfi funkéni role:
zachyceni polyubikvitovanych proteind, jejich degradaci a otevirani kanalu v o podjednotce.
Konkrétn€ jsou za rozpoznani a vazbu polyubikvitinovych fetézcl zodpovédné podjednotky
Rpnl10 a Rpnl3. Devét podjednotek Rpn3, Rpn5—Rpn9, Rpnll, Rpnl2 a Seml vytvarejici
strukturu podobnou viku se podili na rozvinuti substratu a jeho translokaci od jadra 20S.
Na odbouravani polyubikvitinového fetézce a jeho uvolnéni do okoli mé zasluhu podjednotka
Rpn11 obsahujici Zn?* dependentni proteolytické centrum (Sharon 2006; Sutovsky 2011; Liu
& Jacobson 2013; Matgjikova 2013).

Existuji i proteazomy, u nichz je 19S regulacni ¢éastice nahrazena proteazomovymi
aktivatorovymi ¢asticemi PA200 a PA28, kter¢ jsou bézné€ znamy jako 11S regulacni Castice.
Jak PA28, tak PA200 mohou asociovat s jadrem 208 a tvofit hybridni proteazomy. Piedpoklada
se, ze takové proteazomy mohou byt schopny degradovat proteiny, které nejsou oznaeny
ubiquitinem (Rechsteiner & Hill 2005, Sutovsky 2011).
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19S RP

19S RP

Obrazek 6: Schéma struktury proteazomu 26S (Tanaka 2009).

3.4.2 Role proteazomu v procesu kapacitace

Studie savc¢ich spermiich odhalila zapojeni UPS do regulace procesu oplozeni. Mezi
hlavni nalezy patii: (1) pfitomnost proteazomu v a na povrchu akrozomu savc¢ich spermii, (2)
pritomnost ubikvitinovanych proteini na obalu savciho oocytu, (3) detekce proteazomalni
proteolytické a deubikvitinujici aktivity u zivotaschopnych, pohyblivych sav€ich spermii, (4)
spojeni proteazomil s hlavickou spermie i po ZP — indukované exocytdéze akrozomu a (5)
zvyseni polyspermického oplozeni pifi experimetndlni modifikaci deubikvitinac¢nich aktivit
spermii. Pfi inhibici proteazomalni proteolyzy a ubikvitinace byla pozorovana blokace
fertilizace savct, blokace penetrace spermii zona pellucida a zména prubéhu kapacitace

a akrozomalni reakce savéich spermii (Zimmerman & Sutovsky 2009).

Kapacitace spermii je obecné spojovana s uvolnénim spermii z oviduktalniho rezervoaru,
remodelaci povrchu akrozomu a ativaci membran spermii pro fizi s oolemou. V soucasné dobé

existuji diikazy, zZe se na téchto udalostech tcastni i ubikvitin — proteazomovy systém (Sutovsky
2011).

Proteazom 26S degraduje AKAP3, kotevni protein A—kinazy, ktery castecné reguluje
uvolnovani proteinkinazy A (PKA), coz je molekula nezbytnd pro uspésny pribéh

kapacita¢niho procesu, protoze katalyzuje fosforylaci proteinti na Tyr a Ser / Thr zbytcich. Ta
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je charakteristickym znakem kapacitace (Bailey 2010; Kerns et al. 2016). Studie fosfoproteomu
kapacitovanych spermii identifikovaly fadu proteini UPS prochazejici fosforylaci béhem
kapacitace mySich, kan¢ich a krysich spermii. Jedna se o enzym aktivujici ubikvitin UBE
(Baker et al. 2010), n¢kolik proteauomalnich podjednotek (Arcelay et al. 2004, Baker et al.
2010), protein obsahujici valosin podilejici se na prezentaci ubikvitinovaného substratu 26S

proteazomu (Geussova et al. 2002) a samotny ubiquitin (Arcelay et al. 2004).

3.4.3 Inhibice proteazomu

Prostiednictvim funkénich studii bylo zjisténo, ze béhem kapacitace spermii je 26S
proteazom fosforylovan protein kinazou A (PKA), coz vede ke zvyseni aktivity podobné
chymotrypsinu 20S proteazomalniho jadra. To je ve shodé¢ s fosforylaci nékolika
proteazomalnich podjednotek na Tyr i Ser / Thr zbytcich (Sutovsky 2011). Kong et al. (2009)
uvadi, ze proteazomalni inhibitory MG132 a epoxomicin pfidané do kapacitacniho média
blokuji u proteazomu lidskych spermii aktivitu podobnou chymotrypsinu reverzibilnim
zpusobem, ¢imz vyznamné méni pritbéh kapacitace spermii in vitro. To koreluje se studii
Morales et al. (2007), kde proteazomalni inhibitor epoxomicin signifikantné snizil fosforylaci
proteinu Ser béhem kapacitace lidskych spermii. Tyto vysledky naznacduji, ze i kdyz je
proteazomalni aktivita regulované fosforylaci, mize ptimo nebo nepiimo kontrolovat aktivitu
protein kinaz. To by se mohlo promitnout nejen na akrozomu spermii, ale také na hlavnim
oddilu bi¢iku spermii, kde by proteazomy mohly mit vliv na zmény pohyblivosti spermii

v pribehu kapacita¢niho procesu (Sutovsky 2011).

MG132 je silny tripeptid-aldehydovy (Cbz-Leu-Leu-Leucinal) inhibitor, ktery
se reverzibilné¢ vaze na katalytickou podjednotku proteazomu a specificky blokuje jeji

proteolytickou aktivitu podobnou chymotrypsinu (Goldberg et al. 1995; Sutovsky et al. 2003).

3.5  Funkéni parametry motility a jeji hodnoceni

Analyza spermatu ndm poskytuje informace o spermatogenezi a potencialni fertilizacni
schopnosti daného jedince. V humannich klinikach IVF i v chovech zvitat se hodnoti velky
pocet parametril véetné motility spermii, kterd je jednim z Ustfednich ukazatelli potencidlu
plodnosti samcti. Ten neovliviiuje pouze celkovy pocet pohyblivych spermii, ale i rychlost a typ
pohybu. Pravé aberantni motilita je uvadéna jako nejcastéjsi divod neplodnosti. Jelikoz ma
vsak na pohyblivost spermii vliv velké mnozstvi nejriznéj$ich mechanismi, je nutné se na ni

divat spise jako na klinicky pfiznak (Turner 2006; Cooper 2010).
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Motilita spermii mize byt hodnocena manudlné a subjektivné, coz sice predstavuje
jednoduchou a levnou metodu, ale méteni nebyva presné. Verstegen et al. (2002) uvadi, ze pii
subjektivnim hodnoceni parametri motility u stejnych vzorkl ejakulatu, ale jinymi technickymi

pracovniky, byly pozorovany variace 30-60 %.

Zavedeni systému CASA (computer-aided sperm analysis) pfed vice nez Ctyfmi
desitkami let poskytlo objektivnéjsi prostiedky pro hodnoceni pohyblivosti spermii. Kromé
procenta celkové progresivné motilnich spermii umi tento systém zaznamenavat i kazdou
pohybovou stopu spermii, diky ¢emuz mohou byt ziskdny jednotlivé kinetick¢ parametry
motility (Yeste et al. 2018), viz tabulka 2 a obrazek 7.

Tabulka 2: Nejbézngjsi kinematické parametry poskytované systémem CASA (dle Véznik

et al. 2004 a Yeste et al. 2018)

ZKRATKA | POPIS ANGLICKY POPIS CESKY DEFINICE JEDNOTKA
VAP average path primeérna rychlost hlavicky na pm s-1
velocity rychlost pohybu | napfimené draze
VSL straight line velocity | linedrni rychlost | rychlost hlavicky na piimé pum s1
draze mezi vychozim a
kone¢nym bodem méreni
VCL curvilinear line rychlost na rychlost hlavicky na pm st
velocity skute¢né draze skute¢né draze
LIN linearity linearita linearita skute¢né drahy %
vypocitana jako
VSL/VCL*100
STR straightness pfimost drahy primost naptimené drahy %
vypocitand jako
VSL/VAP*100
WOB wobble kolisani stupen oscilace skutecné %
drahy kolem jeji napfimené
drahy vypocitany jako
VAP/VCL*100
ALH amplitude of lateral | Sitka oscilace maximalni §ifka oscilace pum
head displacement hlavicky hlavicky
BCF beat cross frequency | frekvence kiiZeni | kolikrat je skute¢na draha Hz
prekiiZena napfimenou
drdhou
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VAP

BCF

ALH
VCL

Obrazek 7: Kinematické parametry spermii méfené pomoci (CASA) (Sloter et al. 2006)

3.5.1 CASA (computer-aided sperm analysis)

Diky vyssi mife objektivity a moznosti vyhodnoceni tisict trajektorii v jeden okamzik
(Contri et al. 2010) je technologie CASA jiz vice nez 30 let pouzivana pro kinematickou
analyzu pohyblivosti spermii u rznych druhti savct véetné ¢lovéka (Bompart et al. 2018).
Prostfednictvim tohoto systému mohou byt kromé udajii 0 dynamice a motilit¢ spermii ziskany
i informace o jejich morfologii a koncentraci, ale stupeni automatizace Se mezi systémy, kterych

Vv soucasné dobé existuje pfiblizné dvanact, stale 1isi (Amman & Katz 2004).

Systém pro analyzu spermii (CASA) se sklada z fdzového kontrastniho mikroskopu,
videokamery a pocitace se specifickym softwarem, ktery kromé¢ identifikace a sledovani vSech
spermii ve videozdznamech umozihuje i vypoCet ziskanych dat. Nasnimany obraz
mikroskopického pole je preveden na digitalni obraz za pouZiti vysoce negativniho fazového
kontrastu zobrazujici bilé hlavicky spermii na tmavém pozadi. Obraz kazdé digitalizované
hlavy spermii je pocitaem vyhodnocen jako uréity pocet obrazovych bodi (pixell). Pocita¢
rozpozna objekt jako hlavicku spermie dle jeji o¢ekdvané minimalni a maximalni velikosti
Vv zavislosti na zivo¢isném druhu. Ptipad, kdy je neéistota nespravné vyhodnocena jako
hlavicka spermie, je zdrojem chybovosti. Tu vSak muze uzivatel softwaru pienastavenim
hodnoty parametra (circularity, elongation, size) korigovat. Poté, co byla hlavicka spermie
identifikovana, stanovi pocita¢ jeji polohu (X, y) dle takzvaného referen¢niho bodu, ktery je
urcen bud’ sttedem hlavicky nebo jejim nejjasnéjsim bodem. Kdyz jsou vSechny identifikované
hlavicky spermii v jednom poli formou pocitacovych dat zaznamenany, je analyzovano dalsi
pole. Polomér, ve kterém pocita¢ obraz hlavicky vyhledava, je dan pfedpokladanou maximalni
vzdalenosti, jenZ spermie v daném €asovém obdobi urazi. Tato vzdalenost je Casto nastavena
uzivatelem a lisi se podle toho, zda jsou spermie vV semenné plazmeé nebo v kultivaénim médiu.

Nasledné jsou vypocteny soufadnice spermii (X, y) a analyzovano dalsi pole, dokud neni
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snimani dokonc¢eno. U kazdé spermie se rekonstruuje trajektorie referen¢niho bodu

a vypocitava se série kinematickych hodnot (Mortimer 2000).

Pti pouziti CASA systému jsou vSechny spermie v zorném poli hodnoceny pied analyzou
dalSiho snimku v sekvenci. Z toho vyplyva, Ze pokud je v zorném poli piili§ mnoho spermii,
nemusi pfistroj presné zrekonstruovat jejich trajektorie. Jestli Ze se spermie navzajem srazi,
jejich kinematika se na okamzik zméni, coz mize ovlivnit i jednotlivé parametry motility.
Z tohoto duvodu musi byt zvolena spravna koncentrace (Mortimer 2000). Verstegen et al.

(2002) uvadi optimalni koncentraci spermii pro CASA analyzu v rozmezi 30-50 x 10%/ml.

Pro spravnou interpretaci vysledki z CASA systému je kromé zminéné koncentrace
dualezity také typ pocitaci komulrky a objem vzorku. Pro Maklerovu komurku se doporucuje
objem 4 pl (Januskauskas et al. 1999). Pohybové parametry stejné jako celkové procento
progresivné se pohybujicich spermii mize ovlivnit i délka trvani celé analyzy a pouzité

kapacita¢ni médium / fedidlo (Contri et al. 2010).

Pfi¢inou nejcastéjsi chybovosti CASA systému je kromé kolize spermii a nepienosti
trajektorii v disledku jejich vysoké koncentrace také $patné rozpoznani objektd (Verstegen
et al. 2002).

3.5.1.1 Hyperaktivace motility a systém CASA

Jelikoz nelze hyperaktivované spermie identifikovat pouhym okem, je vyuziti systému
CASA v tomto ohledu nezbytné. Je nutné si vSak uvé€domit, ze trajektorie jsou tak komplexni,
Zze nexistuje Zadny jediny kinematicky parametr, ktery by spolehlivé definoval
hyperaktivovanou motilitu. Proto je nutné souhrnné posoudit vSechny parametry a pfi

zhodnoceni pouzit logickych argument (Mortimer & De Jonge 2018).

Dle Mortimer & Mortimer (1990) je vSak hlavni rozliSovaci charakteristikou
hyperaktivace zvySeni amplitudy bic¢ikového ohybu, které mize byt detekovano

prostiednictvim systému CASA jako zvySeni primérné Sitky oscilace hlavicky (ALH).

Broekhuijse et al. (2011) uvadi nasledujici hodnoty kinematickych parametrii pro
hyperaktivované kanci spermie: VAP 95,1 + 20,5, VSL 68,5 + 18,4, VCL 175,2 = 37,3, ALH
7,3+ 1,3.
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4 Material a metodika

4.1 Material

Pokud neni uvedeno jinak, byly pro vSechny experimenty pouzité chemikalie od firmy
SIGMA-ALDRICH z USA.

Semenné davky kance LDZ-67 plemene Ladrance byly ziskany z insemina¢ni stanice
PROAGRO Nymburk a nativni ejakulat kance plemene duroc z inseminaéni stanice Skrsin. Jak
inseminaéni davky, tak nativni ejakulat byly pifepravovany a uchovavany v termoboxu

pii konstantni teploté 17 ° C.

4.2 Metodika

4.2.1  Priprava spermii

Inseminacni davka

Zkumavka typu Falcon, do které bylo odebrano 5 ml inseminacni davky, byla umisténa
do centrifugy (Benchmark LC—8 series), kde byla pii 300 x ga 17 ° C po dobu 10 minut stacena.
Vznikly supernatant byl odstranén pasterkou a k vytvorenému sedimentu spermii byl ptidan 1
ml PBS (0,01 M Phosphate buffered Saline; 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCI; pH 7,4), ve kterém
byly spermie resuspendovany. Objem byl nasledné doplnén PBS na 5 ml a zkumavka byla opét
umisténa do centrifugy. Za ticelem promyti spermii od slozek fedidla byl tento proces dvakrat
opakovan. Po dokonéeni promyvani byla provedena kontrola koncentrace spermii
prostiednictvim Maklerovy komirky (Sefi-Medical instruments, Haifa, lzrael, hloubka

komory 10 um), pii které byl pouzit nasledujici vypocet (rovnice 1):

pocCet spermii X faktor konverze

velikost pole X pocet Ctvercl X tloustka sklicka X redéni
Rovnice 1: vypocet koncentrace spermii ve vzorku
Pokud byla zjiSténa nevyhovujici koncentrace, byla upravena fedénim na vyslednou

koncentraci 2,5 — 5 x 107 spermii / mililitr.

Nativni ejakulat

Nativni ejakulat byl zfedén v poméru 1:9 s PBS a prostfednictvim Maklerovy komurky

byla provedena kontrola koncentrace.
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4.2.2  Priprava kapacita¢niho media

Pro kapacitaci spermii bylo pfipraveno kapacitacni médium TL-HEPES-PVA. VSechny
jeho slozky v pfesné stanoveném mnozstvi byly rozpustény v 500 ml ultra ¢isté H20. Slozeni

TL-HEPES-PVA je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Slozky kapacitatniho média TL-HEPES-PVA.

slozka mnoZstvi
NaCl 3,33165¢g
KCl 0,1193 g
NaH2P04.H20 ]0,0204 g
Na laktat 0,70 ml
MgCl2 .6 H20 0,05085 g
HEPES 1,1915¢g
Na pyruvat 0,011g
Sorbitol 1,093 ¢g
NaHCO3 0,084 g
CaCl2.2 H20 0,147 g
Gentamicin 0,0125 ml
Penicilin G 0,0325g
PVA 0,05g

pH kapacitaéniho media bylo prostfednictvim pH metru upraveno na doporucené pH 7,3—
7,4. Kapacitacni medium bylo nasledné prefiltrovano ptes filtracni papir a do 50 ml vzniklého

filtratu byly pfidany nasledujici chemikalie: 0,0275 g Na pyruvatu, 0,099 g glukozy a 1 g BSA.

4.2.3  Kapacitace spermii

Sediment spermii vznikly po posledni centrifugaci a zbaveny supernatantu byl
resuspendovan Vv 10 ml piipraveného kapacitaéniho média TL-HEPES-PVA. Do plastové
mikrozkumavky Eppendorf® o objemu 1 ml bylo podle nasledujicicho schématu (obrazek 8)
pfipraveno 6 vzorki. Vzorek s DMSO (dimethylsulfoxid) piedstavoval kontrolu prostiedi,
ve kterém byl rozpoustén inhibitor MG 132. Konec¢na koncentrace DMSO v kapacitacnim

médiu se spermiemi byla 1%.
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S S S S S S

500 ul SHK 4955 ul S+K 495,25 ul S+K 497.625 ul SHFK 498,812 ul S+K - 499,525 pul S+K
\/ 45uDMSO 475 uIMG 132 2,375l MG 132 1,188 wI MG 132 0,475 ul MG 132

\J v} \/ \ \J

kontrola DMSO MG 132 100 uM MG 132 50 uM MG 132 25 uM MG 132 10 uM

Obrazek 8: Schematické znazornéni piipravenych vzorka (S+K — spermie v kapacitaénim
médiu).

Spermie vV takto pfiravenych vzorcich byly pro navozeni kapacitace inkubovany
Vv termostatu pii teploté 38 °C s 5% CO2 po dobu 2 hodin. Tyto vzorky byly ur¢eny k hodnoceni
kinetickych parametri syst¢émem CASA.
Dale byly ptipraveny tii skupiny vzorkd z insemina¢nich davek, kazda o objemu 10 ml,
ktery byl rozpipetovan do 20 mikrozkumavek Eppendorf®, viz obrazek 9.
0,5ml

BN
B RN
TUTTT TUUTU U

spermie + kapacita¢ni médium  spermie + kapacitaéni médium  spermie + kapacitani médium
+ DMSO + 100 uM MG 123

Obrazek 9: Schematické znazornéni ptipravenych vzorkt spermii ur¢enych pro kapacitaci
a naslednou indukci akrozomalni reakce.

Spermie v takto ptipravenych mikrozkumavkach byly pro navozeni kapacitace
inkubovany v termostatu pii teploté 38 °C s 5% CO2 po dobu 2 hodin. Tyto vzorky byly uréeny
k indukci akrozomalni reakce.

4.2.4 Indukce akrozomalni reakce
U spermii pfipravenych zinseminaénich davek (viz vySe) byla indukovana
akrozomalni reakce.

K suspenzi spermii jednotlivych vzorka byl po dvou hodinach kapacitace pridan Ca—

ionofor do findlni koncentrace 5 uM. Nésledovala Sedesatiminutova inkubace Vv termostatu pii
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teploté 38 °C s 5% COz2. Po ukonceni inkubace s Ca—ionofrem byla suspenze bun¢k 3 x promyta.

K promyvani byla pouzita centrifugace pii 250 X g po dobu 10 minut za pokojové teploty.

4.2.5 Znaceni akrozomu pomoci PNA lektinu — vlhka fixace

Promyté spermie, které podstoupily inkubaci s Ca—ionoformem, byly resuspendovany
v PBS a jejich koncentrace byla zkontrolovana pod svételnym mikroskopem (Nikon, Tokio,
Japonsko). V piipadé nevyhovujici koncentrace bylo bud’ pfidano vice PBS (vysoka
koncentrace) anebo bylo znovu provedeno odstfedéni a snizeno mnozstvi piidavaného PBS

(nizka koncentrace).

Na podloznim sklicku byla prostfednictvim PAN Pen liquid rockeru vymezena plocha
v podobé kolecka, do které bylo naneseno 20 ul suspenze spermii v PBS a 50 pul vymrazeného
acetonu a methanolu v poméru 1:1. Jako negativni kontrola byly pouzity ejakulované spermie.
Preparaty pro vlhkou fixaci byly inkubovany 5 minut pii pokojové teploté a nasledné byly 3x
oplachnuty PBS. Takto pfipravené preparaty byly po zaschnuti uloZzeny do lednice pro dalsi

zpracovani.

Sklicka se spermiemi byla po jejich vyjmuti zlednice oplachnuta PBS.
Do vyznaéeného kolecka bylo ptidano 150 ul SuperBlocku. Spermie na skli¢ku byly nasledné
po dobu 30 minut pii pokojové teploté inkubovany ve vlhké komurce. Po inkubaci bylo sklicko
oplachnuto PBS. Do kolec¢ka bylo naneseno 100 pul PNA-Rhod (PNA-FITC) 1:500 v PBS
a spermie na sklicku byly po dobu 30 minut pfi pokojové teploté inkubovany ve tmé ve vlhké
komurce. Po inkubaci bylo sklicko oplachnuto PBS a destilovanou vodou. Po okapani byla
do kolec¢ka nanesena kapicka (cca 10 pl) VectaShield DAPI, kolecko bylo zakryto krycim
sklickem a zafixovano lakem na nehty. Sklicka byla dana do krabic¢ky a ulozena do lednice

na maximalné 14 dni.

Takto ptipravené vzorky byly vyhodnocovany pod fluorenscencnim mikroskopem
(Nikon Eclipse E 600, Tokio, Japonsko) a foceny prostiednictvim kamery (Nikon Digital Sight
DS-Fi 1, Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements. Z celkového mnozstvi
ptiblizné 200 bunék byly pocitany spermie s intaktnim akrozomem a nasledné bylo vypocitano

procentudlni zastoupeni spermii, které prosly akrozomalni reakci.

4.2.6 Hodnoceni motility

Funk¢ni parametry motility spermii byly hodnoceny prostrednictvim systému CASA

(computer assisted semen analysis; NIS AR 4 500, Nikon, Tokyo, Japan a Laboratory Imaging,
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Praha, Ceska republika) vyuZivajici mikroskop Eclipse E600 s fazovym kontrastem (Nikon,
Tokyo, Japonsko), ktery byl dale vybaveny ohfevnou deskou (Tokai Hit, Shizuoka, Japonsko),
objektivem s negativnim fazovym kontrastem (Nikon, Tokio, Japonsko) a digitalni kamerou

DMK 23UMO021 (The Imaging Source, Bremen, Némecko).

Vsechny vzorky byly hodnoceny kazdou hodinu inkubace. Celkem tedy byla
provedena 2 hodnoceni. Déle byl hodnocen vzorek fedéného nativniho ejakulatu pro porovnéni

kinetickych parametri motility spermii se spermiemi v inseminac¢ni davce.

Do ptedehiaté (38 °C) Maklerovy komurky byl vlozen vzorek se spermiemi 0 objemu
5 ul. Maklerova komurka se vzorkem byla umisténa na 38 °C vyhtatou ohfevnou desku
mikroskopu. Nasledné byly zaznamenavany parametry kinetiky spermii v Sesti nahodnych
polich, jejichz analyza byla provedena v programu NIS AR 4500. V ném byly nastaveny tyto
parametry (tabulka 4):

Tabulka 4: Nastaveni parametri v programu NIS AR 4500 pii hodnoceni kinetickych

parametrt spermii z nasnimanych poli.

max object speed 800 pum/s

StDev Multiplication Factor 2.0 stdev

join tracks up to 3 frames apart
remove track shorter than 31 segments
VAP Averaging 9 points

size 4,25 -10,84 um
circularity 0,4-0,76
elongation 1,95-4,54

Vysledné hodnoty Sesti kinetickych parametrti spermii, konkrétné¢ VCL (curvilinear line
velocity, rychlost na skuteéné draze) VSL (straight line velocity, linearni rychlost), VAP
(average path velocity; pramérna rychlost pohybu), LIN (linearity, linearita), ALH (amplitude
of lateral head displacement, sitka oscilace hlavicky) a STR (straightness, pfimost drahy), byly
podrobeny statistické analyze. Spermie s VAP > 15 um/s byly klasifikovany jako pohyblivé.

Tento proces byl opakovan u vSech Sesti vzorkd.
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4.2.7 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data byla hodnocena prostfednictvim jednofaktorové a vicefaktorové ANOVY
v programu Statistica 12 (StatSoft CR, Prague, Czech Republic). Hladina statistické

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

5.1 Detekce integrity akrozomu po indukci akrozomalni reakce

V prvnim experimentu byl sledovan vliv inhibitoru proteazomu MG132 na kapacitaci

a naslednou indukci akrozomalni reakce kanc¢ich spermii.

Na zéklad¢ detekce integrity akrozomu pomoci vazby s PNA lektinem byla vyhodnocena
indukce akrozomalni reakce kalcium ionoforem (kapitola 4.2.4.). Obrazek 10 ukazuje
reprezentativni vzorek s detekovanym akrozomem u ejakulovanych (A), kapacitovanych (B)

a akrozomaln¢ zreagovanych spermii (C).

10 pm
—

Obrazek 10: Detekce integrity akrozomu pomoci vazby PNA lektinu konjugovaného
s rhodaminem (Cerveng), jadra znaCena DAPI (modie); A — ejakulované, B —
kapacitované,

Bylo zjisténo, Ze ptitomnost inhibitoru (100 uM MG132) v kapacitaénim médiu snizila
procento akrozomaln¢ zreagovanych spermii oproti kontrolnim skupinam, samotna
akrozomalni reakce vSak inhibitorem potlacena nebyla. Celkové vysledky hodnoceni integrity
akrozomu u skupiny spermii ejakulovanych, po kapacitaci a po indukci akrozomalni reakce
ve vzorcich v (nemodifikované médiu, médiu s DMSO a se 100 pM MG132) jsou znazornény

v tabulce 5.

Tabulka 5: Procento akrozomaln¢ zreagovanych spermii u jednotlivych experimentalnich
skupin.

STAV CELKOVY POCET SPERMIIS % AKROZOMALNE
POCET AKROZOMEM ZREAGOVANYCH
SPERMII
po ejakulaci 214 180 15,89
po kapacitaci 197 127 35,53
s DMSO 241 189 21,58
se 100 uM MG132 204 159 22,06
po indukci AR 194 25 87,11
s DMSO 221 5 97,73
se 100 uM MG132 202 40 80,19
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5.2 Vliv inhibitoru MG132 na motilitu kanc¢ich spermii

Dale byl hodnocen vliv inhibitoru MG132 na motilitu kan¢ich spermii béhem kapacitace
in vitro. Ten bud’ nemél na kinetické parametry motility kancich spermii ve sledovanych
koncentracich (10, 25, 50 a 100 uM) a casech (0 h, 1 h, 2 h) zadny vliv, anebo byl naopak

pozorovan negativni efekt inhibitoru, jak je patrné z tabulky 7.

V Case 0 nebyl pozorovan signifikantni vliv inhibitoru na kinetické parametry motility
v zadné testované koncentraci. Zadny signifikantni rozdil nebyl pozorovan ani pii hodnoceni

vSech kinetickych parametri spermii mezi kontrolnimi vzorky a vzorky s DMSO.

Sitka oscilace hlavi¢ky (ALH) je jedinym parametrem, kde byl viéi kontrolni skuping
pozorovan vyznamny signifikantni rozdil u vSech sledovanych vzorka s inhibitorem (10 uM,
25 uM, 50 uM a 100 uM MG123) v prvni i druhé hodiné kapacitace (10 uM 2h — p < 0,01,
ostatni p <0,001).

Signifikantni rozdily u parametru linearni rychlosti (VSL) byly zaznamenany
az U skupiny spermii inkubovanych v pfitomnosti 50 a 100 uM MG132, a to ve vSech
hodnocenych ¢asech kapacitace (1 h, 2 h). V prvni hodiné kapacitace byl vsak zaznamenan
statisticky vyznamnéjs$i rozdil u skupiny spermii inkubovanych Vv ptfitomnosti 50 uM MG132
(p <0,01).

U parametru linearity (LIN) a rychlosti na skute¢né draze (VCL) byly oproti kontrolni
skupiné spermii zjistény signifikantni rozdily ve vzorkach s 50 a 100 uM MG132 v prvni
I druhé hoding inkubace a dale ve vzorkach s 25 pM MG132 v prvni hodiné inkubace (p <
0,05).

Negativni efekt inhibitoru na hodnotu primérné rychlosti pohybu (VAP) spermii byl
zjis$tén u vzorkli s MG132 v koncentracich 25, 50 a 100 uM a to béhem celé doby inkubace.

U parametru piimost drahy (STR) byl zjistén signifikantni rozdil ve vzorcich s dvéma

nejvyS$imi koncentracemi inhibitoru v prvni 1 druhé hodiné€ kapacitace.
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Tabulka 6: Vliv inhibitoru MG 132 na motilitu kan¢ich spermii z inseminacni davky béhem

inkubace ve 38 °C
CAS
PARAMETR SKUPINA oh 1h 2h

K 25,79 £ 1,16 35,22 £ 0,82 43,09 + 4,17
DMSO 26,16 1,32 37,92 + 1,43 46,28 + 1,66

LIN (%) MG10puM 26,52 + 1,41 38,96 + 1,61 44,68 + 4,33
MG25uM 2548 + 1,49 40,23 + 2,06* 43,79 +3,91
MG50 uM 26,51+ 1,26 53,57 + 1,68*** 54,53 + 2,82*
MG 100 uM 26,22 + 1,37 54,73 +2,03*** 54,89  3,47*
K 69,98 + 2,03 74,91 + 1,12 73,52+ 1,18
DMSO 69,27 + 2,73 77,43 1,94 77,71 1,38

STR (%) MG10 uM 68,77 + 2,45 77,08 + 1,94 72,86 + 1,97
MG25uM 68,93 %261 78,82 + 1,74 78,01 + 1,89
MG50 uM 68,34 +2,75 85,42 +2,23%** 86,06 + 1,93***
MG 100 pM 69,02 + 2,58 82,53 +2,35%%% 81,21 + 4,53 *¥*
K 28,57 + 1,21 91,61 + 1,21 74,96 + 4,41
DMSO 27,72 +1,19 87,97 +2,16 77,97 + 2,87

VAP (pm/s) MG10 pM 27,94 1,32 89,99 + 2,36 63,51+ 5,8
MG25uM 27,87 +1,14 76,53 + 2,04*** 55,34  3,45%*
MG50 uM 26,99 + 1,28 73,89 + 2,47%%* 59,87  4,24%*
MG 100 M 28,36 + 1,42 72,99 + 2,34%%* 58,42 + 3,21%*
K 78,13 + 1,86 164,77 + 1,87 143,26 7,65
DMSO 76,09 + 1,97 161,29 + 2,03 146, 22 + 5,34

VCL (pm/s) MG10pM 78,77 1,76 165,36 + 2,41 133,36 * 6,27
MG25uM 78,03 +1,381 148,05 +2,74* 141,07 + 8,54
MG50 uM 77,05+ 2,01 123,79 + 2,76*** 115,41 % 6,81*
MG 100 uM 79,11 + 1,94 118,54 + 2,39*** 114,12 + 8,27*
K 20,11 +0,75 70,80 + 1,56 65,27 + 2,82
MGDMSO 19,31+ 0,92 70,61 + 2,03 66,36 + 4,63

VSL (nm/s) MG10puM 19,79 + 1,03 73,05 + 1,89 58,19 + 4,77
MG25uM 19,54+ 0,96 66,82 + 1,79 55,63 +5,6
MG50puM 19,77 +1,12 54,34 + 2,01** 42,71 + 3,8*
MG 100 uM 20,98 + 0,82 58,76 + 1,65* 43,54 + 4,65*
K 3,21+0,13 7,31+0,12 6,39 + 0,42
DMSO 3,18+0,18 7,48 0,19 6,03 + 0,18

ALH (pm) MG10uM  3,12+0,16 5,82 + 0,21%** 5,79 + 0,39**
MG25uM  3,19+0,17 5,42 + 0,27%** 4,17 + 0,44%%*
MG50puM  3,11+0,12 4,74 + 0,22%%% 3,94 + 0,29%**
MG 100 yuM 3,29 +0,17 4,59 + 0,53%** 3,79 + 0,34%**

Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi pokusnou skupinou a kontrolni skupinou v daném ¢ase (*p<0.05;

** <0,001 **p<0.001; LIN: linearita, linearity, STR: pfimost drahy, straightness VAP: primérna rychlost pohybu, average
path velocity; VCL: primérna rychlost na skute¢né draze, curvilinear velocity; VSL: linearni rychlost, straight-line velocity;
ALH: amplituda oscilace hlavi¢ky, amplitude of lateral head displacement; K: kontrola; MG: inhibitor MG123; DMSO —
dimethylsulfoxid. Data pfedstavuji primér = smérodatnou odchylku (SD).

43



5.3 Kinetické parametry spermii v insemina¢ni davce a nativnim ejakulatu

K experimentu byly vyuZivany insemina¢ni davky z divodu jejich lepsi standardizace.
Pro orientacni srovnani byl opatfen nativni ejakulat a z jeho vzorkii vyhodnoceny kinetické
parametry spermii. Pii porovnani primérnych hodnot funk¢nich parametrd motility spermii
Vv inseminacni ddvce vici nativnimu ejakulatu byly pozorovany signifikantni rozdily (p <0.001)
V linearit¢ (LIN, linearity), pifimosti drahy (STR, straightness), rychlosti na skutecné draze
(VCL, curvilinear line velocity) a Sifce oscilace hlavicky (ALH, average path velocity).

Primérné hodnoty v¢etné odchylek jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Rozdily primérnych hodnot kinetickych parametrti spermii v inseminacni davce
a nativnim ejakulatu pied kapacitaci.

KINETICKY PARAMETR ZDRO]

INSEMINACNI DAVKA | EJAKULAT
LIN 25,61 + 0,37** 30,69 + 1,11
STR 57,76 + 0,68** 68,52z 2,05
VAP 48,18 + 0,86 44,74 + 1,58
VCL 97,38 + 1,46** 78,83 3,41
VSL 22,46 + 0,87 20,73 £ 0,29
ALH 3,26 + 0,06** 2,520,17

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

Zralé spermie jsou vysoce kompartmentalizované bunky, které vSak nemaji zadnou
vyznamngj$i transkripéni ani translacni aktivitu. Ztohoto divodu ma fosforylace
a defosforylace proteinli obrovsky vyznam pfi regulaci dalezitych procest, jakym je prave
kapacitace. Béhem ni dochazi nejen ke strukturalni a funkéni remodelaci saméi pohlavni buniky,
ale diky tyrosinové fosforylaci proteini bi¢iku i k hyperaktivaci motility, ktera napomaha
spermii odpoutat se z oviduktalniho rezervoaru a nasledné proniknout skrz kumulus a zona

pellucida oocytu (Nassar et al. 1999).

Fosforylaé¢ni / defosforylacni stav proteind je fizen aktivitou proteinkinaz a fosfataz (Naz
& Rajesh 2004). Pravé proteinkinaza A katalyzuje kromé fosforylace celé tfady cilovych
proteind také fosforylaci 26S proteazomu, multikatalytického enzymového komplexu, ktery
degraduje proteiny znacené ubikvitinem. I pfesto, ze je proteazomalni aktivita regulovana
fosforylaci, sama muize pfimo nebo nepiimo kontrolovat aktivitu proteinkinaz (Sutovsky,

2011).

Inhibice proteazomu inhibitorem MG132 méni prubéh kapacitace in vitro (Kong et al.
2009) a diky souc¢asnym poznatkim lze pfedpokladat, Ze by mohla ovlivnit pohyblivost spermii

behem kapacitacniho procesu a ptipadné i naslednou akrozomalni reakci.

Zjisténé vysledky na modelu kancich spermii ukazuji, ze dvé nejvyssi koncentrace (50
a 100 uM) inhibitoru MG132 negativné ovlivnily vSechny sledované kinetické parametry
motility spermii. V ¢ase 0, tedy ihned po kontaktu spermii s inhibitorem v piislusné
koncentraci, nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily, coz naznacuje, ze pouhy kontakt

inhibitoru se sam¢imi pohlavnimi butikami zmény funkénich parametrii motility nenavozuije.

Studie Songsasen et al. (2002) prokazala, ze DMSO (dimethylsulfoxid) ovliviiuje
pohyblivost psich spermii. Gilmore et al. (1998) vSak tvrdi, Ze u kancich spermii pronika
DMSO jejich plazmatickou membranou pomalu, coz koreluje 1 s vysledky z této prace,
kdy nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily pfi hodnoceni kinetickych parametrd spermii
mezi kontrolnimi vzorky a vzorky s DMSO, ve kterém byl rozpoustén inhibitor. Tsakmakidis
et al. (2011) tvrdi, ze DMSO jako rozpoustédlo by mélo byt u kanc¢ich spermii pro aplikace in

Vvitro pouzito v koncentracich nizsich nez 2 %. Tsamakidis et al. (2011) a Lee et al. (2011)
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shodné uvadi, Ze vyrazné snizeni motility bylo pozorovano pfi koncentracich vyssich nez 5%

DMSO. V této praci byla kone¢na koncentrace DMSO v kapacitacnim médiu se spermiemi 1%.

Sitka oscilace hlavicky (ALH) je jedinym parametrem, kde byl pozorovan signifikantni
rozdil ve vSech sledovanych koncentracich po prvni i druhé hodiné inkubace. Pravé tento
parametr, ktery je odrazem zvySené amplitudy ohybu biciku, je dle Mortimer & Mortimer
(1990) hlavni rozliSovaci charakteristikou hyperaktivace. U kontrolni skupiny byla nejvyssi
pramérna hodnota ALH, tj. 7,31 £ 0,12 zjisténa v prvni hodin¢ kapacitace. To zcela koreluje
s vysledky Broekhuijse et al. (2011), ktery udava hodnotu ALH pro hyperaktivované spermie
7,3 + 1,3, ¢i se studii Schmidt & Kamp (2004) udavajici hodnotu 8,0 £ 1,8.

Zatimco hodnota ALH se v prub¢hu kapacitace zvysuje, linearita (LIN, index odchylky
drahy od piimky) dle Mortimer (2000) u kancich spermii v prubéhu kapacitace klesa. To je
v nesouladu s vysledky z této prace, kdy pramérna hodnota LIN s postupujicim kapacita¢nim
procesem u vsech sledovanych vzorkl rostla. To by vSak mohlo byt zpiisobeno v dusledku
ptitomnosti hydrogenuhli¢itanu v kapacitaénim médiu TL-HEPES-PVA. Efekt zvySeni LIN
Vv ptitomnosti hydrogenuhli¢itanti v inkubaénim médiu byl popsan Holtem & Harrisonem
(2005). Zvyseni LIN béhem inkubace spermii popisuje ve své studii i Herreros et al. (2005).
Sama o sob¢ je diskutujici jiz praimérnad hodnota LIN pied za¢atkem kapacitace, ktera se u vSech
vzorkt pohybovala v rozmezi 25,48 — 26,52 %. To by korelovalo s vyssi hodnotou ALH (3,11
— 3,21), nebot’ dle Mortimer (1997) 1ze obecné fici, ze s rostoucim ALH se LIN zmensuje.
U nehyperaktivovanych spermii by méla byt dle Schmidt & Kamp (2004) hodnota ALH 1,3 +
0,5 a hodnota LIN 41,5 + 23,5. Jedno z vysvétleni, pro¢ byly naméfeny vyse uvedené hodnoty
u ALH a LIN by bylo mozné nalézt ve studii Harayama (2018). Ten popisuje u kanct a bykt
takzvanou ,,nonfull-type hyperaktivaci®, pii které¢ nekapacitované spermie vykazuji kruhovy
pohyb proti sméru hodinovych rucicek. Yamada et al. (2018) popsali tento typ pohybu
u rozmrazenych byc¢ich spermii, pro kanc¢i spermie vSak tyto informace chybi. JelikoZ probihala
vétSina experimentll v zimnich mésicich, vyvstava otazka, zda nebyly spermie vystaveny

chladovému Soku.

Pro orientaéni srovnani byl opatfen nativni ejakulat a z jeho vzorkli vyhodnoceny
kinetické parametry spermii. Mezi inseminacni davkou a nativnim ejakulatem byly zjiStény
signifikantni rozdily v parametrech LIN, STR, VCL a ALH. Vzhledem ke zjisténym hodnotam
parametrii motility spermii z inseminaéni davky by bylo pro dalsi experimenty vhodné&jsi pouzit

nativni ejakulat, avSak za predpokladu, Ze bude spliiovat pfedem stanovené parametry.
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Ty mohou byt u nativnich ejakulatti na rozdil od insemina¢nich davek pomérn¢ variabilni, a ne

kazdy nativni ejakulat musi tyto parametry spliiovat.

VIiv inhibice proteazomu na kinetické parametry nebyl doposud na kanéich spermiich
zkouman. Zjisténi, ze 10 uM koncentrace MG132 neovlivnila (aZ na hodnotu ALH) motilitu
kanc¢ich spermii koreluje s vysledky studie Saldivar-Hernandez et al. (2015), ktera byla
provedena na lidskych spermiich. Vyssi koncentrace inhibitoru MG132 na motilitu spermii
vSak zkoumdana nebyla. Dle zjisténych vysledki je zlomovou hranici vlivu inhibitoru
na motilitu koncentrace 50 uM MG132. Zda se, ze mezi koncentracemi 50 a 100 uM MG132

nejsou s ohledem na funkéni parametry motlity spermii vyznamné signifikantni rozdily.

Akrozomalni reakce, kterd byla po dvou hodinach kapacitace indukovana kalcium
ionoforem, nastala u 80,19 % spermii inkubovanych v ptitomnosti 100 uM inhibitoru MG132.
V kontrolnim vzorku probéhla akrozomalni reakce u 87,11 % spermii. Tyto vysledky opét
koreluji s vysledky studie Saldivar-Herndndez et al. (2015), kde akrozomalni reakce
indukovana kalcium ionoforem nastala u 75 % spermii inkubovanych s MG132. To by
naznaCovalo, Ze inhibice proteazomu nemd vliv na akrozomdlni reakci. Je vSak nutné
si uvédomit, ze kalcium ionofor je nefyziologickym induktorem, pfi jehoZ pouziti nedochazi
k aktivaci vSech signalnich drah ucastnicich se spousténi fyziologické akrozomalni reakce.
Indukci akrozomalni reakce Vv pfitomnosti inhibitoru MG132 fyziologickym induktorem,
progesteronem, provedli ve své studii na lidskych spermiich Kong et al. (2009), pfi niz
7e poté, co byly spermie promyty od MG132, resuspendovany v ¢erstvém médiu a oSetieny
progesteronem, nebyly schopny akrozomovou reakci stale podstoupit (Kong et al. 2009).
Z tohoto divodu by bylo vhodné pii dalSich pokusech pouZivat fyziologické induktory
(solubilizované glykoproteiny zona pellucida ¢i progesteron), aby byly co nejvice napodobeny
podminky reprodukéniho traktu samice a funkce proteazomu pii regulaci akrozomalni reakce

tak byla 1épe pochopena.

47



[ Zavér

Na zaklad¢ vysledku experimentu zaméten¢ho na sledovani kinetickych parametri
spermii pfi inhibici proteazomu béhem kapacitace in vitro byla potvrzena hypotéza, ze inhibice
ubikvitin—proteazomového systému inhibitorem MG132 ovliviiuje kinetické parametry
na motilitu spermii zadny vliv, dvé nejvyssi koncentrace inhibitoru MG132 negativné ovlivnily
vSechny sledované Kinetické parametry spermii, coz poukazuje na zapojeni proteazomu
do regulace motility saméich pohlavnich bunék béhem kapacitaéniho procesu. Indukce
akrozomalni reakce nefyziolgickym induktorem kalcium ionoforem probéhla u 80,19 %
spermii. S ohledem na vysledky studii fyziologicky indukované akrozomalni reakce
s inhibitorem MG132, nelze s jistotou fici, ze by proteazom nebyl do exocytézy akrozomu
spermii zapojen. Zavérem lze tedy konstatovat, ze role ubikvitin — proteazomového systému

v reprodukci by méla byt i nadale intenzivné zkoumana.
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