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Zmény ve fosforylaci vybranych proteini ve spermiich
béhem jejich maturace

Souhrn

Aby spermie byla schopna oplodnit oocyt, musi projit procesem maturace. Béhem ni se
u spermii odehravaji kvalitativni zmény, které daji spermiim fertiliza¢ni schopnost. Maturace
se odehrava jiz pti priachodu spermii nadvarlaty (epididymalni maturace), pokracuje béhem
ejakulace a dale se odehravé i v sami¢im pohlavnim traktu. Zde spermie prodélava kapacitaci.
Kapacitace souvisi se zménami na plazmatické membrané, ale 1 uvnitt spermie. Tyto zmény
vedou k zahdjeni hyperaktivace motility, a nakonec k vyliti akrozomalniho vacku. JelikoZ je
spermie jiz transkripéné neaktivni, vSechny zmény na jejich proteinech se odehravaji
prostiednictvim posttranslacnich modifikaci. Jednou z téchto posttranslacnich uprav je
fosforylace proteint, ktera se muze odehravat na tyrozinovych, serinovych a treoninovych
zbytcich. Fosforylace je proces zodpovidajici za mnohé bunééné procesy a je jednim z hlavnich
markert kapacitace.

Cilem této prace bylo vyhodnotit, zda se béhem jednotlivych matura¢nich stadii vyskytuje
U kanc¢i spermie fosforylace na tyrozinovych a serinovych zbytcich, a jak se pfipadné tato
fosforylace béhem maturace proménuje. Vychazeli jsme z hypotézy, ze se ve spermiich
Vv riznych maturacnich stadiich budou vyskytovat zmény Vv lokalizaci fosforylovanych proteinti
a v mife fosforylace, jelikoZ fosforylace je provazdna s procesem maturace.

V této diplomové praci byla detekovana fosforylace na tyrozinovych a serinovych
zbytcich pomoci specifickych protilatek. Fosforylaci jsme zkoumali pomoci imunodetekce a
denzitometrie. Sledovali jsme zmény mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi a
spermiemi po akrozomalni reakci. Pomoci denzitometrické analyzy jsme u tyrozinu pozorovali
nartust fosforylace béhem kapacitace a déale také po akrozomalni reakci. Nalezli jsme 10
proteint vykazujicich tyrozinovou fosforylaci a u vétSiny z nich jsme pozorovali signifikantni
narast relativni optické denzity béhem kapacitace. Dale jsme pomoci imunofluorescence
pozorovali nékolik fluorescenénich vzori vyskytujicich se napfi¢ vS§emi matura¢nimi stadii.
Byli jsme schopni urcit vzor tyrozinové fosforylace na akrozomalni oblasti, v EqSS a v bi¢iku
jako vzor, ktery se zacina vice vyskytovat béhem kapacitace. Fosforylace na tyrozinu v téchto
oblastech by mohla tedy byt markerem kapacitace.

Na serinu jsme imunodetekovali 12 proteind, z nichZz jen jeden se vyskytoval u
ejakulovanych spermii. Byl tedy pozorovan narast serinové fosforylace béhem kapacitace.
Imunofluorescen¢nimi technikami jsme hodnotili i serinovou fosforylaci. Zde jsme nasli také
nékolik vzort, ale nepodafilo se ndm prokazat zavislost mezi vyskytem vzori a stadiem
maturace.

Pozorovali jsme, Ze nejen proces kapacitace, ale obecné celd maturace spermii je Uizce
spojena s fosforylaci na tyrozinovych, a i na serinovych zbytcich.

Kli¢ova slova: kanci spermie, maturace, fosforylace, fosfotyrozin, fosfoserin



Changes in the phosphorylation of selected proteins in
sperm during their maturation

Summary

In order for sperm to be able to fertilize an oocyte, it must go through a maturation
process. During that time qualitative changes take place on the sperm, which give the sperm
fertilization ability. Maturation takes place during the passage of spermatozoa through
epididymis (epididymal maturation), continues during ejaculation and also takes place in the
female genital tract. There sperm undergoes capacitation. Capacitation is related to changes in
the plasma membrane, but also within the sperm. These changes lead to hyparactivation of
motility, and eventually to the spillage of the acrosomal vesicle. Since sperm is no longer
transcriptionally active, all changes in its proteins take place through posttranslational
modifications. One of these posttranslational modifications is protein phosphorylation, which
can occur at tyrosine, serine and threonine residues. Phosphorylation is a process responsible
for many cellular processes and it is one of the main markers of capacitation.

The aim of this work was to evaluate whether boar sperm phosphorylation occurs at
tyrosine and serine residues during individual maturation stages, and how this phosphorylation
changes during maturation. We hypothesized that sperm at different maturation stages would
undergo changes, as phosphorylation is associated with the maturation process.

In this thesis, phosphorylation at tyrosine and serine residues was detected using specific
antibodies. We investigated phosphorylation using immunodetection methods. We observed
changes between ejaculated and capacitated sperm and sperm after acrosomal reaction. Using
densitometry, we observed an increase in phosphorylation of tyrosine during capacitation and
further after the acrosomal reaction. We found 10 protein bands showing tyrosine
phosphorylation and in most of them we observed a significant increase in relative optical
density during capacitation. Furthermore, we observed by immunofluorescence several
fluorescence patterns occurring across all maturation stages. We were able to identify the
pattern of tyrosine phosphorylation on the acrosomal region, in EQSS and in the flagellum, as a
pattern that begins to occur more often during capacitation. Thus, tyrosine phosphorylation in
these regions could be a marker of capacitation.

We detected 12 protein bands showing serine phosphorylation immunodetectionally, only
one of which occurred in ejaculated spermatozoa. Thus, an increase in serine phosphorylation
was observed during capacitation. We also evaluated serine phosphorylation by
immunofluorescence techniques. We found several patterns there, but we failed to prove the
relationship between the occurrence of patterns and the stage of maturation.

We have observed that not only the process of capacitation, but in general the whole
maturation of sperm is closely linked to phosphorylation on tyrosine and serine residues.

Keywords: boar spermatozoa, maturation, capacitation, phosphotyrosine, phosphoserine
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1 Uvod

Spermie opoustéjici varlata nejsou schopny proniknout zonou pellucidou oocytu
a oplodnit oocyt. Aby fertilizacni schopnosti nabyly, musi projit procesem maturace. Maturace
se odehrdvd v nadvarlatech, béhem ejakulace a in vivo vsami¢im pohlavnim traktu
(Yanagimachi 1994). V nadvarlatech spermie ziskavaji nové proteiny, které se k nim dostavaji
v epididymosomech z bun¢k nadvarletniho epitelu (Dacheux et al. 2012). Béhem epididymalni
maturace spermie ziskavaji schopnost pohybu, ktera je u nich v ocasu nadvarlat opét potlacena.
Béhem ejakulace se spermie dostava do kontaktu se semennou plazmou, ze které ziskava
dekapacitaéni faktory. Ty zabranuji tomu, aby spermie prodélala kapacitaci predcasné.
V oviduktu samice spermie interaguji s epitelialnimi buiikami oviduktu a vytvaii se zde
oviduktalni rezervoar, kde se nasledné¢ odehravéd i zasadni krok, kapacitace. Kapacitace je
nejdulezitéjSim stupném maturace spermii, béhem nc¢hoz se odehravaji zmény vedouci
k hyperaktivaci pohybu a k akrozomalni reakci. Pouze spermie, ktera prod¢la kapacitaci je
schopna oplodnit oocyt. Kapacitaci je mozno navodit i v in vitro podminkach za vyuziti
definovanych kapacitacnich médii (Yanagimachi 1994).

Spermie béhem celého procesu maturace ze svého okoli ziskavaji nové proteiny a zaroven
u nich dochazi ke zménam na jejich vlastnich proteinech. Na téchto zménach se podili
I posttransla¢ni modifikace, jako je napt. glykosylace nebo fosforylace. Fosforylace je v bunce
klicovym procesem. Nejcastéji jsou proteiny a jejich funkce v bunce regulovany pravé pomoci
piidavani nebo odebirani fosfatu na tyrozinové, serinové a treoninové zbytky. NejcasteéjSim
typem fosforylace je fosforylace tyrozinova (Visconti 2009).

Fosforylace se odehrava jiz béhem spermatogeneze, kdy dochazi k fosforylaci histonti na
serinu  (Krishnamoorthy et al. 2006). Fosforylace ovliviiuje motilitu spermie, kdy
v nadvarlatech je motilita ovlivnéna aktivitou glykogen syntaz-kinazy-3 a zaroven i jeji vlastni
fosforylaci. Po ejakulaci je motilita znovu obnovena diky aktivité protein kinazy A (Han &
Haines 2007). Klicovy maturacni krok, kapacitace, je spusténa fosforylaénimi kaskadami. Co
se tyce fosforylace na tyrozinu, existuji tfi cesty, kterymi je kapacitace spousténa. Prvni z nich
je cAMP dependentni dréha, ktera je pro spermie unikatni. Druha draha vyuziva receptorové
tyrozin kinazy vazané na membrané a posledni cesta vyuziva receptory vazané
k nonreceptorovym tyrozin kindzam. Na kapacitaci se podili fosforylace na serinovych
a treoninovych zbytcich, napt. pies aktivitu protein kinazy A (Naz & Rajesh 2004).

Fosforylace odpovida za kvalitativni zmény, které se ve spermii odehravaji a ma velky
vliv na dulezity maturacni krok — kapacitaci. Bez toho, aniz by spermie kapacitaci prosla, by
nemohlo dojit k navazani na zonu pellucida oocytu, nedoslo by k akrozomalni reakci a spermie
by nebyla schopna oocyt oplodnit. Je tedy dilezité zkoumat jaké proteiny fosforylaci podléhaji
a jaky to ma vliv na maturaci spermie (Yanagimachi 1994). Diky tomu by bylo mozné pochopit
Iépe dalsi dualezité procesy odehravajici se ve spermii a ptipadné i odhalit mozné pficiny
idiopatické neplodnosti.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace je potvrdit fosforylaci na vybranych proteinech kanéich
spermii na tyrozinovych a serinovych zbytcich a popsat, jak se tato fosforylace méni mezi
ejakulovanymi spermiemi, spermiemi in vitro kapacitovanymi a spermiemi, u kterych byla in
vitro navozena akrozomalni reakce.

Cil této prace vychazi z hypotézy, ze budou detekovany zmény v lokalizaci fosforylace
ve spermii mezi jednotlivymi matura¢nimi stadii a Ze se bude ménit mira s jakou jsou proteiny
fosforylovany.



3 Literarni reSerse
3.1 Stavba spermie

Samc¢i gamety neboli spermie, jsou z vn&j§iho pohledu rozlisené na tii hlavni Useky, a to
na hlavicku, kréek a bic¢ik. Kazda ¢ast ma svou specifickou funkci a obsahuje rGzné
komponenty. Celé spermie je obalena cytoplazmatickou membranou, ktera hraje dileZitou roli
v maturaci spermii a komunikaci gamet (Yanagimachi 1994; Fawcett 1970; Gadella & Luna
2014).

3.1.1 Hlavicka

Hlavicka je u savcu ve vétSiné ptipadu dorzoventralné zplostéla a ma ovalny tvar.
Piestoze se hlavicky svym tvarem a velikosti mezi druhy 1isi, slozeni a ulozeni akrozomu byva
analogické. Akrozom vytvaii strukturu podobnou ¢epicce, ktera pokryva zna¢nou ¢ast povrchu
jadra (Fawcett 1970; Gage 1998).

Tvar a velikost jadra se mezi jednotlivymi druhy savct ruzni. Je obaleno dvojitou
membrénou skladajici se z vnitiniho a wvné&jsiho listu, které jsou oddéleny twzkym
perinukledrnim prostorem. Chromatin je v jadie v tésném kontaktu s vnitinim listem jaderné
membrany a je velmi kondenzovany. Tato pevna kondenzace je specificka pravé pro spermie
a spociva ve vyméng¢ histonti za protaminy (Fawcett 1970; Gadella & Luna 2014).

Na hlaviéce najdeme akrozomalni vacek, ktery obsahuje lytické enzymy slouzici
k naruSeni vaje¢nych obalt (Fawcett 1970; Eddy 2006). Hlavicku je mozno rozd¢lit na apikalni
¢ast, hlavni cast a ekvatoridlni segment. Na pfechodu mezi hlavni Casti a ekvatoridlnim
segmentem se nachazi ztlusténi akrozomalni cepicky a je zde zvysena denzita akrozomalniho
obsahu. Rozd¢leni hlavi¢ky na jednotlivé zony mizi po primarni vazbé gamet. Pod akrozomem
se nachazi subakrozomalni prostor. Tento prostor oddéluje akrozomalni ¢epi¢ku od jaderného
obalu (Fawcett 1970).

Obréazek 1: EqSS na kandci spermii: zndzornény cernymi Sipkami (Jones et al. 2008).

Na plazmatické membrané¢ se pod ekvatoridlnim segmentem nachazi ekvatorialni
subsegment (EqSS) (viz obrazek 1). Formuje se v pozdni spermiogenezi béhem elongace.
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U byka je EqSS polomésicity a u berana je stfedni velikosti ve tvaru étvrtmésice, u kance (viz
obréazek 1) je vétsi a anteriorné zasahujici do ekvatorialniho segmentu. EQSS se podili na fazi
gamet, ale tato schopnost se objevuje jen béhem a po akrozomalni reakci (AR). Dojde k tomu
vlivem uvolnéni proteaz z akrozomu, které aktivuji prekurzorové fuzni proteiny. EgSS je
obohacen o proteiny fosforylované na tyrozinu (Tyr), coz se déje béhem epididymalni
maturace. Fosfoproteiny v EqSS jsou intracelularni, pravdépodobné jsou lokalizované na
posteriorni ¢asti vnéjsi akrozomalni membrany (OAM) (Jones et al. 2008).

3.1.2 Kréek

Na hlavicku spermie navazuje kréek nasedajici kapitulem na implanta¢ni fossu tvofenou
jadernou membranou. V kréku jsou umistény dvé centrioly — proximalni a distalni.
V dorsoventralni oblasti kr¢ku se vyskytuji jedna az dvé mitochondrie (Gage 1998). Déle je
Vv kréku piitomna struktura membrandzniho Stitu, ktera vznika z jaderné membréany potom, co
dojde ke kondenzaci chromatinu. Tato struktura se v pozdnich fazich spermatogeneze zvétsuje.
Je mozné, ze u nékterych druhi funguje jako endogenni zasoba energie (Fawcett 1970).

3.1.3 Bicik

K tomu, aby se spermie dostala k vajicku a byla oplozeni schopna je dulezita jeji motilita.
Pohyb spermie je zajistén bi¢ikem, ktery je sloZen ze tii ¢asti (Spojovaci ¢ast, hlavni oddil
a koncova cast) (Yanagimachi 1994; Gage 1998).

Energie pro pohyb bi¢iku je generovdn pomoci metabolismu cyklického
adenosinmonofosfatu (CAMP) ve stfedni ¢asti, ktera je bohata na mitochondrie (Gage 1998).
Hlavni stavebni jednotkou biciku jsou mikrotubuly. Kazdy dublet mikrotubult se sklada
z podjednotkového vldkna A a druhého vlakna B, které sdili spole¢nou sténu. Z podjednotky
A vychazeji dvé raménka, z nichz vnéjsi je ve spojeni s nasledujicim dubletem v kruhu. Okolo
axonemy je devét vné&jsich denznich provazca (Fawcett 1970).

Hlavni ¢ast bi¢iku je nejdelsi a vykazuje nejvétsi schopnost pohybu. Na povrchu je v této
¢asti pfitomen fibrdozni Stit. Jedna se o elastickd vldkna, podpirajici strukturu axonemy pii vinéni
biciku (Fawecett 1970).

3.2 Maturace spermii

Fertilizani schopnost je u spermii ziskdvana na nékolika stupnich — béhem jejich
pruchodu nadvarlaty, pfi styku se seminalni plazmou pii ejakulaci, béhem prichodu samicim
reprodukénim traktem a styku se sami¢imi epitelidlnimi bufikami v ném a b&hem interakce
s vajecnymi strukturami (Caballero et al. 2011; Zigo et al. 2020).

3.2.1 Epididymalni maturace

Oplozeni u savctu zalezi na fyziologické struktufe a funk¢nosti gamet. Spermie po
opusténi varlat putuji do nadvarlat, kde dochézi k jejich maturaci, kontrole a skladovani (Lu
1999; Sutovsky et al. 2001). Aby spermie pln¢ dozrala, ziskala pohyblivost a schopnost
oplozeni, musi projit nadvarlaty, kde se odehrava proces maturace (Yanagimachi 1994;
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Dacheux et al. 2012). Tento proces je nezbytny, coz se ukazuje v in vitro prostiedi, kdy spermie
odebrané zvarlat nikdy nedosahnou plné maturace. Pochopeni procesu postvarletni
diferenciace mtize objasnit fadu pficin idiopatické neplodnosti (Dacheux et al. 2012).

Nadvarlata jsou sam¢im organem, kde dochazi k maturaci a skladovani spermii. Maji tfi
casti a to hlavu, t€lo a ocas. Jedna se o soustavu kanalkt, které jsou vystlany epitelem, ktery je
vysoce sekreéné aktivni. Epitelidlni bunky maji kromé sekreéni role jesté funkci absorpéni
a endocytickou, okyseluji nadvarletni tekutinu, produkuji antioxidanty, fagocytuji a také hraji
roli pfi imunitni odpovédi (Caballero et al. 2011).

V nadvarlatech dochdzi k pfeméné povrchovych proteini spermie. Dochazi zde
K posttranslacnim modifikacim, nékteré proteiny jsou odstraiiovany a jiné proteiny se do
spermii nov¢ zabudovavaji. Prostiedi lumen nadvarlat se ve svém pribéhu méni, a to nejen
obsahem proteint, ale i svym chemickym slozenim (Dacheux et al. 2012). Napi. od
proximalniho konce k distalnimu klesa koncentrace sodnych ionti, chloridi a zaroven nartsta
koncentrace organickych molekul (Caballero et al. 2011). Béhem epididymalni maturace se
vyrazné¢ méni povrchové domény plazmatické membrany spermii. Do membrany jsou nové
zabudovavany glykoproteiny sekretované epididymalnimi buikami, jsou specificky
odstranovany nekteré fosfolipidy a nékteré lipidy a proteiny jsou piemist'ované do specifickych
domen. Proteiny, které jsou ve spermii pfitomné uz z varlat jsou v nadvarlatech preménovany
pomoci posttranslacnich modifikaci jako je fosforylace a glykosylace (Akbarsha et al. 2015).
Jednad se tedy o komplexni mikroprostiedi, diky kterému spermie ziskavaji pohyblivost
a schopnost oplodnit oocyt (Lu 1999; Dacheux et al. 2012).

Proteom nadvarletni tekutiny se sklada z vice nez 200 hlavnich proteini které se podili
na maturaci a stabilizaci spermatické plazmatické membrany, coz spermie ochraniuje pred
oxidativnim poskozenim pfi jejich skladovéani a pii ejakulaci do samiciho pohlavniho traktu
(Sutovsky et al. 2001). Spermatozoa jsou po svém odchodu z varlat jesté neaktivni, a proto musi
béhem procesu zrani dojit k jejich interakci s urcitymi proteiny. Tyto proteiny mohou byt
vylucovany bunikami epitelu nadvarlat pfimo do nadvarletni tekutiny, nebo mohou byt
obsazeny napi. v epididymosomech (Dacheux et al. 2012). Epididymosomy jsou sekre¢ni
vezikuly, které vylucuje epitel nadvarlat (Silviera et al. 2018). Vzikaji fragmentaci apikalnich
bublin na epiteliich nadvarlat (Caballero et al. 2011). Jsou v nich obsazeny miRNA, mRNA
a proteiny. Jsou vylucovany do lumen nadvarletnich kanalk pomoci apokrinni sekrece. Jejich
obalovd membréana je obohacena o fosfolipidy, sfingomyeliny a kyselinu arachidonovou.
Dosahuji velikosti 50-250 nm, jsou tedy vétsi, néZ klasické exosomy. Obsahuji velké mnozstvi
proteind, které mohou byt pieneseny ze somatickych bun¢k nadvarletniho epitelu piimo do
spermii (Silviera et al. 2018). Takto ziskané proteiny mohou fungovat jako obalové, nebo jsou
ukotveny do membréany spermie pomoci glykofosfatidylinositolové (GPI) kotvy. Nékteré
integralni proteiny ve své struktufe nemaji N-koncovou specifickou signalni sekvenci, a tak
neni mozné, aby byly dale translokovany do endoplazmatického retikula (ER) (Caballero et al.
2011).

Kromé¢ integrace nékterych epididymalnich proteinti musi dojit také k posttranslaénim
modifikacim stavajicich proteini. Mezi vyznamné modifikace se fadi fosforylace a glykosylace
(Dacheux et al. 2012; Jankovicova et al. 2017). V nadvarlatech déle take dochazi
Kk zesitovavani a agregaci proteindi na povrchu spermie, coz mize piedstavovat mechanismy
pro zrani a kontrolu kvality bun¢k (Dacheux et al. 2012).
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Kvalita spermii je kontrolovana v nadvarlatech. Nadvarletni epitelialni buiiky produkuji
proteolyticky marker ubiquitin, ktery se preferencné vaze na povrch defektnich spermii, které
maji poruchy v utvafeni bi¢iku a hlavicky. Proteiny jsou rozpozndvané proteolytickym
ubiquitinovym mechanismem podle nespravné tercialni struktury, zméné glykosylace nebo
oxida¢nimu poskozeni. Ubiquitinem jsou také oznaeny defektni spermie, na kterych byly
rozpoznany proteiny s netypickou posttransla¢ni modifikaci (Kelsey et al. 2020).

Spermie, které prosly pies kontrolu kvality a nebyly degradovany putuji do ocasu
nadvarlat. Zde jsou uloZené a jsou imotilni, ale jsou imobilizované sekundarné. Jejich motilita
je znovu navozena v sami¢im pohlavnim traktu, do té doby jsou uchovavany v nepohyblivém
stavu. Imobilizace spermii se déje pomoci fosforylace a defosforylace. VV nepohyblivém stavu
maji spermie inaktivované proteinkindzy v bi¢iku, nebo maji aktivované proteinfosfatazy.
Pravé v nadvarlatech vSak pted jejich uskladnénim ziskdvaji spermie svou motilitu. Vznik
pohyblivosti je doprovazen se zvySenim hladiny vnitrobunééného cAMP, coz souvisi se
snizenim aktivity glykogen syntaz-kinazy-3 (GSK3) a proteinfosfatazy 1 (Han & Haines 2007).

Spermie obsahuji nékteré proteiny bohaté na cystein, jako je naptiklad sekrecni protein
bohaty na cystein 1 (CRISP1), které spermiim slouZi jako inhibitor kapacitace prematurnich
spermii (Luno et al. 2013).

3.2.2 Ejakulace

Béhem ejakulace se spermie dostdvaji do kontaktu se semennou plazmou, kterad je
produkovana semennymi vacky, bulbouretralnimi zlazami, Cowperovymi zlazami a prostatou.
SloZeni semenné plazmy se z mezidruhového hlediska 1isi. Semennd plazma poskytuje
spermiim nové prostiedi, ze kterého mohou do svého povrchu zabudovavat nové proteiny. Tato
tekutina jim poskytuje ochranu v sami¢im pohlavnim traktu. Diky semenné plazmé jsou zakryty
proteiny potiebné pro oplozeni a cely povrch spermie je stabilizovan. Ochrannym faktorim ze
semenné plazmy se souhrnné fik4 dekapacita¢ni faktory, jelikoZz zabranuji pfedcasné kapacitaci
spermie (Gadella & Luna 2014; Zigo et al. 2020).

Faktory semenné plazmy také napoméahaji formovani oviduktalniho rezervoaru. V isthmu
oviduktu se spermie zachycuji na buiiky samiciho epitelu a dostavaji se z rezervoaru az po
hyperaktivaci motility (Petrunkina et al. 2001; Zigo et al. 2020). Proteiny, které spermie ziskava
ze semenné plazmy a napomdhaji ji v této specifické vazbé se souhrnné oznacuji jako
spermadhesiny. Vykazuji afinitu k cukernym zbytkum, které se vyskytuji na povrchu
oviduktalniho epitelu (Zigo et al. 2020).

V seminélni plazmé byly také nalezeny vezikuly podobné epididymosomum a jsou
oznacovany jako prostatosomy. Tyto vezikuly byly piivodné objeveny u lidi, ale nasledné¢ byla
jejich pfitomnost potvrzena u dalSich sav¢ich druhti, napt. u bykt. U lidi jsou tyto vacky
sekretovany pravé prostatou, zatimco u byki se zda, Ze jsou spiSe produkovany semennymi
vacky. Jejich velikost a sloZzeni membrany odpovidd epididymosomiim, ale jejich vznik je
ponckud odlisny. Jsou vytvafeny v cytoplazmé bunék piidatnych zZldz a nésledné jsou do
seminalni plazmy vylouéeny pomoci exocytozy. Jejich funkce byly studovany na lidskych
spermiich, kde maji imunosupresivni ucinky, zvysuji motilitu spermii, stabilizuji plazmatickou
membranu spermie a také hraji roli pii kapacitaci. Béhem ejakulace jsou tedy spermie
v kontaktu s komponenty seminalni plazmy. U byki je jednim z téchto komponent rodina
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proteinli bovinni seminalni plazmy, které obsahuji dvé fibronektinové domény, které se vazi na
cholinové fosfolipidy na plazmatické membran¢ spermii. Diky tomu je spustén jeden z prvnich
mechanismi kapacitace, a to cholesterolovy efflux (Caballero et al. 2011).

3.2.3 Kapacitace

Kapacitace je proces zahrnujici soubor biochemickych modifikaci, kterymi spermie musi
projit, néZ je schopna oplodnit vaji¢ko a in vivo se odehrava v sami¢im pohlavnim traktu
(Yanagimachi 1994; Breitbart et al. 2005; Ded 2010). Proces kapacitace za¢ina jiz béhem
ejakulace, kdyz jsou spermie smiseny se semindlni plazmou. Seminalni plazma je slozena
z produktid samdcich ptidatnych zlaz (Caballero et al. 2011). Po ejakulaci je do samiciho
reprodukéniho traktu transportovdno velké mnoZstvi spermii, ale jen né&které se navazi na
oviduktalni epielialni buniky (OEC). Tato vazba je velmi dileZzita pro tvorbu rezervoaru spermii,
které budou pozd¢ji schopny oplodnit oocyt. Priichod spermii oviduktem je slozity proces, ktery
se podili na kontrole kapacitace, jejimz hlavnim mechanismem je tyrozinova fosforylace (Luno
et al. 2013). Vazba spermii na buriky oviduktalniho epitelu utlumuje fosforylaci a tim se
oddaluje kapacitace, aby doslo k synchronizaci s ovulaci (Petrunkina 2001; Naz & Rajesh 2004;
Zigo et al. 2020). Vlivem zmén koncentrace sami¢ich pohlavnich hormond, dojde k uvolnéni
spermii z vazby s OEC. Spermie se tak mohou pohybovat z oviduktalniho rezervoaru a dochazi
u nich ke kapacitaci (Luno et al. 2013; Zigo et al. 2020).

Spermie se na OEC vaze prostfednictvim receptor na rostralni ¢asti hlaviéky spermie
a karbohydratovych receptort na plazmatické membrané OEC. Jedna se o druhové¢ specifickou
vazbu. Nékteré molekuly ucastnici se vazby na OEC pfitomné na povrchu spermie pochazeji
pfimo ze semenné plazmy. Témito molekulami jsou napt. spermadheziny, konkrétn€ u kance
AQN-1, AQN-2 a AWN, které tvoti protektivni vrstvu okolo plazmatické membrany
a stabilizuji ji (Zigo et al. 2020). Pozadavkem pro vazbu spermie na OEC je snizena
akrozomova fosforylace. K OEC se mohou véazat pouze spermie s intaktnim akrozomem,
s nizkou intracelularni hladinou vapniku, snizenou fosforylaci proteini na plazmatické
membrané a normalni chromatinovou strukturou. Adhezivni molekuly na spermii s afinitou k
OEC se ztraci ze spermatického povrchu po uvolnéni z oviduktalniho rezervoaru diky jejich
fosforylaci (Luno et al. 2013).

Na povrchu lidské a by¢i spermie byl nalezen inzulinu podobny ristovy faktor I (IGF-1)
receptor, ktery vykazuje Tyr kindzovou aktivitu. Jeho ligand je pfitomen v seminalni plazmé a
tento receptorovy systém se ucastni transdukce signdlu vedouci ke kapacitaci a exocytdze
akrozomu (Naz & Rajesh 2004).

Bylo prokazano, Ze nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a nikotinamid-
adenindinukleotidfosfat (NADPH) jsou faktory podporujici kapacitaci. Exogenni NADPH
zvySuje Tyr fosforylaci u bovinnich spermii a vyvolava kapacitaci. NADPH je koenzymem
spermatické oxidazy, takze napomahd produkci superoxid aniontu, ktery je transformovan do
H202 pomoci superoxid dismutazy. Reaktivni formy kysliku (ROS) se dale podileji na stimulaci
kapacitace (Asquith 2004; Naz & Rajesh 2004; Awda & Buhr 2010).

Na aktivaci kapacitace se dale také podili progesteron. Na akrozomalni membrané se
nachazeji progesteron vazajici mista, nebo také progesteronové receptory. Progesteron
u ¢lovéka stimuluje influx Ca®* pies progesteronovy receptor 1 (PR1), coz méa za nasledek
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zvySenou Tyr fosforylaci diky zvySeni hladiny cAMP a zvySuje fluiditu membrany.
Progesteron je také zodpoveédny za hyperaktivaci motility a akrozomalni reakci, konkrétné pies
progesteronoveé receptory PR2 a PR3 (Naz & Rajesh 2004).

Ve spermiich pii kapacitaci dochazi i ke zménam v plazmatické membrané. Plazmaticka
membrana spermie je na svem povrchu heterogenni. Nachazi se zde naptiklad prstencovité
struktury zabranujici volnému pohybu molekul. V souvislosti se ziskdnim oplozovaci
schopnosti na povrchu spermie béhem kapacitace dochazi ke zméndm lokalizace jednotlivych
molekul (Gadella et al. 2008; Visconti 2009). Dochazi k reorganizaci membrany pomoci
pfesunti urcitych enzymu, membranovych lipidi a cholesterolu a ke zméné membranové
fluidity vlivem cholesterolového effluxu (Caballero et al. 2011).

Na kapacitaci se podili také aktin pfitomny ve spermiich. Zatimco ve spermatogennich
bunikach se aktin vyskytuje hlavné ve filamentarni formé v subakrozomalnim prostoru mezi
jadrem a tvoficim se akrozomalnim vackem, ve zralych spermiich se vyskytuje v hojném
mnozstvi i jako monomerni forma, a to v ekvatoridlni oblasti, postakrozomalnim regionu
a Vv bic¢iku. Jeho ptitomnost v hlaviéce naznacuje zapojeni do AR a procesu kapacitace.
Polymerace aktinu je diileZit4 pro zahdjeni motility béhem postvarletni maturace a je nezbytna
pro proniknuti spermie do ooplazmy a dekondenzaci spermatického jadra. U kanct, byku
amorcat se polymerace dé&je i béhem kapacitace. U bycich spermii je jednim z ligandii
spoustgjicich transdukci signalu vedouci k Tyr fosforylaci epididymalni rastovy faktor (EGF),
ktery interaguje s receptorem EGFR na spermatické hlavi¢ce. EGF tak stimuluje Tyr fosforylaci
nékolika proteint, aktivuje fosfolipazu Cy a aktivuje polymeraci aktinu béhem kapacitace.
U bycich spermii jsou procesy polymerace aktinu, tak i Tyr fosforylace zavislé na pritomnosti
bikarbonatu. Oba déje jsou zavislé na aktivité proteinkinazy A (PKA) a Tyr kindz, jsou
pozitivn¢ ovliviiované EGF a hydrogen peroxidem a jsou blokovany glukézou. Tyr fosforylace
aktivuje proteinkinazu A a C (PKA a PKC), které se ticastni sestavovani filamentarniho aktinu.
Rozpad filamentarni formy aktinu na monomery se d¢je za ucelem zahajeni AR (Breitbart 2003;
Breitbart et al. 2005). Pouze spermie, které prodé€laji proces kapacitace mohou podstoupit
akrozomalni reakci (Yanagimachi 1994; Breitbart et al. 2005).

Hyperaktivace motility

Hyperaktivace motility je dalsi dalezitou udalosti v procesu maturace spermie. Odehrava
se Vsami¢im pohlavnim traktu a napomaha spermii oddélit se od oviduktalniho epitelu
a pokracovat do mista oplozeni, kde napomaha spermii pieckonat mukdzni obal okolo oocytu
a dostat se skrze ZP. Hyperaktivace motility spo¢iva ve zvySeni amplitudy vinéni bi¢iku
a asymetrii pohybu (Harayama & Nakamura 2008). Velky vliv na aktivaci hyperaktivity maji
vapnikové ionty, které interaguji saxonemou. Dal$imi dilezitymi faktory pro udrzeni
hyperaktivity jsou cAMP, bikarbonat a nékteré metabolické substraty. Vapnikove ionty
a CAMP mohou hrat roli ve fosforylaci proteint. ZvySena Tyr fosforylace v biciku je
asociovana s hyperaktivaci motility (u kfeckti a opic). Hyperaktivace se Casto projevuje

soucasné béhem kapacitace, ale mechanismus aktivace téchto déju je oddéleny (Suarez & Ho
2003).
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3.3 Vazba spermie a oocytu a akrozomalni reakce

U savci je interakce mezi spermii a oocytem a jejich vzajemna aktivace zprostiedkovana
oocytarnim glykoproteinovym obalem neboli zonou pellucidou (ZP) (Wassarman 1999;
Breitbart et al. 2005). Prvni interakce mezi spermii a vaji¢kem spoc¢iva ve vazbé spermie k ZP,
tudiz receptory na povrchu kapacitované spermie jsou kli¢em k oplozeni (Tumova et al. 2021).

Spermatozoa se na ZP vaZzou pomoci své intaktni plazmatické membrany, na které
se nachazi receptory s vazebnou afinitou k ZP. Timto zptisobem se spermie aktivuje a Spusti se
u ni akrozomalni reakce. Primarni vazba spermie a oocytu je zavisla na Ca?* (Wassarman 1999;
Flesh et al. 2001).

Povrchové proteiny spermie s afinitou k ZP jsou do plazmatické membrany spermie
zabudovavany béhem spermatogeneze, maturace v nadvarlatech, ale i béhem ejakulace ze
seminalni plazmy. Né&které proteiny s vazebnou afinitou k ZP nachazejici se v akrozomu, jsou
béhem kapacitace translokovany do plazmatické membrany, kde se mohou ucastnit primarni
vazby spermie a vajicka (Tumova et al. 2021). Na spermii se nachazi napf. protein sp56 (sperm-
zona binding protein), ktery se vyskytuje na plazmatické membrang, ale i v akrozomalni matrix,
coZ znamena, ze tento protein se ucastni primarni, ale 1 sekundarni vazby. U nékterych proteina
se specifitou k ZP se ukazuje, ze jsou aktivovany béhem kapacitace pomoci fosforylace (Flesh
etal. 2001).

Oligosacharidy ZP3 obsahuji a-navazané neredukujici galaktozové zbytky, které jsou
velmi diilezité ve vazbé se spermii. Pfitomnost a-fuk6zovych zbytkii na ZP3 oligosacharidech
posiluje silu vazby spermie se ZP (YYanagimachi 1994; Wasserman 1999). Na povrchu ZP jsou
idalsi cukerné zbytky, napt. B-N-acetylglukosamin a a-manoza, které jsou pii vazbé v interakci
s glykosyltransferazami a glykohydrolazami na povrchu spermie. Kromé zminénych cukernych
zbytki se na vazbé podili i sulfatované cukry, a to jak na strané ZP, tak i na povrchu spermie.
Toto bylo potvrzeno tim, Ze polysulfatované molekuly, jako je napt. chondroitin sulfat B,
dextran sulfat, fukoidan a suramin inhibuji vazbu spermie na ZP (White et al. 2000).

Akrozomalni reakce je déjem, kterym musi spermie projit, aby mohla splynout
s oocytem. Jednd se o sekreci urcitych proteinil, které hraji dalsi roli béhem fuze s oocytem.
Exocytoza akrozomalniho vacku je u savcl spusténa potom, co se vazebné proteiny na povrchu
spermie dostanou do kontaktu s glykoproteinem ZP3 na povrchu zona pellucida oocytu. Tato
Akrozomadlni reakce je spusténa tim, Zze ZP3 aktivuje spermatickou fosfolipazu ¢ (PLC). Tato
nasledné $tépi PIP2 (phosphatidylinositol-1,4-bisphosphate) na dva produkty, ato IP3 (inositol-
1,4 5-triphosphate) a DAG (diacylglycerol). ZP3 interaguje s G-proteiny na povrchu spermie a
otevira iontové kanaly, kterymi vstupuji do spermii Ca?*. Na tyto kanaly se svou C-koncovou
doménou vaze multidoménovy protein enkurin, ktery ma na svem N-konci doménu bohatou na
prolin. Na tuto doménu se vaze PI3-K (1-phosphatidylinositol-3-kinase) pies svou SH3
doménu. Aktivovana PI3-K dava vzniknout PIP3 (phosphatidylinositol-3,4-5-triphosphate),
ktery aktivuje Ser/Thr kinazy. Témito Ser/Thr kindzami jsou proteinkindza B (PKB/Akt) a
atypicka proteinkinaza ¢ (PKC{). Tyto kinazy jsou lokalizovany v akrozomalni oblasti a i¢astni
se procesu exocytozy akrozomdlniho vacku. PKB/Akt je také pifimo aktivovana pomoci ZP, a
to fosforylaci na serin (Ser) a treonin (Thr) (Florman et al. 2008).
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Na AR se podili 1 aktin pfitomny v hlavicce spermie. Rozpad filamentarni formy aktinu
na monomery se déje za ucelem zahajeni AR (Breitbart et al. 2005).

Po akrozomélni reakci jsou na spermii odhaleny proteiny Izumo, které interaguji
S receptory Juno na oolemé. Po kontaktu téchto proteinti dojde ke splynuti plazmatickych
membran gamet (Bianchi & Wright 2014; Tumova et al. 2021).

3.4 Fosforylace proteint

Posttransla¢ni modifikace, a to hlavné fosforylace a defosforylace jsou pro bunky klic¢ové
(Urner & Sakkas 2003; Jankovi¢ova et al. 2018). Regulace aktivity proteini je nejcastéji
provadéna pravé pomoci piidavani nebo odebirani fosfatovych skupin z tyrozinovych,
serinovych anebo treoninovych hydroxylovych zbytka. Piidavani fosfatovych skupin enzymy
kindzami se oznacuje jako fosforylace a odebirani té€chto skupin pomoci enzymu fosfataz je
oznacovana jako defosforylace (Han & Haines 2007).

Fosforylace je centralnim mechanismem buriky pro signalizaci a regulaci buné¢nych
procest. Az tietina eukaryotickych proteinti je béhem Zivota buiiky fosforylovana (Witze et al.
2007). Procesy, které jsou tizeny pomoci fosforylace jsou reverzibilni, coz je zptisobeno tim,
ze se jich ucastni proteinkindzy (PKSs) i proteinfosfatazy (PPs). Pro bunécnou signalizaci je
dilezitd koordinace aktivity protein tyrozinkindz (PTKs) a protein tyrozinfosfataz (PTPs)
(Hunter 1995; Mustelin 2007).

3.4.1 Kinazy

Proteinkinazy jsou kli¢ovymi enzymy v bunécném vyvoji a signalizaci a jsou velmi
vyznamnymi enzymy i v procesu spermatogeneze (Salicioni 2007). Genom obratlovca
obsahuje geny pro vice nez 1000 riznych PKs. Proteinkindzy odpovidaji za vétSinu transdukce
signald v buiikach modifikaci aktivity substrati (Manning et al. 2002). PKs jsou v zakladnim
stavu neaktivni a aktivovany jsou fosforylaci. Tak vznikaji kinazové kaskady, kdy jedna kinaza
aktivuje druhou coz vede k transdukci signalu az k cilovému substratu. Tyto fosforylace jsou
reverzibilni a pomoci fosfataz muze dojit k opétovné defosforylaci (Cohen 2000). Podileji se
ina dalSich procesech, jako je metabolismus, transkripce, prestavby cytoskeletu, déje
bunééného cyklu, apoptdza a bunécna diferenciace (Manning et al. 2002).

Kinazy je mozno rozdé¢lit do skupin na zakladé sekvence jejich katalytické domény,
sekvenéni podobnosti, vné&jsi struktury katalytické domény a znamé biologické funkce. Na
zaklad¢ fylogenetického srovnani kinaz cloveka, kvasinky, had’atka a octomilky lze fict, ze
rozdéleni skupin kindz je shodné pro celou Zivocisnou fisi. Kinazy je mozno rozdélit i podle
toho, zda ptidavaji fosfatovou skupinu na hydroxyl serinu nebo treoninu, nebo na hydroxyl
tyrozinu (Manning et al. 2002). Fosforylace na serinu je nejbézn&jSim typem, zatimco
fosforylace na tyrozinu je specificka pro vyssi eukaryota (Mustelin 2007).

Kindzy maji vyznamnou funkci ve spermatogenezi a Vv maturaci spermii.
Proteintyrozinkindzy (PTKSs) hraji dulezitou roli v kapacitaci, akrozomalni reakci a pfi
penetraci ZP (Breitbart & Noar 1999). Existuji dva typy PTKSs a to receprotové a nereceptoroveé.
Receptorové PTKs jsou transmembranove proteiny, které maji N-koncovou doménu, jednu
transmembranovou doménu a C-koncovou domeénu. N-koncova doména je extracelularni a vaze
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aktivacéni ligandy, transmembranova doména kotvi kinazu do membrany a C-koncova doména
obsahuje katalytickou podjednotku. Nereceptorove kindzy nemaji transmembranovou doménu,
byvaji to rozpustné vnitrobunééné proteiny, ale mohou asociovat s membranou. Nereceptorové
PTKs mohou fungovat jako katalytické podjednotky membranovych receptort, které nemayji
svou vlastni katalytickou doménu (Hunter 2009).

Jednou zPTKs je proteinkinaza A (PKA), kterd je aktivovdna pomoci cAMP.
Koncentrace cAMP vzrusta béhem kapacitace, a tudiz vzrusta aktivita PKA. cAMP vznika
¢innosti adenylyl cyklazy (AC), ktera je aktivovana diky Ca?*, HCOs™ a také kyslikovym
radikalim. PKA je zodpovédna béhem kapacitace za fosforylaci proteinti a béhem akrozomalni
rekce by mohla mit vliv na vylévani Ca?* z akrozomu (Breitbart & Noar 1999). PKA je
heterotetramerni kinaza kterd ma dvé cAMP vazebné regulacni podjednotky a dvé katalytické
podjednotky. Katalytické podjednotky jsou aktivovany po navazani cAMP autofosforylaci na
treoninu (Harayama & Nakamura 2008).

3.4.2 Fosfatazy

Fosfatazy jsou enzymy odebirajici fosfatové skupiny z hydroxylovych skupin protein.
Jsou tedy antagonisty ke kindzam a maji velmi specifické a vysoce regulované funkce
Vv bunéénych procesech a aktivné se podili na bunééné signalizaci (Hunter 1995; Mustelin
2007). Fosfatdzy je mozno stejné jako kinazy délit na Ser/Thr specifické, Tyr specifické
a s dualni specifitou. Podle struktury je mozno fosfatazy rozdélit do nékolika skupin, které se
v evoluci vyvinuly samostatné a nesdili tak zadné strukturni podobnosti (Mustelin 2007).

Tyr fosfatazy

Tyr fosfatazy je mozno rozdé€lit do 4 rodin (I., II. a III. tfida fosfataz s cysteinem
v aktivnim misté a fosfatazy s kyselinou asparagovou v aktivnim mist¢). Fosfatazy s kyselinou
asparagovou (Asp) v aktivnim misté maji Siroké spektrum substrati a fosfat mohou odebirat
Z hydroxylovych zbytkid aminokyselin (AMK) v proteinech, fosfolipidt, cukrt, nukleotidi
aepoxida. Do I. tridy fosfataz s cysteinem (Cys) v aktivnim misté patéi receptorové
a nereceptorové fosfatdzy a VH-1 podobné fosfatazy, kam se tadi mitogen-aktivované
proteinkinaz fosfatdzy (MPKs). II. tfida fosfataz s Cys v aktivnim misté obsahuje skupinu
CDC25 (cell division cycle 25) fosfataz podilejicich se na regulaci bunééného cyklu. Enzymy
fadici se do III. tfidy fosfatdz s Cys v aktivnim misté jsou pfitomny u vSech organismi, je
mozno je najit i u bakterii (Mustelin 2007).

Ser/Thr fosfatazy

Ser/Thr fosfatazy (PPs) jsou typicky metaloproteiny, které hydrolyzuji fosfoestery na
Ser/Thr zbytcich proteint. Tyto fosfatazy maji ¢tyfi katalytické podlednotky (PP1, PP2A, PP2B
a PP2C). PP1 se u savct vyskytuje ve ¢tyfech homolognich izoformach (PP1la, PP13/5, PP1yl
a PP1y2). VSechny tyto ¢tyfi izoformy obsahuji konzervovanou aminokyselinovou sekvenci na
C konci, kterou maji proteiny ovliviiované cyklin dependentnimi kindzami. TakZe je patrné, Ze
je samotné fosfataza regulovana pomoci fosforylace. PP1 se v bunice nevyskytuji samostatn¢,
ale funguji v komplexu sregula¢nimi podjednotkami. Hormony a dal§i substraty s PP1
komunikuji pravé ptes tyto regulacni podjednotky (Han & Haines 2007).
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Aktivita PP1 je regulovana inhibitory 1 a 2 (11, 12). Aktivita I11 je regulovana pomoci
fosforylace jednoho Thr zbytku pomoci PKA a Ca?*/kalmodulin dependentni defosforylace na
stejném zbytku. 12 se vaze na PP1 za tvorby neaktivniho intermediatu, ktery se miize premenit
na aktivni, je-li fosforylovana vazba mezi 12 a PP1 pomoci GSK3 (Han & Haines 2007).

PPla a PP1y2 jsou exprimovany ve spermatidach a buiikach varlat. PP1y2 je vyrazné
pfitomen v jadérku ranych spermatid a ve spermatozoich je pfitomen 1 v hlavi¢ce a biciku.
Funkce PP1y2 byla prokazana u knock outovanych mysi, kdy -/- jedinci tvofili aneuploidni
spermie, spermatogeneze probihala ptevazné jen do stadia kulatych spermatid a netvarely se
témét zadné zralé spermie (Han & Haines 2007).

V extraktech lidskych spermii byla objevena PP1y2, nebo PP2A, zatimco napf. u psa a
kance byla objevena forma PP2B. V extraktu by¢ich spermii byla objevena PP1 i PP2B. PP1y2
miZze hrat roli pfi regulaci motility spermii v nadvarlatech a to tak, ze fosforylace PP1y2 se
zvysSuje a tim se snizuje jeji aktivita béhem maturace spermii, které tak mohou ziskéavat
schopnost motility (Han & Haines 2007).

V bi¢iku spermie jsou cilem PP1 AKAPs (A-kinase anchoring proteins). AKAPS jsou
multienzimové signalni komplexy, které transdukuji signal od membranovych receptort. Vazi
se s cAMP dependentnimi kinazami jako je PKA, ale nékteré se vazi i s PKC a Ser/Thr
fosfatizami. AKAP ve vazb¢ s kindzou nebo fosfatdzou se mlize vazat na mikrotubul
a ovliviiovat tak dynamiku jejich stavby tim, Ze navadi k mikrotubulu cAMP (Han & Haines
2007).

3.5 Fosforylace proteini ve spermii

Posttranslacni modifikace jsou déje, kdy dochazi ke kovalentnim zménam na proteinech,
a to jejich stépenim, nebo vazbou novych skupin na AMK (Mann & Jensen 2003). Pro spermie
jsou z posttranslaénich modifikaci klicové fosforylace a defosforylace. Spermie jsou jiz
diferenciované a transkripn€ neaktivni a jiz nevznikaji ani nové varianty proteinl
(Ashrafzadeh et al. 2013). Aby mohlo dochézet k modulaci funkce proteinti, dochazi u nich
k posttransla¢nim modifikacim (Jankovi¢ova et al. 2018).

Fosforylace proteinil je jednim z hlavnich mechanismi ovliviiujicich déje odehravajici se
ve spermii, jako je maturace a ziskani schopnosti oplozeni. Fosforylace proteini probiha jiz
béhem epididymalni maturace, ale nésleduje i ihned po ejakulaci a zodpovida za proces
kapacitace (Visconti 2009).

Tyrozinova fosforylace je hlavnim procesem b&hem kapacitace. Tento proces mize byt
ovlivnén hladinou HCOz, Ca?*, albuminu, ale i energetickych substrati jako je glukoza,
pyruvat a laktat. Dulezitost pfitomnosti glukozy pro oplozeni byla prokédzana u mysi, kdy,
pokud gluko6za nebyla spermiim poskytnuta, nedoslo ke splynuti spermie a vajicka. Pfitomnost
glukézy je klicova hlavné pro spermie, které ji metabolizuji pomoci pentdézofosfatového cyklu
(PPP) za vzniku NADPH. U lidskych spermii bylo prokazano, ze NADPH mtize modulovat
Tyr fosforylaci, z ¢ehoz je mozno usuzovat, ze glukéza metabolizovana v PPP mtize fungovat
jako regulacni faktor tyrozinové fosforylace. U bycich spermii se vyskytuje Tyr fosforylace
indukovana heparinem, ktera maze byt nasledné tlumena pravé pomoci glukdzy (Urner et al.
2001).
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Proteiny nejsou fosforylované jen na Tyr, ale i na serinovych a treoninovych zbytcich.
Ser/Thr fosforylaci zajistuji PKA a ERK ( extracellular signal-regulated kinase) 1 a 2. ERK
cesta byla prokdzana u Clovéka a dribeze, kdy se ukazuje ze hraje vyznamnou roli pfi
hyperaktivaci motility. U ¢lovéka je ERK 2 stimulovana progesteronem a tato kinaza hraje
dulezitou roli i v kapacitaci a AR. ZvySena Ser/Thr fosforylace v souvislosti s kapacitaci byla
prokézana u lidi a kieckti (Naz & Rajesh 2004).

3.5.1 Fosforylace béhem spermatogeneze

Diploidni zarode¢né buiky (spermatogonie) prochazi redukénim délenim neboli meidzou
a davaji tak vznik haploidnim spermiim. Mei6za je regulovana hlavné¢ pomoci fosforyla¢nich
a defosforylacnich kaskad. Tyto kaskady vyuzivaji MAP (mitogen-activated protein) kindzy
a ERKs. Samotné kinazy jsou aktivované dudlni fosforylaci na treoninovych a tyrozinovych
zbytcich. MAP kinazy jsou exprimovany ve vSech spermatogennich bunkach, ale jejich
fosforylace je odlisna. Nejvice jsou fosforylované v ranych vyvojovych stadiich. Nejvyssi
fosforylace je detekovatelnd v preleptotennich stadiich a je skoro nedetekovatelna
v pachytennich primarnich spermatocytech a kulatych spermatidach (Lu et al. 1999).

Spermiogeneze sestava ze dvou hlavnich postmeiotickych udalosti. Dochézi ke
zmenSovani velikosti a spermie se protahuje a sbaluje se chromatin. Chromatin obsahuje
opakujici se jednotky, nukleozomy, které se skladaji z oktamert histont (dvé kopie dimeri
H3/H4 a H2A/H2B) a DNA. Posttransla¢ni modifikace histont, jejich vymeéna za jiné varianty,
a nakonec vymeéna za protaminy se podileji na vy$sim sbalovani chromatinu. V histonech, nebo
v proteinech které histony nahrazuji, se vyskytuje vysoka mira fosforylace na Serl. Tyto
proteiny jsou specifické pro varlata. Béhem meiotického vyvoje dochazi k fosforylaci na Ser
H4 a H3. Fosforylace H4 je pozorovatelnd az do pozdnich vyvojovych stadii. Po dokonceni
meidzy se jeSté vyskytuje fosforylace na H4, to je mozno pozorovat jest¢ béhem elongace
spermii. Fosforylace na H3 se po dokoncéeni meidzy jiz nevyskytuje (Krishnamoorthy et al.
2006).

3.5.2 Fosforylace béhem maturace

Fosforylace je jednim z hlavnich mechanismti maturace spermii. Je mozno ji pozorovat
béhem epididymalni maturace i po vstupu spermii do samiciho traktu (Salicioni et al. 2007,
Jankovicova et al. 2018). Béhem prichod spermii nadvarlaty je pozorovatelna Tyr fosforylace
na proximalni ¢asti akrozomalni oblasti a po kapacitaci je fosforylace pozorovatelnd i v EQSS
a na celé akrozomalni oblasti (Fabrega 2011). Kapacitace je spousténa pomoci fosforylaénich
kaskad coz v zavéru vede az k vyliti akrozomalniho vacku. Je tedy mozno fict, ze fosforylace
je dulezitym principem, jak spermie ziskava schopnost oplozeni (Salicioni et al. 2007,
Jankovicova et al. 2018).

Jeden z procesi, ktery je regulovan pomoci fosforylace je motilita spermie. Ta se béhem
maturace spermie méni, ustava uplné v ocasu nadvarlete, kde jsou spermie uchovavany, po
ejakulaci se spermie stavaji pohyblivymi a béhem hyperaktivace se méni charakter motility
(Somanath et al. 2004). Protein podilejici se na zménach v motilit¢ spermie skrze Ser/Thr
fosforylaci je GSK3. Tento enzym ma dvé izoformy (a a ) a ob¢ jsou pfitomné v hlavicce a
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biciku spermii, pti¢emz ale hlavné se zde vyskytuje izoforma o (Somanath et al. 2004; Aparicio
2007). Vlastni funkce enzymu je inhibovana jeho fosforylaci na Ser, a to pomoci PKA, nebo
ptes dalsi dopliikovou kindzu. GSK3 se podili na regulaci motility bovinnich a kan¢ich spermii.
U bovinnich spermii bylo zjisténo, Ze GSK3 je aZ Sestkrat aktivnéjsi v nepohyblivych spermiich
Z hlavy nadvarlat nez v pohyblivych spermiich ocasu nadvarlat. Behem prichodu nadvarlaty se
totiz zvySuje fosforylace GSK3 na Ser a tim se snizuje jeho aktivita (Aparicio 2007).

Ihned po ejakulaci je znovu zahajena schopnost motility spermie pomoci PKA (viz
Obrazek 2). Samotna funkce PKA je stimulovana tim, ze se spermie dostane do kontaktu se
semennou plazmou, ze které se do spermie dostavaji Ca?* a HCOs". Ca?* a HCO3 maji diilezitou
roli v metabolismu cAMP, ktery stimuluje PKA. V pozdéjsich stadiich probihda kaskada
vedouci k fosforylaci podobnym principem, ale navic je nutné, aby byly v okoli spermie latky
fungujici jako akceptory cholesterolu (Visconti 2009).

Fast Events Slow Events
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Obrazek 2: Fosforylace proteinii a jeji funkce po ejakulaci (Visconti 2009).

Po ejakulaci je znovuzahajena progresivni motilita spermie, ale zaroven je spermie
udrzovana v nehyperaktivovaném stavu. V prematurnich spermiich, dokud neni hyperaktivace
motility Zadouci, je v bi¢iku pomoci CAMP aktivované PI3K negativné regulovana Tyr
fosforylace proteinu AKAP3 a tim je snizovana VCL (curvilinear velocity) a VSL (straight line
velocity), bez omezeni progresivni motility spermii. Tim je zamezeno hyperaktivaci motility
u nezralych spermii, které jest¢ nemohou oplodnit oocyt (Harayama & Nakamura 2008).

Existuji tfi hlavni cesty, kterymi je zahdjena kapacitace a vSechny zahrnuji fosforylaci
proteint na Tyr, jedna se o cAMP dependentni drahu, drahu vyuzivajici Tyr kindzy a drahu
vyuZivajici receptory vazané k non-receptorovym Tyr kindzam, viz Obrézek 3. B&hem
kapacitace se fosforylace ve velkém objevuje v akrozomani oblasti, coz ma souvislost s tcasti
proteinti na vazbé se ZP. Vyznamné fosforylovanou ¢asti spermie je i bicik, coz ma souvislost
s hyperaktivaci motility. Tato fosforylace se ale nevyskytuje u kance (Naz & Rajesh 2004).

Prvni drahou vyuzivajici Tyr fosforylaci vedouci ke kapacitaci je cAMP dependentni
draha, kterd je unikatni pro spermie. Bylo dokazano, Ze pokud je ke spermiim ptidan H89
(inhibitor PKA) je kapacitace zablokovana a neprobiha a naopak, pokud byl ke spermiim ptidan
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dibutyryl cAMP (analog cAMP prostupujici membranou), dochdzelo ke zvySené rychlosti
kapacitace, protoze se tim i zvySovala fosforylace protein. Tato drdha vyuziva rozpustnou
adenylat cyklazu (sAC), ktera je stimulovana HCO®*/Na*, HCO3z a ROS. HCO®*/Na* se
dostavaji do buiky pfes plazmatickou membranu pomoci Kkotransportu. HCOs ovliviiuje
kapacitaci i n¢kolika dal§imi zpusoby. Jeho pruchodem pies plazmatickou membranu dochazi
K nardstu intracelularniho pH, hyperpolarizaci membrany, vyvolava rapidni zmény v lipidovém
sloZzeni membrany a u kance a ¢lovéka hraje roli ve zvySeni motility spermie. SAC pfeménuje
adenosintrifosfat (ATP) na CAMP a pyrofosfat (PPi). cAMP nasledné pusobi na PKA, ktera
nasledné stimuluje protein tyrozinkindzy. PKA je tetramer skladajici se ze dvou katalytickych
a dvou regulacnich podjednotek. Vaze se s AKAP, ¢imZ je zajiSténa jeji specifi¢nost. PKA
krom¢ neptimé Tyr fosforylace pies aktivaci protein Tyr kindz, zajiStuje 1 ptimou Ser/Thr
fosforylaci, coz ale nespada do cAMP depenentni drahy aktivace kapacitace (Naz & Rajesh
2004).

U cloveéka se ve fibrozni pochvé v hlavnim oddilu bic¢iku vyskytuji proteiny AKAPs,
konkrétné AKAPS82, pro-AKAP82 a FSP95, coz jsou proteiny s nejvétsim podilem tyrozinové
fosforylace vyskytujici se béhem kapacitace. AKAPs se vyskytuji i u jinych savéich druhi, ale
neni zachovana shodné fosforylace. U mysi se naptiklad nachazi AKAP4, ktery je fosforylovan
na Ser/Thr a jeho analog u kiecku je fosforylovan na Tyr (Naz & Rajesh 2004).

Druhym typem dréhy vyuzivajici Tyr fosforylaci je cesta pies receptorové Tyr kinazy
(RTKSs) vazané v membrané. Ty se po navazani ligandu do extracelularni receptorové domény
aktivuji a bud’ dojde k jejich autofosforylaci anebo fosforyluji dalsi proteiny. Mezi RTKSs patii
napt. EGF, IGF-1, p190c-met a c-abl. Po autofosforylaci na intracelularni doméné je navéazan
adaptorovy protein, ktery spousti kaskadu vedouci pfes Ras protein a nékolik MAPK. Cela tato
fosforyla¢ni kaskada vede k Tyr fosforylaci zapricinujici kapacitaci (Naz & Rajesh 2004).

Tretim typem je draha spousténa pomoci receptori vazanych k non-receptorovym Tyr
kindzam, které mohou byt vazané v plazmatické membrané, v jaderné membrané anebo se
mohou vyskytovat volné v cytoplazmé. Dochazi k fosforylaci specifického substratu, ktery se
podili na Tyr fosforylaci (Naz & Rajesh 2004).
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Obrazek 3: Role Tyr fosforylace p¥i kapacitaci a AR (Naz & Rajesh 2004).

Kapacitace je ovlivitovana i1 Ser/Thr fosforylaci. U ¢lovéka byly objeveny proteiny, které
se zdaji byt fosforylované na serinu pouze b&hem procesu kapacitace (u spermii, které
kapacitované jesté nebyly, nebo u nich jiz kapacitace pln€ probéehla, se serinova fosforylace
neprojevila). Déle u nich byla také detekovana treoninova fosforylace. Jako jeden z téchto
proteint byl identifikovan antigen FA-1, u kterého je pfitomna fosforylace na serinu, treoninu
ale 1 tyrozinu. VSechny tyto tfi zbytky jsou fosforylovany intenzivné béhem kapacitace, pied
kapacitaci na tomto proteinu nebyla ptitomna fosforylace zadna. Fosforylace se jest¢ zvySuje
po kontaktu spermie se ZP (Naz 1999).

Typicky vzor serinové fosforylace se vyskytuje na akrozomové oblasti, po kapacitaci je
fosforylace pfesunuta do subakrozomalni oblasti. V ptipadé treoninu je typicka fosforylace
v ekvatoriélni oblasti a s kapacitaci se vyskytuje kromé ekvatorialni oblasti dale také ve stiedni
a hlavni ¢asti bic¢iku (Naz 1999).

Béhem kapacitace je proteinkindzou A inhibovan protein GSK3, tim Ze je fosforylovan
na Ser. Tento protein je aktivni v ocasu nadvarlete, kde jsou spermie uchovavany imotilni.
Béhem kapacitace ziskéavaji zpét schopnost pohybu a GSK3 musi byt opét inhibovéan. U kancich
spermii byla prokazana béhem procesu kapacitace zvysujici se fosforylace na Ser u izoformy
GSK3aq, ale tato fosforylace nebyla pfitomna u druhé izoformy (Aparicio 2007).

Za pomoci specifické protilatky bylo dokazano, Ze u mysi se vyskytuje prolinem fizena
Ser/Thr fosforylace, a to pfevazné béhem kapacitace spermie. Fosforylaéni vzor byl vyrazny
Vv oblasti hlavni ¢asti bic¢iku a lehce byla fosforylace pfitomna i na anteriorni ¢asti hlavicky.

23



Fosforylace zbytki na serinu a treoninu, které pfedchazeji v aminokyselinové sekvenci prolinu
je jednim z hlavnich regula¢nich krokt v procesu bunétné diferenciace a proliferace. Diky
tomu jsou ménény konformace proteind a jsou ziskavana nova vazebna mista pro signalni
kaskady. Prolin se vyskytuje ve dvou izoformach cis a trans vzhledem k mistu fosforylace.
[zomerizace mezi t€émito formami zptsobuje zménu konformace proteinu, a tudiz i zménu jeho
biologické funkce. Za zménu konformace prolinu mezi Cis a trans zodpovidaji peptidyl-prolyl
izomerazy (PPlases), které se specificky vazi na motiv fosfoserin/fosfothreonin-prolin. Mezi
prolinem fizené kindzy patii cyklin dependentni kindzy (CDK), MAPK, GSK a Jun N-
terminalni kinazy (JNK) (Jha et al. 2006).

3.5.3 Fosforylace béhem fertilizace

Vazba spermie na ZP spusti AR. Aby mohla u spermie nastat AR, musi nejprve dojit ke
kapacitaci. Pfi kapacitaci dojede ke spusténi signalnich fosforyla¢nich kaskad. Dochazi
k aktivaci adenylat cyklazy (AC) a vznikd cAMP, je aktivovana PKA a jsou fosforylovany
proteiny na Tyr. Navazanim spermii na ZP je stimulovéana dalsi aktivita CAMP/PKA systému a
je aktivovana PKC. PKC otevird vapnikové kanaly v plazmatické membrané spermie. PKA
spolu s IP3 aktivuje vapnikové kanaly ve vngjs$i akrozomalni OAM, coz vede k naristu
cytosolického vapniku. Nastava disperze F-aktinu a OAM se dostava so blizkosti k PM,
nasledné s ni splyva ¢imz dochazi k vyliti akrozomalniho vacku. Na F-aktin, ktery se vaze na
membrény spermie se navazuje fosforylovand PLCy. PLC vytvaii DAG, ktery zvySuje
fazibilitu membran, aktivuje PKC a PLA2. PLCy se nachazi v akrozomalni oblasti hlavi¢ky
sav¢i spermie (Breitbart 2003).

Zvysena Tyr fosforylace je asociovana s vazbou spermie na ZP, akrozomalni reakci a
vazbou a fuzi gamet. Spermie, které se vazou na ZP a nasledné fizuji s PM oocytu jsou typické
tim, Ze je u nich pfitomna Tyr fosforylace (Urner & Sakkas 2003). Mezi Tyr fosforylaci a
vazbou spermie na ZP existuje kauzalni vztah. Téméf vSechny spermie, které se navazou na ZP
vykazuji fosforylaci na Tyr ve vnitinich bi¢ikovych strukturach a na vné&jsim povrchu hlavicky.
Tento fosforyla¢ni vzor se nevyskytuje u vétSiny spermii, které se nedokazaly navazat na ZP.
Cilovymi proteiny Tyr fosforylace na hlavicce spermie mohou byt proteiny zodpovédné za
remodelaci povrchu PM spermie, jako jsou chaperony a proteiny tepelného Soku. Tim Ze jsou
fosforylované tyto proteiny na hlavicce spermie, dojde ke konforma¢nim zménam, které
usnadni tvorbu vazebnych komplexti mezi proteiny spermie a ZP (Asquith 2004).

U kapacitovanych spermii a béhem akrozomalni reakce je vyrazni aktivita MAP
kindzovych a ERKs kaskad. Dochazi i k interakci jednotlivych prvki téchto kaskad, jako jsou
PKA, PKC, PTK. Ukazuje se, zZe existuje vice paralelnich cest vedoucich k fosforylaci proteint,
ktera je potiebna k ziskani schopnosti oplozeni (Awda & Buhr 2010).
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Spermie

Pro tuto praci byly pouzity spermie 17 kancii Z inseminac¢ni stanice LIPRA PORK, a.s.

Skrsin, jednalo se o spermie ve forme nativniho ejakulatu a inseminacnich davek. Ejakulat byl
na inseminaéni davku zpracovavan v den odbéru. Nativni ejakulat i inseminac¢ni davky byly
dopravovany do laboratofe a uchovavany v temperovaném boxu se stalou teplotou 17 °C.
Nativni ejakulat byl v laboratoti zpracovavan v den odbéru, inseminaéni davky byly pti 17 °C
uchovavany do druhého dne a nasledné zpracovany. Vzorky epididymalnich spermii byly
ziskany ze zmrazeného materialu ze zasob KVD CZU.

4.1.2 PouZité roztoky

Zéasobni 10x koncentrovany roztok PBS (Phosphate-buffered saline) spH 7,2 byl
ptipraven smisenim 90 g NaCl, 12 g Na2zHPO4 x 12 H20, 2 g NaH2PO4 x 2 H20 a
destilované vody v celkovém objemu roztoku 1 I.

PBS-T byl ptipraven smisenim 1 | 1x koncentrovaného pracovniho roztoku PBS a 0,5
ml Tweenu.

PBS na bunky byl ptipraven rozmichanim 5 PBS tablet v 1 | destilované vody.

5x koncentrovany zasobni roztok elektroforetickeho pufru byl pfipraven rozpusténim
7,59 Tris, 36 g glycinu, a 2,5 g SDS (dodecylsiranu sodnéjho) v 0,5 | destilované vody.
Transferovy pufr byl piipraven smisenim 3,03 g Tris a 14,4 g glycinu a rozpusténim ve
200 ml destilované vody. Bylo ptidano 150 ml methanolu a roztok byl doplnén do 1 |
destilovanou vodou.

Neredukujici vzorkovy pufr 5x koncentrovany byl pfipraven smichanim 0,6 ml Tris
HCl, 5 ml 50% glycerolu, 2 ml 10% SDS, 0,5 ml bromfenolové modii, 0,9 ml
destilované vody.

5% mléko bylo pfipraveno rozpusténim 2,5 g suSeného mléka v50 ml 1x
koncentrovaného PBS.

2% formaldehyd s 2% BSA pro fixaci na skla byl ptipraven smichanim 9,333 ml
destilovane vody, 0,666 ml 30% formaldehydu a 200 ul BSA.

Zéklad pro kapacitacni médium Basic TL-Hepes s pH 7,3 byl ptipraven smichanim 1 |
destilované vody, 6,6634 g NaCl, 0,2386 g KCI, 0,0408 g NazHPOg4, 1,4 ml laktatu
sodného, 0,1018 g MgCl2 x 6 H20, 2,383 g Hepes, 0,0220 g pyruvatu sodného, 2,186 g
sorbitolu, 0,025 g gentamicinu, 0,065 g penicilinu a 0,1 g PVA.

Kapacita¢ni médium s pH 7,2 — 7,4 bylo ptipraveno smisenim 50 ml Basic TL-Hepes,
0,099 g glukdzy, 0,0275 g pyruvatu sodného, 1 g BSA, 0,0084 g NaHCOs a 0,0147 ¢
CaCl2 x 2 H20.
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4.1.3 Protilatky

Jako primarni protilatka proti fosfotyrozinu byla pouzita monoklonalni protilatka
4G10° Platinum, Anti-Phosphotyrosine (mouse monoclonal coctail 1gGzs) od firmy EMD
Millipore (catalog number 05-1050) produkovanou v mysich. Pfi nanéaSeni na skla byla fedéna
v poméru 1:300 v PBS. Pfi zna¢eni membrany bylo pouzito fedéni 1:1000 v PBS.

Jako priméarni protilatka proti fosfoserinu byla pouzita polyklonalni protilatka od firmy
EMD Millipore (catalog number AB1603) produkovan v kralicich. Pfi nanaSeni na skla byla
protilatka fedéna v poméru 1:50 v PBS. Pfi znaceni membran jsme vyuzivali fedéni 1:500.

Protilatek proti o-tubulinu pro znaCeni na membrany byly pouzity dva typy,
monoklonélni protiladta produkovand v mysich (clone DM1A) od firmy Sigma Aldrich a
polyklonalni protilatka produkovana v kralicich (catalog number PA1-38814) od firmy Thermo
Fisher Scientific. V obou pfipadech byly protilatky fedény 1:10 000 v PBS.

Jako negativni izotopova kontrola mysi primarni protilaitky na membranach byl vyuzit
sérovy my$i imunoglobulin IgG fedény v poméru 1:10 000 v PBS.

Sekundarni protilatky na membrany byly pouzity 2, kozi anti-mys$i GAM (Bio-Rad, USA)
a kozi anti-krali¢i GAR (Bio-Rad, USA), ob¢ pii fedéni 1:3000 v PBS. Sekundarni protilatky
na skla byly pouzity 2, kozi anti-mysi (GAM) a kozi anti-krali¢i (GAR) od firmy Thermo Fisher
Scientific. Konkrétng Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit IgG (H+L) a Alexa Fluor™ 488 goat
anti-mouse 1gG (H+L). Jedna se o protilatky konjugované s FITC. Redéni bylo u obou
protilatek stejné, a to v poméru 1:300 v PBS.

4.1.4 Standardy pro elektroforetickou separaci

Standardy pro urceni ptibliznych molekulovych hmotnosti nalezenych proteinovych
pruhti byly pouzity dva: Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards
#1610373 (Bio-Rad, USA) a Precision Plus Protein™ Dual Color Standards #1610374S (Bio-
Rad, USA), které oba obsahovaly 10 rekombinantnich proteint o definovanych molekulovych
hmotnostech.

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava pelet z inseminacni davky (ID)

ID byla piepravovana a uchovavana v termoboxu pii teploté 17 °C. Obsahovala spermie
0 piiblizné koncentraci 5-8 x 107 v 1 ml. ID byla rozdé&lena do téi 15ml zkumavek po 5 ml.
Zkumavky byly odstfedény 10 min pti RT pti 270 g. Supernatant byl odstranén a ke spermiim
bylo pfidano 5 ml PBS na bunky. Spermie byly odstfedény pii stejnych parametrech. Takto
byly spermie promyty 3x. Do zkumavek urcenych pro kapacitaci a indukci AR u spermii bylo
ptidano 5 ml zakladu pro kapacitaéni médium Basic Hepes. K peleté ejakulovanych spermii
bylo pfidano 5 ml PBS na bunky a spermie byly v téchto roztocich promyty. Do zkumavek
urcenych pro kapacitaci a indukci AR bylo pfidano 10 ml kapacitacniho média a byly umistény
do termostatu pii 38 °C a 5% COz2, kde 1,5 hod probihala kapacitace.
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Do zkumavky, ve které byly ejakulované spermie, bylo pfidano 5 ml PBS na buiky a
smés byla rozdélena do péti mikrozkumavek Eppendorf o objemu 1,5 ml. Mikrozkumavky byly
odstfedény pti 20 °C, 10 min na 300 g. Byl odstranén supernatant a zkumavky byly zamrazeny.

Po 1,5 hod byly zkumavky ur¢ené pro kapacitaci a indukci AR vyjmuty z termostatu a
byly odstiedény pti RT, 10 min na 270 g a nasledn¢ promyty v PBS na bunky. Do zkumavky
ur¢ené pro indukci AR bylo pfidano 10 ml PBS na bunky a 10 pl kalcium ionoforu. Takto byla
inkubovana v termostatu pii 38 °C a 5% COzna 1,5 hod, s ob¢asnym promichanim.

Zkumavka s kapacitovanymi spermiemi byla zpracovana stejnym zptsobem jako
zkumavka s ejakulovanymi spermiemi.

Po 1,5 hod byla zkumavka uréend pro indukci AR spermii vyjmuta z termostatu a
odstfedéna pti RT, 10 min na 270 g. Byl odstranén supernatant a peleta byla 2x promyta v PBS.
Nasledn¢ byla zkumavka zpracovana stejné jako ptfedchozi, ale dala vzniknout pouze tfem
peletdm v mikrozkumavkach kvili vétsim ztratam pti promyvani.

4.2.2 Piiprava pelet z nativniho ejakulatu (NAT)

Nativni ejakulat byl ptivezen v chladicim boxu pfi teploté 17 °C. Byl zpracovavan ihned
po odbéru a pfivezeni do laboratofe. Vzorek byl koncentrovanéjsi né¢z ID. Do téi 15ml
zkumavek byl napipetovan 1 ml ejakuldtu a k nému bylo ptidano 5 ml PBS na bunky. Dalsi
postup pii zpracovani spermii z nativniho ejakuldtu byl stejny jako pii zpracovani ID
s rozdilem, ze doba kapacitace byla 3,5 hod.

4.2.3 Zpracovani epididymalnich spermii

Spermie byly ziskany ze zamrazeného nadvarlete, které bylo rozmrazeno ve vodé pii RT.
Pomoci chirurgickych ntizek bylo nadvarle rozdéleno na jednotlivé oddily (hlavu, télo a ocas).
Z povrchu bylo odstranéno povrchové vazivo a byly obnazeny kanalky, které byly nastfihany
na kousky velké cca 0,5 x 0,5 cm a byly vlozeny do tii falkon s 10 ml PBS. Zkumavky
s nadvarletnimi kanalky a PBS byly vloZzeny do termostatu na 30 min pfi 38 °C a 5% CO:..
Nasledné byl obsah zkumavek pies gdzu piefiltrovan do ¢&istych zkumavek, které byly
odstfedény 5 min piti RT na 50 g. Byl odsat supernatant se spermiemi. Zkumavky byly
odstiedény 10 min pii RT pti 270 g. Byl odstranén supernatant a k peletdm spermii z hlavy a
téla nadvarlat bylo ptidano 10 ml PBS na bunky. K peleté z ocasu nadvarlat bylo piidano 5 ml
PBS, tento Usek mél men$i vytéZnost spermii. Spermie byly rozdéleny po 1 ml do
mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly odstfedény pii 20 °C, 10 min na 300 g. Byl odstranén
supernatant a pelety byly zamrazeny.

4.2.4 Fixace spermii na skla formaldehydem v suspenzi

Pii ptipravé pelet bylo odebrano 100 pl z kazdé faze maturace a z kazdého oddilu
nadvarlat do mikrozkumavek Eppendorf. Do mikrozkumavek bylo piidano 400 ul PBS na
bunky. Pfipravené mikrozkumavky byly stoceny na centrifuze pti RT, 5 min na 300 g a
nasledné byl odstranén supernatant. Do zkumavek bylo ptidano 150 ul 2% formaldehydu ve
vodé s 2% BSA. Zkumavky byly inkubovany p#i RT 20 min. Nasledné byly odstfedény pti
stejnych parametrech a byly 2x promyty v PBS na burky.
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Suspenze byla nafedéna PBS na buiiky na koncentraci poZadovanou pro natér na skla
(kontrola pod mikroskopem). Na dva krouzky pfipravené pomoci PAN Pen liquid rocker na
podloznich skli¢kach byla nanesena suspenze spermii v objemu 10 ul. Po zaschnuti suspenze
byla skli¢cka uchovavana v lednici.

425 Nepiima imunofluorescence — detekce fosforylovanych proteinii

Nepiima imunofluorescence je technika pro detekci antigeni oznacenych protilatkami
v konjugaci s fluorofory.

Skla se zafixovanymi spermiemi byla omyta PBS a osusena. Do kazdého kolecka bylo
piidano 150 pl SuperBlocku (Thermo Scientific, USA) a skla byla inkubovéna ve vihké
komtirce ve tmé 30 min pii RT. Nasledné byla skla opét omyta PBS a osusena. Do levého
kolecka byla nanesena 100 pl smési nafedéné primarni protilatky proti fosfotyrozinu v fedéni
1:300, nebo fosfoserinu v fedéni 1:50 v PBS. Do pravého kolecka bylo naneseno 100 ul PBS
(kontrola). Skla byla inkubovéna ve vlhké komurce v lednici do druhého dne.

Druhy byla skla omyta PBS. Do obou kole¢ek na sklech bylo naneseno 100 pl smési
sekundarni protilatky v fedéni 1:300 v PBS konjugované s FITC. Pro P-Tyr byla pouzita GAM
(Alexa FluorTM 488, Invitrogen, USA), pro P-Ser byla pouzita GAR (Alexa FluorTM 488,
Invitrogen, USA). Nasledovala inkubace ve vlhké komurce ve tmé 30 min pii RT. Skla byla
omyta PBS a osusena. Do obou kolecek bylo naneseno 100 ul roztoku PNA s rhodaminem
(Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector Laboratories, USA) v fedéni 1:1000 v PBS pro znaceni
akrozomu a skla byla inkubovana ve vlhké komurce ve tmé 30 min pii RT. Ve tmé byla skla
omyta PBS a nasledné i destilovanou vodou a byly na né naneseny 2 ul VectaShieldu DAPI
(Antifade Mounting Medium, Vector Laboratories, USA) pro znacéeni jaderné DNA. Skla byla
piekryta krycim sklickem.

Preparaty byly pozorovany pod imunofluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E600.
Byly snimény kamerou Nicon Digital Sight DS-Fil (Japonsko) a softwarem pro analyzu obrazu
NIS Elements.

4.2.6 Elektroforéza (SDS PAGE)

Elektroforéza je metodou rozdélujici proteiny v elektrickém poli. SDS (dodecylsiran
sodny) je detergent, ktery udava vSem proteinim zaporny naboj, a tak jsou proteiny
rozdélovany podle molekulové hmotnosti.

Vzorky byly rozmrazeny. K 50 pl vzorku bylo ptidano 150 pl neredukujiciho vzorkového
pufru. Nasledovala lyzace na ledu po dobu 30 min. Vzorky byly povafeny 5 min na
thermoshakeru a nasledné odstfedény 2 min pii 4 °C a 10 000 g. Dale byl zpracovavan
supernatant. Ke 100 ul supernatantu bylo piidano 5 ul merkaptoetanolu a opét doslo k povareni.
Takto byly vzorky pouzity jako nanasky do gelu.

Byl pouzit 12% separacni a nasledné 4% zaostfovaci SDS PAGE (viz kapitola Materidl),
tyto gely byly navrstveny mezi sestavu skel. Sestava skel byla vlozena do elektroforetické
aparatury Bio-Rad. Elektroforeticka nadoba byla naplnéna elektroforetickym pufrem. VVzorky
byly naneseny pomoci mikrosttikatky Hamilton po 12 ul. Do jedné jamky byl nanesen standard
pro ur¢eni molekulové hmotnosti proteinti o objemu 3 pl.
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Elektroforéza probihala nejprve 20 min na 80 V, nasledné bylo napéti zvyseno na
140 V po dobu 45 min a dale bylo zvysovano, dokud se vzorky nedostaly na konec gelu. Gely
byly vyuzity pro elektroptenos.

4.2.7 Western blot

Western blot je metoda pieneseni proteini z elektroforetického gelu na nitrocelul6zovou
membranu. Prenos byl proveden pomoci filtraénich papird, houbi¢ek a porézni kazety ktera
byla vloZena do aparatury pro Western blot tak, aby byly zaporné nabité proteiny (pomoci SDS)
pfenaseny na membranu smérem k anod¢. Do nddoby aparatury byl nalit transferovy pufr.
Elektroptenos probihal 1 hod za stalého elektrického proudu o velikosti 1 A a aparatura byla
po dobu ptenosu chlazena ledem.

4.2.8 Imunodetekce proteini na membranach

Po dokonceni elektroptenosu byly proteiny na membrané vizualizovany pomoci barveni
Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA) po dobu 1 min. Membrana byla odbarvena promytim
Vv destilované vod¢ a PBS. Nasledné byla membréana inkubovana 30 min v 5% mléce pii RT
kvtli deaktivaci volnych mist na membrané. Nasledné¢ byla 2x promyta v PBS-T kvuli
blokovani nespecifickych vazeb.

Na membranu byla nanesena primarni protilatka (proti fosfotyrozinu v fedéni 1:1000,
fosfoserinu v fedéni 1:500, a-tubulinu v fedéni 1:10 000 a mysi sérovy imunoglobulin v fedéni
1:10 000 jako negativni kontrola) v PBS. Jako negativni kontrola krali¢i protilatky bylo
vyuzivano jen ¢ist¢é PBS. Membrana s protilatkami byla kultivovana v lednici pii 4 °C do
druhého dne. Dalsi den byly membrany promyty na rota¢ni tfepac¢ce 3x 10 min v PBS-T. Na
membranu byla nanesena sekundarni protilatka v konjugaci s kifenovou peroxidazou v fedéni
1:3000 (Goat anti rabbit a Gaot anti mouse) v PBS v celkovém mnozstvi 3 ml. Takto byly
membrany inkubovany ve falkonech 1 hod pii RT na rota¢ni tfepacce. Po inkubaci nasledovalo
promyvani 4x 5 min v PBS-T na rotac¢ni tiepacce a nasledné 2x 5 min v PBS.

Pro promyti byly proteiny vizualizovany na ptistroji Azure c300 Gel Imaging System
(Azure Biosystem, USA). Byly smichany 2 slozky chemiluminiscen¢niho substratu West Pico
PLUS v poméru 1:1 v celkovém mnozstvi 200 pl, ktery byl nanaSen na membranu.

Néekteré membrany byly vyuzity opakované. Z membran bylo odstranéno znaceni
protilatkami ihned po vizualizaci na Azure ¢300 Gel Imaging System. Membrany byly
opléachnuty na rotaéni tiepac¢ce 10 min ve stripovacim roztoku Restore WB stripping Buffer
Thermo Scietific. Nasledné¢ byly membrany promyty 5 min v PBST-T a 5 min v PBS. Byly
vlozena mezi dva suché filtra¢ni papiry, oznaceny, obaleny alobalem a zamrazeny. Pied dalsim
pouzitim byly membrany promyty v PBS a nasledné byly po dobu 1 hod na rota¢ni tiepacce
V 5% mléce pfi RT. Pokud byla ptivodné na membranu vyuzita mysi primarni protilatka, musela
byt pii druhém znaceni vyuzita krali¢i primarni protilatka a naopak. K primarnim protilatkam
byly vyuzity odpovidajici sekundarni protilatky.
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5 Vysledky
5.1 Detekce fosforylovanych proteini pomoci imunofluorescence

Aby byla detekovana zména fosforylace ve spermiich béhem jejich maturace, byly
odebrané spermie kapacitovany in vitro a nasledné u nich byla in vitro navozena AR. Dale byly
také hodnoceny spermie odebrané z jednotlivych oddili nadvarlat. Spermie z jednotlivych
stupiit maturace byly fixovany na skla a imunofluorescen¢né znaceny. Byly extrahovany jejich
proteiny, které byly nasledné zkoumany pomoci elektroforézy a Western blot imunodetekce.
Byly vyuzity protilatky proti fosfotyrozinu a proti fosfoserinu a bylo sledovano, zda se méni
fosforyla¢ni vzory a jak se méni mira fosforylace proteinti na spermiich.

5.1.1 Detekce fosforylace pomoci protilatky proti fosfotyrozinu

Spermie vykazovaly fosforylaci proteinii na tyrozinovych zbytcich. Bylo detekovéano
nékolik  fosforylacnich vzori, coz je ukdzdno na nésledujici sérii  snimki
z imunofluorescenénich preparati. Na obrazku 4, je schematicky znazornéna pozorovana
fosforylace proteinti pomoci protilatky proti PY (fosfotyrozinu) s naslednou vizualizaci pomoci
fluorescence. Tyto vzory se vyskytovaly napii¢ vSemi skupinami zkoumanych spermii.
Nejcastéji zastoupenym vzorem byl vzor A, tedy silné fluorescence v EQSS a akrozomalnim
vacku a slaba fluorescence na bi¢iku. Pokud byla ve spermii detekovana fosforylace na biciku,
byl signal vzdy slaby. Na nékterych snimcich se nachazel vzor E, tedy slaba fluorescence na
celé spermii, ktery byl pravdépodobné zpusoben nespecifickou vazbou protilatky pti prilis
dlouhé inkubaci.

? A

A

>

Obrazek 4: Detekované fosforylacni vzory za vyuZiti protildtky proti PY: Tmavsi barva — silny
signal, svetlejsi barva — slaby signdl; v ndsledujicich tabulkach a snimcich vyuzito pismenné
oznaceni.

Ejakulované spermie

V tabulce 1 je zaneseno procentualni zastoupeni ejakulovanych spermii vykazujicich
ur¢ité tyrozinove fosforylacni vzory. Celkem bylo pomoci imunofluorescen¢niho znaceni
zkoumano 19 vzorka ejakulovanych spermii. Nékteré vzorky byly hodnoceny dvakrat a to
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proto, ze byla zménéna doba kultivace spermii s primarni protilatkou. V tabulce jsou zaneseny
vzorky pfipravené znativnich ejakulati a inseminacnich davek. V kazdém vzorku bylo
zhodnoceno 100 az 200 spermii a vysledny pocet byl pfepocitan na procenta. U ejakulovanych
spermiich se vyskytovaly vSechny vySe zminéné fosforylaéni vzory. NejvéEtsi zastoupeni mél
fosforylacni vzor A a B. Nejmén¢ byl zastoupen vzor D. Vzory A a B jako nejdominantnéji
zastoupené vzory je mozno vidét dale na obrazku 5.

Tabulka 1: Procentualni zastoupeni ejakulovanych spermii vykazujicich jednotlivé
fosforylaéni vzory (viz obrazek 4).

Procentualni zastoupeni tyrozinovych fosforylac¢nich vzor( na ejakulovanych spermiich

NAT EJ SU 730 26.7.21 PY NAT 91,5 0,0 7,0 0,0 1,6
NAT EJSU 71017.9.21 PY NAT 81,8 18,2 0,0 0,0 0,0
NAT EJ SU 730 17.9.21 PY NAT 95,0 0,0 3,0 2,0 0,0
NAT EJ SU 679 20.9.21 PY NAT 99,0 1,0 0,0 0,0 0,0
NAT EJ SU 744 20.9.21 PY NAT 93,2 6,1 0,7 0,0 0,0
NAT EJ SU 679 20.9.21 PY NAT 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
NAT EJ SU 710 13.9.21 PY NAT 0,0 57,4 0,0 0,0 42,6
NAT EJ SU 730 13.9.21 PY NAT 0,0 56,5 0,0 0,0 43,5
NAT EJ SU 730 26.9.21 PY NAT 22,9 72,9 1,0 0,0 3,1
NAT EJ SU 744 20.9.21 PY NAT 0,5 99,5 0,0 0,0 0,0
NAT EJ SU 722 18.10.21 PY NAT 70,6 5,9 16,5 0,0 7,1
ID EJ SU 679,700 27.7.21. PY ID 93,9 3,9 2,2 0,0 0,0
ID EJ SU 685,673 27.7.21. PY ID 94,1 3,0 3,0 0,0 0,0
ID EJSU 711 13.7.21 PY ID 86,3 10,8 2,8 0,0 0,0
ID EJ SU 668,711 2.9.21 PY ID 75,0 0,0 0,0 0,0 25,0
ID EJ SU 730,740 2.9.21 PY ID 94,0 0,0 4,5 0,0 1,5
IDEJSU _13.7.21 PY ID 0,0 95,3 0,0 0,0 4,7

ID EJ SU 668,711 31.8.21 PY ID 0,0 33,7 0,0 0,0 66,3
ID EJ SU 730,740 31.8.21 PY ID 0,0 15,1 0,0 0,0 84,9
Celkem ze vSech EJ spermii 54,3 36,5 1,9 0,1 7,2

Na obrazku 5 je série snimkli zimunofluorescencniho mikroskopu zachycujici
fosforylaci na Tyr u ejakulovanych spermii z insemina¢ni davky. Na vét§im snimku je mozno
vidét prolozenti tii fotografii, kdy je pomoci DAPI (modfe) znaceno jadro, pomoci PNA lektinu
v konjugaci s rhodaminem (Cerven¢) je znacen akrozom a je detekovana fosforylace (zelen¢).
Sipky ukazuji na spermie, na kterych je snadno pozorovatelné typické fluorescenéni znadeni.
Pfi prolozeni vSech tii vrstev se ztraci slaby fluorescenéni signal, ktery vykazuji spermie
napiiklad na bi¢iku, ale ten je patrny na menS$ich snimcich, kde je mozno vidét fosforylacni
vzory, které byly charakteristické pro ejakulované spermie. Jsou jimi vzor A, kde jasné sviti
akrozomalni oblast, EqSS a slabé sviti bi¢ik a vzor B, kde je fluorescence pfitomna na EqSS
a na bic¢iku.
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Obrazek 5: Ejakulované spermie z inseminacéni davky znacené protiliatkou proti PY 4G10 piti
zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a Alexa
488, Sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené pismeny
podle schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor A, na
(a) oznacena jako A2; (e), (f) a (g) spermie vykazujici fosforylacni vzor B, na (a) oznacena jako
B2; (b) a (e) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) a (f) akrozom spermie
oznaceny cervenym fluoroforem rhodaminem; (d) a (g) pozitivni reakce s protildtkou oznacend
zelené fluoroforem Alexa 488; (h) negativni kontrola pro fluorofory DAPI, rhodamin a Alexa
488.

Kapacitované spermie

V tabulce 2 je zaneseno procentualni zastoupeni spermii po in vitro kapacitaci
vykazujicich  jednotlivé  tyrozinové fosforylatni vzory. Celkem bylo pomoci
imunofluorescen¢niho znaceni zkoumano 15 riznych vzorkd spermii. V tabulce jsou vzorky
pfipravené z nativnich ejakulatt a inseminac¢nich davek. V kazdém vzorku bylo zhodnoceno
100 az 200 spermii a vysledny pocet byl piepocitdn na procenta. Opét byly pfitomné vSechny
vySe zminéné fosforylaéni vzory. Nejcastéjsi byly opét A a B, ale byly zde vice zastoupeny
i vzory E a D. Nejmén¢ zastoupeny byl vzor C.
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Tabulka 2: Procentudlni zastoupeni tyrozinovych fosforylacnich vzoru (viz obrazek 4) na
kapacitovanych spermiich.

Procentualni zastoupeni tyrozinovych fosforylacnich vzori na kapacitovanych spermiich

NAT KAP SU 730 26.7.21 PY NAT 87,3 0,7 2,0 9,3 0,7
NAT KAP SU 710 17.9.21 PY NAT 83,0 0,0 0,0 17,0 0,0
NAT KAP SU 730 17.9.21 PY NAT 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
NAT KAP SU 679 20.9.21 PY NAT 21,1 78,9 0,0 0,0 0,0
NAT KAP SU 744 20.9.21 PY NAT 1,2 82,9 0,0 0,0 15,9
NAT KAP SU 679 20.9.21 PY NAT 0,0 69,1 2,5 0,0 28,4
NAT KAP SU 710 13.9.21 PY NAT 0,0 83,9 0,0 0,0 16,1
NAT KAP SU 730 13.9.21 PY NAT 0,0 70,4 0,0 0,0 29,6
NAT KAP SU 744 20.9.21 PY NAT 0,0 48,7 1,3 0,0 50,0
ID KAP SU 685,673 27.7.21. PY ID 78,7 0,0 0,5 20,7 0,0
ID KAP SU 679,700 27.7.21 PY ID 93,4 2,5 4,1 0,0 0,0
ID KAP SU 668,711 2.9.21 PY ID 92,9 7,1 0,0 0,0 0,0
ID KAP SU 730,740 2.9.21. PY ID 98,6 0,7 0,7 0,0 0,0
ID KAP SU 740,679 7.9.21 PY ID 0,0 88,5 0,0 0,0 11,5
ID KAP SU 756,673 7.9.21 PY ID 0,0 56,8 0,0 0,0 43,2
Celkem ze vSech KAP spermii 52,3 32,7 0,9 4,6 9,5

Na obrazku 6 je série snimkl z imunofluorescen¢niho mikroskopu zachycujici fosforylaci
na Tyr u spermii, u kterych byla navozena kapacitace in vitro, pomoci kapacitacniho média
Basic TL-HEPES (viz 4.1.2) z insemina¢ni davky. Vétsi snimek je opét vytvoren prolozenim
tii vrstev fotografii z imunofluorescencniho mikroskopu. Znaceni pomoci fluorofori je
zachovano. Na sérii men$ich snimkl jsou zachyceny tii spermie, jedna vykazuje opét
fosforyla¢ni vzor A, jedna vzor C a jedna vzor D. Vzor B nebyl na vétsim snimku zachycen a
spermie po kapacitaci vykazujici tento vzor se neliSily od téch ejakulovanych. VVzor E na tomto
vétsim snimku také neni a spermie vykazujici tento vzor bude ukdzana v dal$i sérii snimkd.
Spermie vykazujici fosforylacni vzor A sviti na akrozomalni Cepicce, EQSS a na biciku.
Spermie vykazujici vzor C Sviti jen na akrozomalni ¢epicce. Spermie se vzorem D vykazuji
fluorescenci na akrozomalni ¢epicce a na EQSS.
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ID KAP PY.

Obréazek 6: Kapacitované spermie z inseminacni davky znacéené protildtkou proti PY 4G10
PFi zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a
Alexa 488, sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené
pismeny podle schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni
vzor A, na (a) oznacena jako ALl; (e), (f) a (g2) spermie vykazujici fosforylacni vzor C, na (a)
oznacena jako C1; (h), (i) a (J) spermie vykazujici fosforylacni vzor D, na (a) 0znacena jako
D1; (b), (e) a (h) jddro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c), (f) a (i) akrozom
spermie oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d), (g) a (j) pozitivni reakce
S protilatkou oznacend zelené flouoroforem Alexa 488; (k) negativni kontrola pro fluorofory
DAPI, rhodamin, Alexa 488.

Spermie po AR

V tabulce 3 je zaneseno procentualni zastoupeni jednotlivych tyrozinovych
fosforyla¢nich vzord u spermii po in vitro navozené AR. AR byla navozena pomoci inkubace
spermii s kalcium ionoforem. Bylo zkoumano 9 ruznych vzorkti spermii. V tabulce jsou
zaneseny vzorky pfipravené z nativniho ejakulétu i z insemina¢ni davky. V kazdém vzorku
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bylo napocitano 100 az 200 spermii a pocty spermii u jednotlivych vzort byly prepocitany na
procenta. Vzorkti bylo mén¢ nez ejakulovanych a kapacitovanych spermii, protoze tyto vzorky
byly vicekrat promyvany, a tak dochézelo ke ztratam spermii. Ne z kazdého vzorku byly tedy
odebrany spermie pro natéry na skla. V tabulce je mozno vidét, Ze je zde opét nejrozsitené;si
vzor A, ale jsou zde zastoupeny 1 ostatni kategorie, pfi¢emz vzory B, C a E jsou zastoupeny
V podobné cetnosti.

Tabulka 3: Procentuélni zastoupeni spermii po akrozomalni reakci vykazujicich jednotlivé
Sfosforylacni vzory (viz obrazek 4).

Procentualni zastoupeni tyrozinovych fosforylacnich vzorl ve spermiich po AR

NAT AR SU 700 26.7.21. PY NAT 37,6 1,0 0,0 0,0 61,4
NAT AR SU 710 17.9.21 PY NAT 98,8 0,0 0,0 1,3 0,0
NAT AR SU 730 17.9.21 PY NAT | 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
NAT AR SU 679 20.9.21 PY NAT 30,1 40,7 29,2 0,0 0,0
NAT AR SU 744 20.9.21 PY NAT 26,9 62,7 10,4 0,0 0,0
ID AR SU 679,700 27.7.21. PY ID 92,2 0,0 7,8 0,0 0,0
ID AR SU 685,673 27.7.21. PY ID 97,3 0,0 2,7 0,0 0,0
ID AR SU 668,711 2.9.21 PY ID 68,8 0,0 4,7 14,1 12,5
ID AR SU 730,740 2.9.21 PY ID 81,7 0,0 9,9 0,0 8,5
Celkem ze vSech AR spermii 73,2 9,8 7,5 1,1 8,4

Na obrazku 7 je mozno vidét sérii snimkti zachycujicich fosforylaci na Tyr u spermii,
u kterych byla navozena akrozomalni reakce in vitro. Jedna se o spermie z insemina¢ni davky.
V¢Etsi snimek je opét vytvoren prolozenim tii vrstev fotografii z imunofluorescencniho
mikroskopu. Na tomto snimku miizeme vidét pouze fosforylacni vzory A, proto nasleduje jesté
jedna série snimkt spermii po AR. Tyto spermie na snimku ale stdle vykazuji slaby
fluorescen¢ni signal na akrozomu pii znaCeni PNA lektinem v konjugaci s rhodaminem.
Pravdépodobné tedy u téchto spermii jest¢ neprob¢hla z néjakého diivodu AR a jedna se opét
pouze o kapacitované spermie. Na sérii mens$ich snimku je spermie vykazujici vzor A, ktera ale
nema viditelné znaceni akrozomu PNA lektinem, akrozom se tedy jevi zreagovany. Mlze ale
také jit o slaby signal, ktery nebyl mikroskopem zachycen.
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Obrazek 7: Spermie po AR z inseminacni davky znacené protilatkou proti PY pii zvétSeni
400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a Alexa 488,
Sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené pismenem podle
schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor A, na (a)
oznacena jako Al; (b) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) zreagovany,
nebo slabé znaceny akrozom spermie oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d)
pozitivni reakce s protilatkou oznacend zelené flouoroforem Alexa 488; (e) negativni kontrola
pro fluorofory DAPI, rhodamin a Alexa 488 (kontrola odpovida i ndsledujici sérii snimkii v
obrazku 8).

Na obrazku 8 je mozno vidét sérii snimkt zachycujicich fosforylaci na Tyr u spermii,
u kterych byla navozena AR in vitro. Jedna se o spermie pfipravené z nativniho ejakulatu. Vétsi
snimek je vytvofen prolozenim tii vrstev fotografii z imunofluorescenéniho mikroskopu. Tento
obrazek je druhym zachycujici spermie po AR. Na tomto snimku je zachycen fosforylac¢ni vzor
E, ktery byl u spermii po AR vyznamné¢ zastoupen, ale na snimcich z inseminacnich davek
nebyl hezky pozorovatelny. Vzor E se ale vyskytoval pfevazné jen u jednoho vzorku, je tedy
mozné, ze se jedna pouze o artefakt. Na sérii mensich snimka jsou spermie, které¢ vykazuji
fosforylaéni vzory A a E, pfi¢emz u spermie vykazujici vzor A, mizeme vidét, Ze je zde stale
ptitomna fluorescence na akrozomu, a tudiz jest¢ nedoslo K vyliti akrozomalniho vacku.
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U spermie vykazujici vzor E se zd4 byt akrozom jiZ zreagovany. Vzor E se vyskytoval i u v§ech
predchazejicich kategorii maturace a fluorescence pomoci FITC vypadala v ostatnich ptipadech
stejné.

NAT AR PY

a

DAPI J E1 DAPI
b e
PNA JE1 PNA
c f
FITC JE1 FITC
& d g

Obrazek 8: Spermie po AR z nativniho ejakulatu zracené protilitkou proti PY 4G10 pii
zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodamin a Alexa 488,
Sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené pismeny podle
schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor A, na (a)
oznacena jako ALl; (e), (f) a (g) spermie vykazujici fosforylacni vzor E, na (a) oznacena jako
El; (b) a (e) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) a (f) akrozom spermie
oznaceny cervenym rhodaminem; (d) a (g) pozitivni reakce s protilatkou oznacend zelené
flouoroforem Alexa 488.

Pro zhodnoceni vyznamnosti faze maturace pro vyskyt urcitého fosforyla¢niho vzoru byla
pouzita metoda statické analyzy ANOVA. Byl hodnocen vliv faze maturace a ptivodu vzorku
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(zda spermie pochazely z insemina¢ni davky nebo z nativniho ejakulatu) na procentudlnim
zastoupeni uréitého tyrozinového fosforyla¢niho vzoru. Vstupnimi daty byly hodnoty uvedené
v tabulkdch 1-3. Vysledky analyzy jsou uvedeny v grafu 1. Podrobnéjsi vysledky analyzy
nasleduji v grafech 2 a 3.

NAT/ID*Faze maturace*Fosforylacni vzor; LS Means
Current effect: F(8, 185)=,42993, p=,90206
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intenals
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Graf 1: Statistické vyhodnoceni vlivu maturacni fize a pivodu vzorku na Cetnosti
Jjednotlivych tyrozinovych fosforylacnich vzori: Analyza byla provedena na hladiné
vyznamnosti @=0,05. Priimérné cetnosti tyrozinovych fosforylacnich vzorii se mezi jednotlivymi
maturacnimi fazemi statisticky vyznamné nelisi. Byl prokazan vliv pivodu vzorku (z nativniho
ejakulatu nebo z inseminacni davky) na zastoupeni vzorii A a B. (Jednotlivé fluorescencni
vzory: A —silny signal v EgSS a akrozomalni oblasti a slaby signal v biciku; B — silny signal na
EQSS a slaby signdl na biciku, C — silny signél v akrozomdalni oblasti a slaby signal na biciku,
D —silny signdl v EQSS a akrozomalni oblasti; E — slaby signal na celé spermii.)
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Pfi hlading vyznamnosti a.=0,05 byl prokézan alespon jeden statisticky vyznamny rozdil
(p=0,025) v piitomnosti jednotlivych tyrozinovych fosforyla¢nich vzora v zavislosti na pivodu
vzorku. V grafu 2 je vidét, ze procentualni zastoupeni vzori A a B se statisticky vyznamné 1isi
mezi spermiemi pochazejicimi z nativniho ejakulatu a inseminaéni davky.

Fosforylacni vzor*NAT/ID; LS Means
Current effect: F(4, 205)=2,8392, p=,02539
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intenals
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Graf 2: Statistické vyhodnoceni viivu piivodu vzorku (nativni ejakulat, nebo inseminacni
ddvka) na Cetnosti jednotlivych tyrozinovych fosforylaénich vzori: Analyza byla provedena
na hladine vyznamnosti «=0,05. Existuje statisticky vyznamny rozdil (p=0,025)
V procentudlnim zastoupeni tyrozinovych fosforylacnich vzoru A a B mezi vzorky pripravenymi
Z nativniho ejakuldatu a inseminacni davky. Ostatni vzory nevykazuji v zastoupeni statisticky
vyznamny rozdil. (Jednotlivé fluorescencni vzory: A — silny signal v EQSS a akrozomalni oblasti
a slaby signal v biciku, B — silny signdl na EqSS a slaby signdl na biciku, C — silny signal
V akrozomalni oblasti a slaby signdl na biciku, D — silny signél v EqSS a akrozomalni oblasti;
E — slaby signal na celé spermii.)
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Pii hladin¢ vyznamnosti a=0,05 byl zkouman statisticky vyznamny rozdil v pfitomnosti
jednotlivych tyrozinovych fosforylaénich vzorti v zavislosti na fazi maturace. Mezi
ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi a spermiemi po AR nebyl nalezen statisticky

vyznamny rozdil v pfitomnosti jednotlivych fosforyla¢nich vzoru. (p=0,146) Tato analyza je
v grafu 3.

Faze maturace*Fosforyla¢ni vzor; LS Means
Current effect: F(8, 200)=1,5373, p=,14625
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

100
80
60 r
S
2 40t
(o]
N
>
g
£ 20
()]
Q
0 L
) | == Faze maturace
EJ
= Faze maturace
R L
= Faze maturace
Fosforylagni vzor AR

Graf 3: Statistické vyhodnoceni vlivu maturacni faze (ejakulované spermie, kapacitované
spermie, spermie po AR) na Cetnosti jednotlivych tyrozinovych fosforylaénich vzori: Analyza
byla provedena na hladiné vyznamnosti «=0,05. V zastoupeni jednotlivych tyrozinovych
fosforylacnich vzori v zavislosti na fazi maturace nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.
(Jednotlivé fluorescencni vzory: A — silny signal v EQSS a akrozomalni oblasti a slaby signal
V biciku, B — silny signal na EqSS a slaby signdl na bic¢iku; C — silny signal v akrozomalni
oblasti a slaby signal na biciku; D —silny signal v EqQSS a akrozomalni oblasti; E — slaby signal
na celé spermii.)
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V prib¢hu zpracovavani této diplomové priace byla zménéna metodika pro
imunofluorescenéni znaceni pomoci protilatky proti fosfotyrozinu. Nejprve bylo vyuZzivano
inkubace preparatu spermii na mikroskopickém sklicku s primarni protilatkou v lednici do
druhého dne. Zména metodiky spocivala ve zkraceni doby inkubace s primarni protilatkou
pouze na 1 hod v lednici pii 4 °C. Piedchozi vysledky statistické analyzy byly zpracovany za
pouziti hodnot ziskanych ze vSech vzorku. Pro zjisténi, zda vysledky nebyly ovlivnény dlouhou
dobou inkubace byly zanalyzy vyjmuty hodnoty téchto vzorkd. Pfi vyhodnoceni takto
upravenych dat, byly ziskany odlisné vysledky nez v ptedchozim piipadé (grafy 4-6). V grafu
4 jsou uvedeny vysledky analyzy rozptyli ANOVA pii hladiné vyznamnosti a=0,05. Oproti
grafu 1 je znatelny rozdil u vzorii A a B.

NAT/ID*Faze maturace*FosforylaCni vzor; LS Means
Current effect: F(8, 135)=1,1283, p=,34828
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 4: Statistické vyhodnoceni vlivu maturacni faize a pivodu vzorku na Cetnosti
jednotlivych tyrozinovych fosforylacnich vzorii: Analyza byla provedena na hladiné
vyznamnosti a=0,05. Byl prokdzan vliv maturacni faze na vyskyt fosforylacnich vzori. Vliv
ptivodu vzorku (nativni ejakulat, nebo inseminacni davka) jiz neni statisticky vyznamny.
(Jednotlivé fluorescencni vzory: A — silny signél v EQSS a akrozomalni oblasti a slaby signal
V biciku, B — silny signdl na EqSS a slaby signadl na bic¢iku; C — silny signal v akrozomalni
oblasti a slaby signal na biciku; D —silny signal v EqQSS a akrozomalni oblasti; E — slaby signal
na celé spermii.)
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V grafu 5 je podrobné&j$i analyza zavislosti pfitomnosti jednotlivych tyrozinovych
fosforylaénich vzorti na stadiu maturace. EXistuje statisticky vyznamny rozdil (p=0,000) ve
vyskytu vzoru A. Nejméné se vyskytuje u ejakulovanych spermii, nejvice je zastoupeny
u spermii po AR. Velky rozdil je pozorovatelny i v ptipadé vzoru B, ktery je nejvyznamnéji
zastoupen u ejakulovanych spermii, nejméné je zastoupen u spermii po akrozomalni reakci.

Ejakulované spermie také v porovnani s ostatnimi matura¢nimi stadii vykazuje vétsi zastoupeni
vzoru E.

Faze maturace*Fosforylaéni vzor; LS Means
Current effect; F(8, 135)=6,1316, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 5: Statistické vyhodnoceni vlivu maturacni faze (ejakulované spermie, kapacitované
spermie, spermie po AR) na éetnosti jednotlivych tyrozinovych fosforylaénich vzorii: Analyza
byla provedena na hladiné vyznamnosti «=0,05. V zastoupeni jednotlivych tyrozinovych
fosforylacnich vzoru v zavislosti na fazi maturace byl nalezen statisticky vyznamny rozdil
(p=0,000). (Jednotlivé fluorescencni vzory: A — silny signal v EQSS a akrozomalni oblasti
a slaby signal v biciku, B — silny signél na EqSS a slaby signal na biciku, C — silny signal
V akrozomalni oblasti a slaby signal na biciku, D — silny signél v EqSS a akrozomalni oblasti;
E — slaby signal na celé spermii.)
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Pii zahrnuti dat ze vSech vzorkidl byla potvrzena statisticky vyznamna zavislost na
pritomnosti jednotlivych tyrozinovych fosforyla¢nich vzorti na tom, zda byl vzorek ptipraven
z nativniho ejakulatu nebo z inseminaéni davky. Pti vyfazeni vzorkt s dlouhou dobou inkubace
s primarni protilatkou, se tento faktor ukazal bez statisticky vyznamného vlivu (graf 6).

NAT/ID*Fosforylaéni vzor; LS Means
Current effect: F(4, 135)=1,9012, p=,11381
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 6: Statistické vyhodnoceni vlivu pitvodu vzorku (nativni ejakuldt, nebo inseminacni
ddvka) na Cetnosti jednotlivych tyrozinovych fosforylaénich vzorii: Analyza byla provedena
na hladiné vyznamnosti «=0,05. Neexistuje statisticky vyznamny rozdil (p=0,114)
V procentudlnim zastoupeni tyrozinovych fosforylacnich vzorii A a B mezi vzorky pripravenymi
Z nativniho ejakuldtu a inseminacni davky. (Jednotlivé fluorescencni vzory: A — silny signal
v EQSS a akrozomdlni oblasti a slaby signal v biciku, B — silny signél na EqSS a slaby signél
na biciku; C — silny signal v akrozomalni oblasti a slaby signdl na biciku; D — silny signal
v EQSS a akrozomalni oblasti; E — slaby signal na celé spermii.)

Epididymalni spermie

U vzorku epididymalnich spermii nebyl detekovan zadny imunofluorescenéni signal po
inkubaci s protilatkou proti fosfotyrozinu, nebyly tedy statisticky vyhodnoceny.
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5.1.2 Detekce fosforylace pomoci protilatky proti fosfoserinu

Spermie vykazovaly fosforylaci proteini na serinovych zbytcich. Bylo detekovéano
nékolik fosforyla¢nich vzor, coz je ukdziano na nasledujici sérii  snimka
z imunofluorescencnich preparati. Na obrazku 9, je schematicky zndzornéna pozorovana
fosforylace proteinii pomoci protilatky proti PS (fosfoserinu) s naslednou detekci pomoci
sekundarni protilatky v konjugaci s Alexa 488. Vzory A az D se vyskytovaly v ejakulovanych
a kapacitovanych spermiich a ve spermiich po AR. Vzory E a F jsou ptfidany do schématu,
jelikoz se vyskytuji ve vzorcich z epididymalnich spermii. Spermie vykazujici fosforyla¢ni
vzor A svitily na bi¢iku, pfi¢emz zde byl vyrazny signél v oblasti kréku a stiedni ¢asti bic¢iku.
Spermie se vzorem B mély znaceni prave jen na krcku a stfedni ¢asti bic¢iku, na hlavni a koncové
¢asti biciku nebyl pfitomen ani slaby signal. Spermie vykazujici fosforylacni vzor C svitili celé
a opéet byl vyrazngjsi signal na krcku a stfedni ¢ésti bi¢iku. Vzor D mél opét pritomnou
fluorescenci na celém biciku s vyraznym kr¢kem a bicikem, ale navic byl jeSté pfitomen
vyrazny signal na hlavi¢ce v oblasti EQSS v kulatém tvaru. Vzory E a F nevykazovaly silny
signal, spermie vykazujici vzor E mély slabou fluorescenci na celé¢ hlavicce a spermie
vykazujici vzor F mély slabou fluorescenci na celém biciku.

Obréazek 9: Detekované fosforylacni vzory za vyuZiti protilatky proti PS: Tmavsi barva — silny
signal, svetlejsi barva —slaby signal; v ndsledujicich snimcich, tabulkdch a analyzach je vyuZito
pismenné znaceni.

Ejakulovane spermie

V tabulce 4 je procentudlni zastoupeni ejakulovanych spermii vykazujicich specifické
vzory fosforylace proteinii na serinovych zbytcich. Bylo hodnoceno 10 riznych vzorka spermii
a Vv tabulce jsou zaneseny spole¢né vysledky z nativniho ejakulatu a inseminaéni davky. Mezi
ejakulovanymi spermiemi byly nejvice zastoupeny vzory A, C a D.

44



Tabulka 4: Procentudlni zastoupeni ejakulovanych spermii vykazujicich jednotlivé serinové
Sfosforylacni vzory (viz obrazek 9): NE znaci vzorky nevykazujici pozitivni reakci s protilatkou
proti fosfoserinu (tyto vzorky jsou v tabulce pro ilustraci poctu zpracovanych vzorkii, ale nejsou
zaneseny do statistickych analyz).

Procentualni zastoupeni serinovych fosforylacnich vzor( na ejakulovanych spermiich

NATEJSU71017.9.21.PS NAT 0,0 2,6 94,7 2,6 0,0 0,0
NATEJSU73017.9.21 PS NAT 4,1 10,2 85,7 0,0 0,0 0,0
NATEJ SU67920.9.21 PS NAT 0,0 0,0 5,9 94,1 0,0 0,0
NATEJ SU 744 20.9.21 PS NAT 1,4 0,0 2,7 95,9 0,0 0,0
NATEJ SU 73026.7.21 PS NAT 87,7 2,9 9,4 0,0 0,0 0,0
IDEJSU668,7112.9.21 PS ID NE NE NE NE NE NE
IDEJSU730,7402.9.21 PS ID NE NE NE NE NE NE
IDEJSU679,70027.7.21 PS ID 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
ID EJ SU 685,673 27.7.21 PS ID 28,6 14,3 57,1 0,0 0,0 0,0
IDEJSU71113.6.21PS ID 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Celkem ze vSech EJ spermii 34,9 2,4 27,3 35,3 0,0 0,0

Na obrazku 10 je mozno vidét sérii snimkt z imunofluorescenéniho mikroskopu
zachycujici fosforylaci na Ser u ejakulovanych spermii z nativniho ejakulatu. Na vétsim snimku
je mozno vidét prolozeni tfi fotografii, kdy je pomoci DAPI (modie) znaceno jadro, pomoci
PNA lektinu v konjugaci s rhodaminem (Cerven¢) je znaCen akrozom a fosforylace je
znazornéna pomoci Alexa 488 (zelend). Sipky ukazuji na spermie, na kterych je snadno
pozorovatelné typické fluorescencni znaceni. Na mensSich snimcich jsou dvé spermie, jedna
vykazujici vzor C a jedna vykazujici vzor D. Spermie vykazujici fosforyla¢ni vzor C sviti cela,
spermie vykazujici fosforylaéni vzor D sviti na bi¢iku a v oblasti EQSS.

45



Obrazek 10: Ejakulované spermie z nativniho ejakulatu znacené protilitkou proti PS pii
zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a Alexa
488, Sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené pismeny
podle schématického obrazku viz vyse, (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor C, na
(a) oznacena jako C1; (e), (f) a (g) spermie vykazujici fosforylacni vzor D, na (a) oznacena jako
D1; (b) a (e) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) a (f) akrozom spermie
oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d) a (g) pozitivni reakce s protildatkou oznacena
zelené flouoroforem Alexa 488; (h) negativni kontrola pro fluorofory DAPI, rhodamin a Alexa
488.
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Kapacitované spermie

V tabulce 5 je zaneseno procentualni zastoupeni in vitro kapacitovanych spermii, které
vykazuji dané serinové fosforylaéni vzory. Kapacitace byla provedena pomoci inkubace
spermii v kapacitaénim médiu. Bylo zkoumano 9 rtiznych vzorkd. U kapacitovanych spermii
bylo nejvice spermii vykazujicich fosforylacni vzory A a C. V malém mnozstvi jsou zde
zastoupeny i vzory B a D.

Tabulka 5: Procentudlni zastoupeni kapacitovanych spermii vykazujicich jednotlivé serinové
Sfosforylacni vzory (viz obrazek 9): NE znaci vzorky nevykazujici pozitivni reakci s protilatkou
proti fosfoserinu (tyto vzorky jsou v tabulce pro ilustraci poctu zpracovanych vzorkii, ale nejsou
zaneseny do statistickych analyz).

Procentualni zastoupeni serinovych fosforyla¢nich vzord na kapacitovanych spermiich

NATKAP SU71017.9.21PS NAT 40,5 26,2 33,3 0,0 0,0 0,0
NAT KAP SU73017.9.21 PS NAT 20,0 30,0 50,0 0,0 0,0 0,0
NAT KAP SU 679 20.9.21 PS NAT 8,0 0,0 70,7 21,3 0,0 0,0
NAT KAP SU 744 20.9.21 PS NAT 72,5 0,0 27,5 0,0 0,0 0,0
NAT KAP SU 730 26.7.21 PS NAT NE NE NE NE NE NE
ID KAP SU 668,711 2.9.21. PS ID NE NE NE NE NE NE
ID KAP SU 730,740 2.9.21 PS ID NE NE NE NE NE NE
ID KAP SU 679,700 27.7.21 PS ID 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ID KAP SU 685,673 27.7.21 PS ID 97,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0
Celkem ze vSech EJ spermii 56,2 7,1 31,7 5,0 0,0 0,0

Na obrazku 11 je série snimki z imunofluorescenéniho mikroskopu. Na velkém snimku
jsou prekryty tii snimky. Na sérii malych snimkl jsou zachyceny tii spermie, které¢ vykazuji
fosforylaéni vzory A, C a D. Spermie s fosforylaénim vzorem A ma fluorescencni signal na
bi¢iku. Spermie vykazujici fosforyla¢ni vzor C sviti cela. Spermie vykazujici vzor D ma
vyraznou fluorescenci v oblasti kréku a EQSS.
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NAT KAP PS

Obréazek 11: Kapacitované spermie z nativniho ejakulatu znacené protilitkou proti PS
AB1603 pii zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodamin
a Alexa 488, sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené
pismeny podle schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni
vzor A, na (a) oznacena jako ALl; (e), (f) a (g) spermie vykazujici fosforylacni vzor C, na (a)
oznacena jako C1; (h), (i) a (J) spermie vykazujici fosforylacni vzor D, na (a) oznacena jako
D1; (b), (e) a (h) jddro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c), (f) a (i) akrozom
spermie oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d), (g) a (j) pozitivni reakce
S protilatkou oznacend zelené flouoroforem Alexa 488; (k) negativni kontrola pro fluorofory
DAPI, rhodamin a Alexa 488.
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Spermie po AR

V tabulce 6 je zaneseno procentualni zastoupeni spermii po in vitro indukované AR
vykazujici urcité fosforylacni vzory. Vyhodnoceno bylo 9 vzorkil a stejné jako v ptipadé
kapacitovanych spermii byly nejvice zastoupeny vzory A a C. Opét byly pfitomny i vzory
BaD.

Tabulka 6: Procentuélni zastoupeni spermii po akrozomalni reakci vykazujicich jednotlivé
vzory (viz obrazek 9): NE znaci vzorky nevykazujici pozitivni reakci s protilatkou proti
fosfoserinu (tyto vzorky jsou v tabulce pro ilustraci poctu zpracovanych vzorki, ale nejsou
zaneseny do statistickych analyz).

‘ Procentualni zastoupeni serinovych fosforylacnich vzor( na spermiich po AR

NATARSU71017.9.21 PS NAT 69,7 15,2 10,6 4,5 0,0 0,0
NATARSU 73017.9.21 PS NAT 54,7 14,1 28,1 3,1 0,0 0,0
NATARSU 679 20.9.21 PS NAT 19,1 0,0 76,5 4,4 0,0 0,0
NATARSU 744 20.9.21 PS NAT 57,4 0,0 38,2 4,4 0,0 0,0
NAT AR SU 700 26.7.21 PS NAT 0,0 0,0 100,0 0,0 NE NE
IDARSU668,7112.9.21 PS ID NE NE NE NE NE NE
IDARSU730,7402.9.21 PS ID NE NE NE NE NE NE
ID ARSU679,70027.7.21 ID 85,4 11,0 3,7 0,0 0,0 0,0
ID ARSU 685,673 27.7.21 ID 44,4 0,0 53,3 2,2 0,0 0,0

Celkem ze vSech EJ spermii 47,4 6,0 44,0 2,6 0,0 0,0
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Na obrazku 12 je mozno vidét sérii snimkili z imunofluorescenéniho mikroskopu zachycujicich
serinovou fosforylaci ve spermiich po AR, které byly vykultivované z nativniho ejakulatu.
Akrozomy na snimcich ve vétSin€ piipadd byly zreagované a nevykazovaly fluorescenci. Na
malych snimcich jsou spermie vykazujici fosforyla¢ni vzory A a D.

NAT AR PS

h

Obrazek 12: Spermie po AR z nativniho ejakulatu znacené protilitkou proti PS AB1603 pii
zvétsSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodamin a Alexa 488,
Sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené pismeny podle
schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor A, na (a)
oznacena jako Al; (e), (f) a (g) spermie vykazujici fosforylacni vzor D, na (a) oznacena jako
D1, (b) a (e) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) a (f) akrozom spermie
oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d) a (g) pozitivni reakce s protildtkou oznacend
zelené flouoroforem Alexa 488; (h) negativni kontrola pro fluorofory DAPI, rhodamin, Alexa
488 (kontrola odpovida i nasledujici sérii snimkit na obrazku 13).
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Na obrazku 13 je série snimkid zachycujici spermie po AR z insemina¢ni davky, které
vykazuji fosforylaci na Ser. Na vétSim snimku jsou vidét spermie vykazujici vzor B, tedy
fluorescenci na krc¢ku a na stfedni ¢asti biciku. Fosforyla¢ni vzor B se vyskytoval v mens$im
mnozstvi i u ejakulovanych a kapacitovanych spermii a fluorescence vypadala stejné i v téchto
piripadech.

ID AR PS

DAPI b | PNA c |l FITC

Obrazek 13: Spermie po AR z inseminacéni davky znacené protildtkou proti PS AB1603 pii
zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a Alexa
488, Sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typicky VzOr, VZOr je oznacen pismeny podle
schématického obrazku viz vyse; (b), (c¢) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor B, na (a)
oznacena jako Bl, (b) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) akrozom spermie
oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d) pozitivni reakce s protilatkou oznacend
zelené flouoroforem Alexa 488.
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Pro zhodnoceni vyznamnosti faze maturace pro vyskyt urcitého serinového
fosforylacniho vzoru byla pouZzita metoda statické analyzy ANOVA. Byl hodnocen vliv faze
maturace a puvodu vzorku (zda spermie pochazely z inseminaéni davky nebo z nativniho
ejakulatu) na procentudlnim zastoupeni uréitého serinového fosforylaéniho vzoru. Vstupnimi
daty byly hodnoty uvedené v tabulkach 4-6. Vzorky, které nevykazovaly zZadnou fluorescenci,
byly z analyzy vyjmuty. Nejednalo se o nahodny, nebo staticky vyznamny jev. Vzorky byly
inkubovany s protilatkou, pro kterou bylo pouzito piili§ velké fedéni (1:100 v PBS). Redéni
bylo sniZzeno na 1:50 v PBS a nasledné uz spermie vykazovaly imunofluorescenci. Vysledky
analyzy jsou uvedeny v grafu 7. Podrobnéjsi vysledky analyzy nasleduji v grafech 8 a 9.

NAT/ID*Faze maturace*Fosforyla¢ni vzor; LS Means
Current effect: F(10, 90)=,97995, p=,46654
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 7: Statistické vyhodnoceni viivu maturacni fize a pivodu vzorku na Cetnosti
Jjednotlivych serinovych fosforylacnich vzori: Analyza byla provedena na hladiné vyznamnosti
a=0,05. Prumeérné cetnosti serinovych fosforylacnich vzorii se mezi jednotlivymi maturacnimi
fazemi statisticky vyznamné nelisi. Byl prokadzan vliv piivodu vzorku (z nativatho ejakulatu nebo
Z inseminacni davky) na zastoupeni vzoru A. (Jednotlivé fluorescencni vzory: A — fluorescence
na biciku se silnym signdlem v krcku a stredni éasti biciku, B — silny signdl v kréku a stiedni
casti bicitku; C — signal na celé spermii se silnym signalem v krcku a stiredni casti biciku;
D —silny signdl v ekvatoridlnim segmentu a fluorescence na biciku se silnym signdlem v krcku
a stredni casti biciku; E — slaby signal na hlavicce; F — slaby signal na biciku.)
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Pfi hladiné vyznamnosti 0=0,05 byl dokazan alespon jeden statisticky vyznamny rozdil
(p=0,024) v pritomnosti jednotlivych serinovych fosforyla¢nich vzori v zavislosti na pavodu
vzorku. V grafu 8 je vidét, Ze procentualni zastoupeni vzoru A se statisticky vyznamné 1i§i mezi
spermiemi pochazejicimi z nativniho ejakulatu a z insemina¢ni davky.

NAT/ID*Fosforyla¢ni vzor; LS Means
Current effect: F(5, 114)=2,7059, p=,02384
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 8: Statistické vyhodnoceni vlivu pitvodu vzorku (nativni ejakuldt, nebo inseminacni
davka) na éetnosti jednotlivych serinovych fosforylaénich vzorii: Analyza byla provedena na
hladiné vyznamnosti «=0,05. Existuje statisticky vyznamny rozdil (p=0,024) v procentuélnim
zastoupeni serinového fosforylacniho vzoru A mezi vzorky pripravenymi z nativniho ejakulatu
a inseminacni davky. Ostatni vzory nevykazuji v zastoupeni statisticky vyznamny rozdil.
(Jednotlivé fluorescencni vzory: A — fluorescence na biciku se silnym signdlem v krcku a stredni
casti bic¢iku, B — silny signal v krcku a stiedni c¢asti biciku; C — signal na celé spermii se silnym
signalem Vv krcku a stredni casti biciku;, D — silny signal v ekvatorialnim segmentu a
Sfluorescence na biciku se silnym signdlem v krcku a stredni casti biciku; E — slaby signal na
hlavicce; F — slaby signdl na biciku.)

53



Pii hladin¢ vyznamnosti a=0,05 byl zkouman statisticky vyznamny rozdil v pfitomnosti
jednotlivych serinovych fosforylaénich vzora v zavislosti na fazi maturace. Mezi
ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi a spermiemi po AR nebyl nalezen statisticky

vyznamny rozdil v ptitomnosti jednotlivych fosforylaénich vzoru. (p=0,438) Tato analyza je
v grafu 9.

Faze maturace*Fosforyla¢ni vzor; LS Means
Current effect: F(10, 108)=1,0128, p=,43754
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 9: Statistické vyhodnoceni vlivu maturacni fize (ejakulované spermie, kapacitované
spermie, spermie po AR) na Cetnosti jednotlivych serinovych fosforylaénich vzorii: Analyza
byla provedena na hladiné vyznamnosti «=0,05. V zastoupeni jednotlivych serinovych
fosforylacnich vzorii v zavislosti na fazi maturace nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil.
(Jednotlivé fluorescencni vzory: A — fluorescence na biciku se silnym signdlem v krcku a stiedni
casti biciku, B — silny signal v krcku a stredni casti biciku, C —signal na celé spermii se silnym
signalem Vv krcku a stiedni casti bictku;, D — silny signal v ekvatoridlnim segmentu
a fluorescence na biciku se silnym signdlem v krcku a stiedni casti biciku; E — slaby signél na
hlavicce; F — slaby signal na biciku.)
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Epididymalni spermie

Zména serinové fosforylace byla zkoumana i na epididymalnich spermiich. V tabulce 7
je mozno vidét procentudlni zastoupeni spermii vykazujici jednotlivé serinové fosforyla¢ni
vzory v zavislosti na Gseku nadvarlat ze kterého byly ziskany. V hlavé nadvarlat nejvice
spermii vykazovalo vzor E, tedy fosforylaci na celé hlavi¢ce. V téle nadvarlat spermie nejvice
vykazovaly fosforylaci na hlavicce (vzor E) a na celé spermii (vzor C). V ocasu nadvarlat se
vyskytoval nejvice fosforylacni vzor F, tedy fosforylace na bic¢iku. VétSina spermii odebranych
z nadvarlat neméla znaceny akrozom. Spermie byly ziskany ze zmrazeného nadvarlete a
akrozomy mohly byt poskozeny nizkymi teplotami.

Tabulka 7: Procentualni zastoupeni spermii odebranych z nadvarlat vykazujicich jednotlivé
fosforylacni vzory (viz obrazek 9).

Procentualni zastoupeni serinovych fosforylacnich vzort na epididymalnich spermiich

EP123.11.21PS hlava 0,0 0,0 0,0 0,0 79,6 20,4

EP2 23.11.21PS télo 0,0 0,0 34,7 0,0 58,9 6,5

EP323.11.21PS ocas 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0
Celkem ze vSech EP spermii 0,0 0,0 17,8 0,0 62,7 19,5

Na obrazku 14 je série snimku zachycujici serinovou fosforylaci ve spermiich odebranych
z hlavy nadvarlat. Na vétSim snimku jsou prolozeny tii snimky, které zachycuji znaceni jadra
pomoci fluorochromu DAPI, znafeni akrozomu pomoci PNA lektinu Vv konjugaci
s rhodaminem a fosforylaci zna¢enou imunofluorescenéné pomoci Alexa 488. Na sérii mensich
snimkil jsou zachyceny dvé€ spermie, jedna vykazujici fosforylaéni vzor E a jedna vykazujici
fosforylacni vzor F. U spermii odebranych z hlavy nadvarlat prevladal fosforyla¢ni vzor E.
Fluorescencni signal u vzort E a F je velmi slaby.
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Obrazek 14: Spermie odebrané z hlavy nadvarlat znacené protilatkou proti PS AB1603 pii
zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a Alexa
488, sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené pismeny
podle schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor E, na
(a) oznacena jako E1; (e), (f) a (g) spermie vykazujici fosforylacni vzor F, na (a) oznacena jako
F1, (b) a (e) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) a (f) akrozom spermie
oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d) a (g) pozitivni reakce s protilatkou oznacend
zelené flouoroforem Alexa 488; (h) negativni kontrola pro fluorofory DAPI, rhodamin, Alexa
488.

Na obrazku 15 je série snimkili ukazujici spermie odebrané z téla nadvarlat. Nékteré spermie
z tohoto tseku mély velmi malé znaceni akrozomu pomoci PNA lektinu, jak je mozno vidét i
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na jednom z mensich snimku (c). Spermie na vétSim snimku vykazuji vzory C a E, vzor E
vypadal stejné¢ jako u pfedchoziho segmentu nadvarlat. Vzor C je ukdzan na menSich snimcich.

DAPI g C1

Obrazek 15: Spermie odebrané z téla nadvarlat znacené protilitkou proti PS AB1603 pii
zvétSeni 400x: (a) celkovy pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a Alexa
488, sipkami jsou oznaceny spermie vykazujici typické vzory, vzory jsou oznacené pismeny
podle schématického obrazku viz vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor C, na
(a) oznacena jako Cl; (b) jadro spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) akrozom
spermie oznaceny cervenym flouroforem rhodaminem; (d) pozitivni reakce s protilatkou
oznacenda zelené flouoroforem Alexa 488, (e) negativni kontrola pro fluorofory DAPI,
rhodamin, Alexa 488.

Na obrazku 16 je mozno vidét spermie odebrané z ocasu nadvarlat. Spermie z ocasu
nadvarlat vykazovaly pfevazné slabou fluorescenci na bi¢iku. Zisk spermii z ocasu nadvarlat
byl velmi maly, spermie se z malych kanalkd velmi obtizné extrahovaly a jejich zisk byla az
pétkrat mensi nez z prfedchozich usekti nadvarlat. Aby byl zisk spermii, pokud moZno nejvétsi,
dochazelo pii jejich ziskavani k vétsimu poctu odstiedéni. Spermie ziskané z ocasu nadvarlat
nevykazovaly znafeni akrozoml pomoci PNA lektinu. Je moZné, Ze byly akrozomy poruseny
intenzivni odstfedénim a neSetrnym zachazenim se spermiemi pfi jejich extrakci. Na mensSich
snimcich lze vidét spermii, ktera vykazuje fosforylaéni vzor F, tedy fosforylaci na biciku.
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Obrazek 16: Spermie odebrané z ocasu nadvarlat znacené pii zvétseni 400x: (a) celkovy
pohled na spermie znacené fluorofory DAPI, rhodaminem a Alexa 488, Sipkami jsou oznaceny
spermie vykazujici typicky vzor, vzor je oznacen pismenem podle schématického obrézku viz
vyse; (b), (c) a (d) spermie vykazujici fosforylacni vzor F, na (a) oznacena jako F1; (b) jadro
spermii oznacené modrym fluoroforem DAPI; (c) akrozom spermie oznaceny cervenym
flouroforem rhodaminem nevykazujici fluorescenci; (d) pozitivni reakce s protilatkou oznacend
zelené flouoroforem Alexa 488; () negativni kontrola pro fluorofory DAPI, rhodamin a Alexa
488.

Pro zhodnoceni vyznamnosti Useku nadvarlat, ze kterého byly spermie odebrany (hlava,
télo a ocas) pro vyskyt ur¢ité¢ho serinového fosforylacniho vzoru byla pouzita metoda statické
analyzy ANOVA.) Vstupnimi daty byly hodnoty uvedené v tabulce 7. Pro statistické
vyhodnoceni byl ale pozorovany soubor pfili§ maly, a tak nebylo moZno imunofluorescenci
statisticky vyhodnotit. Pro ilustraci je uveden graf 10, ktery ukazuje procentudlni zastoupeni
serinovych fosforyla¢nich vzora v jednotlivych Gsecich nadvarlat.
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Usek nadvarlat*Fosforylaéni vzor; LS Means
Current effect: F(10, 0)=--, p= --
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 10: Vliv Useku nadvarlat, ze kterého byly spermie odebrany (hlava, télo, ocas) na
Cetnosti jednotlivych serinovych fosforylacnich vzori: graf ukazuje procentuélni zastoupeni
serinovych fosforylacnich vzori v jednotlivych Gsecich nadvarlat. (Jednotlivé fluorescencni
vzory: A — fluorescence na biciku se silnym signdlem v krcku a stiredni ¢asti biciku; B — silny
signél v krcku a stiedni casti biciku, C — signél na celé spermii se silnym signalem v krcku a
stredni casti biciku; D — silny signal v ekvatoridlnim segmentu a fluorescence na biciku se
silnym signélem v krcku a stiredni casti biciku; E — slaby signal na hlavicce,; F — slaby signal
na biciku.)
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5.2 Detekce fosforylovanych proteinta v extraktech spermii

Fosforylace proteind ve spermiich a jejich zmény béhem maturace byly analyzovéany
i pomoci Western blotové analyzy. Byly zkoumany fosforylace na ejakulovanych
a kapacitovanych spermiich a ve spermiich po AR, pficemz kapacitace a AR byly indukovany
in vitro. Proteiny z jednotlivych extraktii byly rozdéleny pomoci SDS PAGE a nasledné byly
pfeneseny na nitrocelulozovou membranu, kde byly zna¢eny pomoci specifickych protilatek.
Timto zpisobem byla prokdzana fosforylace a jeji zmény béhem maturace spermii na
tyrozinovych i serinovych zbytcich. Pomoci kalibracni kiivky v MS Excel byly vypocitany
priblizné molekulové hmotnosti jednotlivych fosforylovanych proteint.

Tyrozinova fosforylace byla detekovana na proteinech o molekulovych hmotnostech cca
201, 110, 79, 70, 55, 50, 39, 35, 27, 23 a 17 kDa (obrézek 17). Proteiny o velikosti 110, 70, 39
a 35 kDa byly detekovany u vsech tii maturacnich stadii. Proteiny o velikosti 55 a 50 kDa byly
detekovany u ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Proteiny o velikosti 201 a 79 kDa byl
detekovan pouze u ejakulovanych spermii. Proteiny o velikosti 27, 23 a 17 kDa byly detekovany
u kapacitovanych spermii a u spermii po AR.

Serinova fosforylace byla detekovana na proteinech o molekulovych hmotnostech cca
112,72, 60, 52, 49, 45, 41, 38, 32, 30, 28 a 21 kDa (obréazek 18). Protein o velikosti 72 kDa byl
jako jediny pfitomny u vSech tfi maturacnich stadii, jinak se u ejakulovanych spermii
nevyskytovaly jiné proteiny fosforylované na Ser. U kapacitovanych spermii a u spermii po AR
byly pfitomny proteiny o velikostech 112, 60, 52, 49, 44, 41, 38, 30 a 28 kDa. Proteiny
o velikostech 32 a 21 kDa se vyskytovaly pouze u spermii po AR.

Byla hodnocena ptitomnost a zména fosforylace i1 na epididymalnich spermiich. Zvlast
byly hodnoceny extrakty ze spermii ziskanych z hlavy, téla a ocasu nadvarlete. Byla prokazana
pfitomnost a zména Tyr i1 Ser fosforylace. Tyr fosforylace (obrazek 19) byla detekovana na
proteinech o molekulovych hmotnostech cca 95, 61, 51, 49, 40, 37, 34 a 29 kDa. Ve vsech tiech
oddilech nadvarlat byly detekovany proteiny s Tyr fosforylaci o molekulovych hmotnostech
95, 51 a 37 kDa. Pouze v hlavé nadvarlat byly detekovany Tyr fosforylované proteiny
0 molekulovych hmotnostech 29 a 34 kDa. V hlavé a ocasu byly detekovany Tyr fosforylované
proteiny o molekulovych hmotnostech 61 a 49 kDa a v téle a ocasu byl detekovan protein
s Tyr fosforylaci o velikosti 40 kDa. Serinova fosforylace byla detekovana na proteinech
0 molekulovych hmotnostech cca 91, 75 a 49 kDa (obrazek 20). Ve vSech tfech oddilech byly
detekovany proteiny fosforylované na Ser o molekulovych hmotnostech 91 a 75 kDa.
Proteinovy pruh znaceny protilatkou proti fosfoserinu o molekulové hmotnosti 49 kDa byl
piitomen pouze Vv extraktech z ocasu nadvarlat.

Pro zhodnoceni zmény fosforylace proteinii byla provedena denzitometrick4 analyza. Na
nasledujicich grafech jsou ukazany zmény relativni (vztaZzeno k a-tubulinu) optické denzity
fosforylovanych proteint z extrakti spermii z jednotlivych maturacnich stadii. Aby mohly byt
proteiny porovnany mezi sebou, byla vzdy po vztazeni hodnot k a-tubulinu jesté ptifazena
jednomu proteinu hodnota 1 a nasledné byly ostatni hodnoty vztazeny jesté k tomuto proteinu.
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Obrazek 17: Imunodetekce tyrozinové fosforylace na ejakulovanych a kapacitovanych
spermiich a ve spermiich po AR pomoci protilatky proti PY 4G10: detekce Tyr fosforylace
v extraktech z kancich spermii na nitrocelulézové membrané; proti fosfotyrozinu byla pouzita
mysi monoklonalni protilatka 4G10 Platinum, v Fedeni 1:1000 v PBS; sekundarni protilatka
byla GAM v konjugaci s krenovou peroxidazou, v redeni 1:3000; standard All Blue, jehoz
molekulové hmotnosti jsou vynesené nalevo vedle membrany; zelené sipky ukazuji molekulové
hmotnosti jednotlivych proteini se specifickym protilatkovym oznacenim; dole kontrola
proteinové nandsky pomoci detekce a-tubulinu mysi protilatkou proti a-tubulinu.

Pro proteiny fosforylované na Tyr o molekulovych hmotnostech 201, 110, 79, 55, 50, 39,
35, 27, 24 a 17 kDa byla provedena denzitometrické analyza. Byla zméfena relativni opticka
denzita jednotlivych proteinti (vztazeno k a-tubulinu). Relativni optické hodnoty pro
molekulové hmotnosti v jednotlivych matura¢nich stadiich byly zprimérovany a zaneseny do
grafu 11. Nasledn¢ byla provedena statisticka analyza (dvouvybé&rovy t-test) v programu
STATISTICA pro zhodnoceni odli$nosti relativni optické denzity proteinii mezi jednotlivymi
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matura¢nimi St&dii. Hladina vyznamnosti pro t-testy byla «=0,05. Pro ptehlednost nejsou
p hodnoty uvedeny v grafu 11, ale vysledky statistické analyzy jsou zaneseny do tabulky 8.

Pramérné relativni optické denzity bandu v jednotlivych
maturacnich stadiich

16
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201 kDa
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Graf 11: Denzitometrické analyza Tyr fosforylovanych proteinit: Primérna relativni opticka
denzita Tyr fosforylovanych proteini a jeji zména mezi maturacnimi stadii; hodnoty vztazeny
k relativni optické denzité proteinu 50 kDa u EJ spermii, kterému byla prirazena hodnota 1,

[e)]

Relativni opticka denzita
[ole]

>

N

chybova usecka — smérodatna odchylka.

Tabulka 8: Vysledky statistické analyzy porovnani relativnich optickych denzit jednotlivych
proteinit znacenych protilditkou proti fosfotyrozinu mezi maturaénimi stadii: analyza
provedena na hladiné vyznamnosti =0,05; statisticky vyznamné vysledky (p<0,05) jsou
V tabulce uvedeny cervene.

Statisticky vyznamna rozdilnost mezi pramérnymi denzitami na hladiné vyznamnosti a=0,05

50,9607 65,3995 44,0793 0,367 0,562 0,112
25,4756 41,6811 55,8992 0,015 0,016 0,069
15,6677 30,2736 35,6536 0,000 0,014 0,153
12,7705 19,4733 34,9999 0,016 0,018 0,035
10,1049 19,8946 46,3295 0,000 0,034 0,062
32,4630 100,6391 147,8050 0,037 0,011 0,122
15,8121 65,5209 110,2170 0,005 0,002 0,006
0,0000 10,7008 75,1968 0,000 0,000 0,002
0,0000 17,0780 98,1175 0,000 0,000 0,025
0,0000 16,2893 89,3422 0,000 0,000 0,213

Protein fosforylovany na Tyr o molukulové hmotnosti 201 kDa nevykazoval statisticky
vyznamny rozdil relativnich optickych denzit mezi jednotlivymi matura¢nimi stadii.
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U proteinu fosforylovaném na Tyr o molekulové hmotnosti 110 kDa byly zjistény
statisticky vyznamne rozdily v relativni optické denzité mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi
spermiemi a mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR. Mezi kapacitovanymi
spermiemi a spermiemi po AR nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.

Pro protein fosforylovany na Tyr o molekulové hmotnosti 79 kDa byly zjistény statisticky
vyznamne rozdily v relativni optické denzité mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi
a mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR. Mezi kapacitovanymi spermiemi a
spermiemi po AR nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.

Pro protein fosforylovany na Tyr o molekulové hmotnosti 55 kDa byly detekovany
statisticky vyznamné rozdily v relativni optické denzité mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi
spermiemi, mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR i mezi kapacitovanymi
spermiemi a spermiemi po AR.

Protein fosforylovany na Tyr o molekulové hmotnosti 50 kDa vykazoval statisticky
vyznamné rozdily v relativni optické denzité mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi
a mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR. Mezi kapacitovanymi spermiemi a
spermiemi po AR nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.

Denzitometricka analyza pro protein fosforylovany na Tyr o molekulové hmotnosti 39
kDa ukazala statisticky vyznamné rozdily v relativni optické denzité¢ mezi ejakulovanymi a
kapacitovanymi spermiemi a mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR. Meazi
kapacitovanymi spermiemi a spermiemi po AR nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.

Pro protein fosforylovany na Tyr o molekulové hmotnosti 35 kDa byly zjistény statisticky
vyznamneé rozdily v relativni optické denzité mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi,
mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR, a i mezi kapacitovanymi spermiemi a
spermiemi po AR.

Protein fosforylovany na Tyr o molekulové hmotnosti 27 kDa se nevyskytoval u
ejakulovanych spermii, byl pfitomen jen u kapacitovanych spermii a spermii po AR. Mezi
témito dvéma matura¢nimi stadii byl detekovan statisticky vyznamny rozdil v relativni optické
denzité proteinu. Stejné tak tomu bylo pro protein 0 molekulové hmotnosti 27 kDa.

Protein fosforylovany na Tyr o molekulové hmotnosti 17 kDa se nevyskytoval u
ejakulovanych spermii, byl pfitomen jen u kapacitovanych spermii a spermii po AR. Mezi
témito dvéma matura¢nimi stadii nebyl detekovan statisticky vyznamny rozdil v relativni
optické denzité proteinu, jelikoZ u spermii po akrozomalni reakci byl pfilis velky rozptyl hodnot
mezi jednotlivymi vzorky.
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V grafu 12 je denzitometricka analyza pro celkovou relativni optickou denzitu proteina
fosforylovany na Tyr v jednotlivych stadiich maturace. Pomoci dvouvybérového t-testu
s hladinou vyznamnosti a=0,05 byl prokazén statisticky vyznamny rozdil v celkove relativni
optické denzité¢ ejakulovanych a kapacitovanych spermii (p=0,011) a ejakulovanych spermii a
spermii po AR (p=0,022). Mezi celkovou relativni optickou denzitou kapacitovanych spermii
a spermii po AR nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 12: Denzitometricka analyza Tyr fosforylovanych proteinii:. Celkova priimérna relativni
optickd denzita v jednotlivych maturacnich stadiich, vztazeno k hodnoté relativni optické
denzity ejakulovanych spermii, které byla prirazena hodnota 1; chybové visecky — smérodatné
odchylky od priiméru; hladina vyznamnosti a =0,05; * — p <0,05; aa — srovnani celkové
relativni optické denzity mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi, bb — srovnani
celkové relativni opticke denzity mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR.
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Obrazek 18: Imunodetekce serinoveé fosforylace v ejakulovanych a kapacitovanych spermiich
a ve spermiich po AR pomoci protilatky proti PS AB1603: detekce Ser fosforylace v extraktech
Z kancich spermii na nitrocelulézové membrané; jako protilatka proti fosfoserinu byla pouZita
kralici polyklonalni protilatka v redeni 1:500; sekundarni protilatka byla GAR v konjugaci
S kifenovou peroxidadzou, v redeni 1:3000; standard Dual Color, jehoz molekulové hmotnosti
jsou vynesené napravo vedle membrany; zelené Sipky ukazuji molekulové hmotnosti
jednotlivych proteinii se specifickym protilatkovym znacenim; dole kontrola proteinové nandsky
pomoci detekce a-tubulinu mysi protilatkou proti a-tubulinu.

Pro proteiny fosforylované na Ser o molekulovych hmotnostech 112, 72, 60, 52, 49, 45,
41 a 38 kDa byla provedena denzitometrickd analyza. Byla zmétena relativni opticka denzita
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jednotlivych proteini (vztaZzeno k a-tubulinu). Nasledné byly relativni optické denzity proteint
v ramci jednotlivych matura¢nich stadii zprimérovany a tyto primérné hodnoty byly vyneseny
do grafu. Byla provedena statisticka analyza (dvouvybérovy t-test) v programu STATISTICA
pro zhodnoceni odli$nosti relativni optické denzity jednotlivych proteinovych pruhtt mezi
maturac¢nimi stadii. Hladina vyznamnosti pro t-testy byla a=0,05. Primérné relativni optické
denzity jednotlivych proteinii jsou zaneseny v grafu 13. Pro piehlednost nejsou vysledky
statistické analyzy zaneseny v grafu 13, ale jsou v tabulce 9.
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Graf 13: Denzitometricka analyza Ser fosforylovanych proteinii: Priimérnd relativni optickd
denzita (vztazend k a-tubulinu) Ser fosforylovanych proteinii a jeji zména mezi maturacnimi
stadii, hodnoty vztazeny k relativni optické denzité proteinu 72 kDa u EJ spermii, kterému byla
prirazena hodnota 1; chybova usecka — smeérodatna odchylka.

Tabulka 9: Vysledky statistické analyzy porovnani relativnich optickych denzit jednotlivych
Ser fosforylovanych proteinovych pruhii mezi maturaénimi stadii: analyza provedena na
hladiné vyznamnosti a=0,05; statisticky vyznamné vysledky (p <0,05) jsou v tabulce uvedeny
Cervene.

Statisticky vyznamna rozdilnost mezi primérnymi denzitami na hladiné vyznamnosti a=0,05

0,00000 0,77098 0,83479 0,000 0,000 0,550
0,42753 0,99883 1,57696 0,018 0,013 0,056
0,00000 0,57330 0,82254 0,000 0,000 0,127
0,00000 0,26865 0,55168 0,000 0,000 0,076
0,00000 0,22809 0,56845 0,000 0,000 0,092
0,00000 0,18550 0,56379 0,000 0,000 0,167
0,00000 0,12302 0,60266 0,000 0,000 0,263
0,00000 0,11608 0,44534 0,000 0,000 0,292
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Denzitometricka analyza pro protein fosforylovany na Ser o melukulové hmotnosti 112
kDa detekovala tento protein pouze na kapacitovanych spermiich a spermiich po AR. Mezi
témito maturacnimi stadii nebyl detekovan statisticky vyznamny rozdil.

Protein fosforylovany na Ser o molekulové hmotnosti 72 kDa byl detekovan ve vsech
ttech maturacnich stadiich. Byl detekovan statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi
a kapacitovanymi spermiemi a mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR. Mezi
kapacitovanymi spermiemi a spermiemi po AR se nevyskytoval statisticky vyznamny rozdil.

Protein fosforylovany na Ser o molekulové hmotnosti 60 kDa byl detekovan pouze
U kapacitovanych spermii a spermii po AR. Mezi t€émito maturacnimi stadii nebyl detekovan
statisticky vyznamny rozdil. To stejné platilo pro proteiny o molekulovych hmotnostech 52, 49,
45, 41 a 38 kDa.

V grafu 14 je denzitometrickd analyza pro celkovou relativni optickou denzitu proteinti
fosforylovanych na Ser v jednotlivych stadiich maturace. Pomoci dvouvybérového t-testu
s hladinou vyznamnosti a=0,05 byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v celkové relativni
optické denzit¢ ejakulovanych a kapacitovanych spermii (p=0,023) a ejakulovanych spermii
a spermii po AR (p=0,003). Mezi celkovou relativni optickou denzitou kapacitovanych spermii
a spermii po AR nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 14: Denzitometricka analyza Ser fosforylovanych proteinii:. Celkova priimérna relativni
opticka denzita v jednotlivych maturacnich stdadiich, hodnoty vztaZeny k hodnotam EJ spermii,
kterym byla prirazena hodnota 1; chybové usecky — smérodatné odchylky od priimeru; hladina
vyznamnosti « =0,05; * — p <0,05, *** — p <0,01; aa — srovnani celkové relativni optické
denzity mezi ejakulovanymi a kapacitovanymi spermiemi, bb — srovnani celkové relativni
optické denzity mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po AR.
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Denzitometrické méfeni bylo provedeno i na spermiich izolovanych z jednotlivych tisekti

nadvarlat. Byla hodnocena zména relativni optické denzity (vztazeno k o-tubulinu)

fosforylovanych proteini mezi hlavou,
télem a ocasem nadvarlat. Byla hodnocena
zména v tyrozinové a serinové fosforylaci.

Obrazek 19: Imunodetekce tyrozinové
fosforylace na epididymalnich spermiich
pomoci protilatky proti PY 4G10: detekce
Tyr fosforylace v extraktech
spermii na nitrocelulozové membrane;
protilatka proti fosfotyrozinu byla mysi
monoklonélni protilatka 4G10 v redeni
1:1000 v PBS; sekundarni protilatka byla
GAM v konjugaci s krenovou peroxidazou,
v redeni 1:3000; standard Dual Color,
jehoz molekulové hmotnosti jsou vynesené
nalevo vedle membrany; zelené Sipky
ukazuji molekulové hmotnosti jednotlivych
prulii  pro  proteiny se specifickym
protilatkovym oznacenim; EP1 — hlava
nadvarlete, EP2 — télo nadvarlete a EP3
ocas nadvarlete; dole kontrola proteinove
nanasky pomoci detekce a-tubulinu mysi
protilatkou proti a-tubulinu.
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Graf 15 ilustruje zjiSténou relativni optickou denzitu jednotlivych Tyr fosforylovanych
proteinti v hlave, t€le a ocasu nadvarlat a jeji zménu mezi useky nadvarlat. Hodnoceny byly
proteiny o molekulovych hmotnostech 95, 61, 51, 49, 40, 37 a 34 kDa. Mé&feni bylo provedeno
Z nedostatku Casu jen jednou, proto neni dostatek hodnot pro statistickou analyzu. Zjisténé

hodnoty jsou pouze ilustrativni.
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Denzita proteinu v jednotlivych Usecich nadvarlat
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Graf 15: Denzitometrickd analyza Tyr fosforylovanych proteinii: Relativni opticka denzita
proteinovych pruhii znacenych protilatkou proti fosfotyrozinu v hlave, téle a ocasu nadvarlat,
vztazeno k relativni optické denzité proteinu 95 kDa hlavy nadvarlat, kterému byla prirazena
hodnota 1.

V grafu 16 je zobrazena celkova relativni opticka denzita jednotlivych usekt nadvarlat.
Nejveétsi denzita byla detekovana v ocase nadvarlat a nejmensi v téle nadvarlat.

Celkova denzita protein( v jednotlivych Usecich
nadvarlat
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Graf 16: Denzitometricka analyza Tyr fosforylovanych proteinii: Celkova relativni opticka
denzita proteinovych pruhii znacenych protilatkou proti fosfotyrozinu v hlavé, téle a ocasu
nadvarlat, vztazeno k relativni optické denzité hlavy nadvarlat, které byla prirazena hodnota 1.
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Obrazek 20: Imunodetekce serinovée
fosforylace v epididymalnich  spermiich
pomoci protilatky proti PS: detekce Ser
fosforylace v extraktech z kancich spermii na
nitrocelulozové membrané,; jako protilatka

proti  fosfoserinu byla pouzita kralici
polyklonalni  protilatka v redeni 1:500;
sekundarni protiladtka GAR v konjugaci

S kirenovou peroxiddazou, v redeni 1:3000;
standard Dual Color, jehoz molekulové
hmotnosti jsou vynesené napravo vedle
membrany; zelené Sipky ukazuji molekulové
hmotnosti jednotlivych pruhii pro proteiny se
Specifickym protilatkovym oznacenim; EPI —
hlava nadvarlete, EP2 — télo nadvarlete a
EP3 ocas nadvarlete; dole kontrola
proteinové nanasky pomoci detekce o-
tubulinu mysi protilatkou proti a-tubulinu.

Graf 17 ilustruje zjiSténou relativni optickou denzitu jednotlivych Ser fosforylovanych
proteinti v hlavé, téle a ocasu nadvarlat a jeji zménu mezi Gseky nadvarlat. Hodnoceny byly
proteiny o molekulovych hmotnostech 91 a 75 kDa. Protein 0 molekulové hmotnosti vykazoval
vysokou relativni optickou denzitu v téle nadvarlat. Méfeni bylo provedeno z nedostatku ¢asu
jen jednou, proto neni dostatek hodnot pro statistickou analyzu. Zjisténé hodnoty jsou pouze

ilustrativni.
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Graf 17: Denzitometricka analyza Ser fosforylovanych proteinii: Relativni opticka denzita
proteinovych pruhii znacenych protilatkou proti fosfoserinu v hlave, téle a ocasu nadvarlat;
vztazeno k relativni optické denzité proteinu 91 kDa hlavy nadvarlat, kterému byla prirazena
hodnota 1.

V grafu 18 je zobrazena celkova relativni opticka denzita proteinti fosforylovanych na
Ser v jednotlivych tsecich nadvarlat. Nejvétsi denzita byla detekovana v téle nadvarlat, v hlavé
a ocasu byla nizsi.
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Graf 18: Denzitometricka analyza Ser fosforylovanych proteinii: Celkova relativni opticka
denzita proteinovych pruhit znacenych protilatkou proti fosfoserinu Vv hlave, téle a ocasu
nadvarlat; vztazeno k relativni optické denzite hlavy nadvarlat, které byla prirazena hodnota 1.
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6 Diskuze

Zralé spermie opousté€jici varlata nejsou schopny oplodnit oocyt. Aby ziskaly fertiliza¢ni
schopnost, musi projit procesem maturace. Maturace se odehrava v nadvarlatech a po ejakulaci
v sami¢im pohlavnim traktu (Yanagimachi 1994). Béhem maturace ve spermiich dochazi ke
kvalitativnim zménam, napt. ziskdvanim novych proteini z okoli, zesitovavanim proteinli do
funkénich domén nebo diky posttranslaénim Gpravam proteint (Sutovsky et al. 2001; Dacheaux
et al. 2012). Spermie jsou jiz transkripéné neaktivni, a proto u nich dochazi ke zménam
prostiednictvim posttransla¢nich modifikaci, jako je napft. glykosylace a fosforylace (Dacheux
et al. 2012). Fosforylace je jednim z hlavnich mechanismut, kterymi jsou regulovany déje
odehravajici se ve spermii, vyrazné se podili na procesu kapacitace (Visconti 2009).
Fosforyla¢ni kaskady maji v disledku vliv na vyliti akrozomalniho vacku. Fosforylace je tedy
diillezitym mechanismem, jak spermie ziskdva schopnost oplozeni (Salicioni et al. 2007).

Kapacitace a AR jsou procesy, kterymi spermie musi projit, aby byla schopna oplodnit
oocyt. Invivo se odehravaji v sami¢im pohlavnim traktu. V laboratornich podminkach je mozno
kapacitaci a AR navodit in vitro pomoci kapacitacnich médii (Yanagimachi 1994). Fosforylace
ve spemiich a s tim spojena kapacitace je ovlivnéna hladinou HCO3z", Ca?*, albuminu, glukézy,
pyruvatu a laktadtu (Urner et al. 2001). Pro kapacitaci in vitro bylo v této praci pouzito
kapacitatni médium na zakladé TL-HEPES PVA sBSA. BSA vyvazuje cholesterol
Z membrany, ¢imzZ je nahrazen cholesterolovy eflux nastavajici pti kapacitaci in vivo. (Yi et al.
2011). AR byla in vitro navozena pfidanim kalcium ionoforu do kapacitaéniho média. lonofor
vnasi do spermie Ca?*, coz v in vitro podminkéach simuluje pfirozeny influx Ca?* do spermie
pii zahajeni AR v in vivo prostiedi (Talbot et al. 1976).

V této diplomové praci jsme se zabyvali zménou fosforylace proteini spermii béhem
jejich maturace. Sledovali jsme zmény ve fosforylaci na tyrozinovych a serinovych zbytcich.
Hodnotili jsme, jak se fosforylace 1isi u ejakulovanych a kapacitovanych spermii a u spermii
po akrozomalni reakci. Sledovali jsme, zda se mezi sebou li§i spermie z nativniho ejakulatu
a z inseminacni davky. Hodnotili jsme, zda dochazi ke zménam i b&hem epididymalni
maturace. Tyto procesy byly sledovany pomoci nepiimé imunofluorescence a denzitometrické
analyzy.

Pro sledovani fosforylace technikou neptimé imunofluorescence bylo zasadni vyuziti
spravn¢ fixacni metody. Zvolili jsme fixa¢ni metodu podle Tardif et al. (2001), kdy jsme pouzili
pro fixaci 2% formaldehyd s 2% BSA ve vodé. Tato metoda se zdala nejucinnéjsi pii vyuziti
protilatky pro fosfotyrozinu, coz ukazala ve své diplomové praci Cerna (2019).

Pii hodnoceni tyrozinové fosforylace v ejakulovanych spermiich jsme sledovali nékolik
fosforyla¢nich vzoru. Nejprve jsme provadéli inkubaci spermii na sklech s primarni protilatkou
proti fosfotyrozinu 4G10 ptes noc do druhého dne. V tomto piipadé prevazoval fosforylacni
vzor, kdy byla pritomnd vyrazna fluorescence na akrozomalni oblasti, EQSS, a slaba
fluorescence na bic¢iku. Zaroven zde byly ve véEtsi mife zastoupené spermie vykazujici
fosforylaéni vzor, ktery jsme oznalili jako B, kdy byla pfitomna silnd imunofluorescence
v EQSS a slaba fluorescence na bi¢iku. Toto nase pozorovani nebylo v souladu se studii Tardif
et al (2001), kdy bylo znaceni v akrozomalni oblasti sice také pozorovano, ale v daleko mensi
mife a nebylo pozorovano zadné znaCeni na bi¢iku. Kvuli nespecifickému znaceni na
ejakulovanych spermiich byla pozménéna metodika a inkubace s protilatkou proti fosfoserinu
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nadale probihala jen 1 hod. Po této zméné metodiky se ve vzorcich ejakulovanych spermii
vyrazné snizil vyskyt detekce fosforylace v akrozomalni oblasti a zvysil se pocet pozorovani
spermii zna¢enych na hlavi¢ce pouze na EQSS. Znaceni na bi¢iku se nadale vyskytovalo, bylo
ale slabé. Ve studii Luno et al. (2013) byla detekovana fluorescence na bic¢iku kanc¢ich spermii,
a to u spermii kapacitovanych in vitro, které byly kultivované s oviduktalnimi epitelialnimi
buiikami. S touto studii je v nesouladu nas nalez dominantniho zastoupeni fosforylaéniho vzoru
B (fluorescence v bi¢iku a EQSS), jelikoz studie Luno et al. (2013) udava, ze fosforylace v EQSS
se za¢ina vyskytovat az pti kapacitaci spermii. Fujinoki et al. (2004) uvadi, ze na bi¢iku kanc¢ich
spermii se nachazi protein AKAP, ktery je na Tyr fosforylovany. Je tedy mozné, Ze jsme
v bic¢iku detekovali pravé tento protein. Teijeiro & Marini (2012) uvadi, ze konkrétné AKAP4
ma velikost pfiblizné¢ 80 kDa. My jsme nalezli protein o podobné molekulové hmotnosti
(79 kDa) a tento protein byl detekovatelny v ejakulovanych, kapacitovanych spermiich i ve
spermiich po AR, stejn¢ jako fluorescence na biciku. Jeho relativni opticka denzita se zvysila
bchem kapacitace, coz by odpovidalo studii Fujinoki et al. (2014), kteti davaji protein AKAP
do souvislosti s kapacitaci ale i s hyperaktivaci motility. Jedna se ale pouze o dohad. Abychom
tento protein jako AKAP4 mohli identifikovat, muselo by nasledovat podrobnéjsi zkoumani.
Protein bychom mohli identifikovat imunodetekci. Abychom si byli jisti, Ze jsme nalezli protein
Z bi¢iku, museli bychom nejprve suspenzi spermii opakované odstied’ovat a promyvat
homogeniza¢nim pufrem, a nakonec bychom pomoci 100 tderd teflonového homogenizéru
oddélili hlavicky od bic¢ika (Fujinoki et al. 2004). Nasledné bychom protein detekovali
imunodetek¢né, jako ve studii Teijeiro & Marini (2012). Extrahovali bychom proteiny z biciku
spermii, které bychom imunoprecipitovali protilatkou proti fosfotyrozinu. Nasledné bychom po
Western blottingu vyuzili imunoznaceni protilatkou proti AKAP4. Pomoci primarni protilatky
proti AKAP4 bychom mohli protein detekovat i imunofluorescencné na zafixovanych
spermiich.

Na kapacitovanych spermiich jsme opét zaznamenali vétsi mnozstvi fosforyla¢nich
vzoru. Pfed zménou metodiky, tykajici se délky inkubace spermii s primarni protilatkou, jsme
v kapacitovanych spermiich pozorovali v porovnéni s ejakulovanymi spermiemi véEtsi
procentudlni vyskyt vzoru B, tedy fosforylace na EqSS a bi¢iku. Po zméné metodiky doslo ke
zméng, zastoupeni fosforylacniho vzoru B vzrostlo ve prospéch ejakulovanych spermii
a u kapacitovanych spermii byl signifikantné zastoupen fosforylaéni vzor A, tedy fosforylace
na akrozomalni oblasti, EQSS a slabé také na bi¢iku. Ptitomnost znaceni akrozomalni oblasti
na kapacitovanych spermii souhlasi s pozorovanim Tardif et al. (2001). V této studii byla
kapacitace dana do souvislosti s tyrozinovou fosforylaci v oblasti akrozomu. Nami pozorovany
dominantni vzor u kapacitovanych spermii popsali také ve studii Luno et al. (2013) na
kapacitovanych spermiich. V této studii byly hodnoceny spermie kapacitované in vitro za
kultivace s ovidutalnimi epitelialnimi buiikami. Fosforyla¢ni vzory byly v této studii rozdéleny
jako typické pro stupen kapacitace mirny, stfedni a vysoky. Vzor, ktery je v této diplomové
praci oznacen jako C (fosforylace na akrozomalni oblasti a bi¢iku) byl typicky piitomny
u spermii s nizkym stupném kapacitace. Vzor C jsme v malé mife pozorovali napfi¢ vSemi
stadii maturace. Vzor, ktery byl v této diplomové praci oznacen jako vzor A, a byl prokazan
jako signifikantné se vyskytujici u kapacitovanych spermii, byl také zminén ve studii Luno et
al. (2013), kdy byl davan do souvislosti s vysokou mirou kapacitace.
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Spermie, u kterych byla in vitro navozena AR pomoci kalcium ionoforu, vykazovaly pted
i po zméné¢ metodiky nejveétsi procentudlni zastoupeni spermii Vvykazujicich vyraznou
fosforylaci na akrozomalni oblasti a EQSS. Spermie bez znaceni akrozomalni oblasti se ve
vzorcich spermii po indukci AR vyskytovaly velmi zfidka. Pro kontrolu prob&éhnuti AR byly
akrozomy znaCeny PNA lektinem v konjugaci srhodaminem. Ve vzorcich spermii
s indukovanou AR bylo u vétsiny spermii snizeno znac¢eni akrozomti PNA lektinem; usuzovali
jsme tedy, Ze u té€chto spermii doslo k vyliti akrozomalniho vacku.

Do diplomové préace jsme chtéli zaclenit i popis zmény tyrozinové fosforylace béhem
epididymalni maturace. Tento pokus se nam nepodafil, metodou nepiimé imunofluorescence
nebyla fosforylace na tyrozinu detekovana. Jednalo se pravdépodobné o chybu v metodice.
Z davodu nedostatku ¢asu nebyl pokus zopakovan. Posouzeni zmény fosforylace na tyrozinu
béhem epididymalni maturace by bylo zajimavé, jelikoz jiz v nadvarlatech se fosforylace
odehréva, coz jsme dokazali imunodetekci proteinti z extrakt epididymalnich spermii. Studie
Jankovicova et al. (2018) zkoumala zménu tyrozinové fosforylace ve spermiich béhem jejich
prichodu nadvarlaty. Bylo nalezeno Sest fosforylacnich vzori, které byly rGznou mirou
zastoupeny v jednotlivych Usecich nadvarlat. V hlavé nadvarlat se vyskytovaly nejvice spermie
bez fluorescen¢niho znaceni, spermie s fosforylaci v celém ekvatoridlnim segmentu, spermie
s fosforylaci na akrozomalni oblasti a spermie s fosforylaci na akrozomu a v EQSS. V téle
nadvarlat se vyskytovaly nejvice spermie se silnym fluorescenénim signalem v akrozomalni
oblasti, n¢které mecly navic slabé znaCeni na EqSS a byly zde pfitomné i spermie bez
fluorescen¢niho znaceni. V ocasu nadvarlat byly pfitomné pfevazné jen spermie se silnym
fluorescenénim signdlem v akrozomadlni oblasti a nékteré se slabym znacenim na EqSS
(Jankovicova et al. 2018). Tyrozinova fosforylace v epididymalnich spermiich byla zkouméana
i ve studii Jones et al. (2008). Pomoci protilatky proti fosfotyrozinu 4G10 zde byla detekovana
fosforylace na Tyr ve spermiich odebranych z ocasu nadvarlat. Ve spermiich z ocasu nadvarlat
byla pozorovana silna fluorescence v EqSS a také byla pozorovana slaba fluorescence na bi¢iku
a akrozomu. V této studii pozorovali rozdil ve znaceni protilatkou proti fosfotyrozinu
u fixovanych a nefixovanych spermii. U nefixovanych spermii byla pozorovatelna slaba
fluorescence na stiedni ¢asti biciku a v postakrozomalni oblasti. Fixace tedy ma vliv na vyskyt
jednotlivych fluorescencnich vzoru (Jones et al. 2008).

Neptimou imunofluorescenci spermii znacenych protilatkou proti fosfotyrozinu 4G10 se
nam podafilo pozorovat zménu lokalizace tyrozinové fosforylace béhem maturace spermii. Po
vylouéeni vzorku ptipravenych nevhodnym metodickym piistupem jsme statistickou analyzou
potvrdili, ze fosforylace na tyrozinovych zbytcich proteint v oblasti akrozomu ma souvislost
s kapacitaci a nasledné s akrozomalni reakci.

Vysledky nepiimé imunofluorescence jsme podpofili denzitometrickou analyzou. Ta byla
provedena detekci fosforylovanych proteinii z extraktli spermii na nitrocelulézovych
membranach. Na membranach, na kterych byly pouzity vzorky z ejakulovanych
a kapacitovanych spermii a spermii po AR, jsme detekovali 10 proteint, které byly
fosforylované na tyrozinu. Jednalo se o proteiny o piibliznych molekulovych hmotnostech 201,
110, 79, 55, 50, 39, 35, 27, 24 a 17 kDa. Molekulové hmotnosti byly vypocitany pomoci
kalibra¢ni ktivky, nejedna se tedy o presné hodnoty. Ve studii Fabrega et al. (2011) bylo
detekovano 14 proteinu fosforylovanych na tyrozinu. Nekteré zde uvedené fosforylované
proteiny by mohly byt shodné s t¢mi, které jsme nalezli my. V uvedené studii byl detekovan
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protein o ptiblizné molekulové hmotnosti 76 kDa, ktery by mohl odpovidat proteinu s ndmi
spoc¢itanou molekulovou hmotnosti 79 kDa. Dale Fabrega et al. (2011) objevili proteiny
o molekulovych hmotnostech 49, 40 a 37 kDa, které by mohly odpovidat nékterym nami
zjisténym proteinum s vypocitanymi molekulovymi hmotnostmi 50, 39 a 35 kDa. Zjistili jsme
také zménu relativni optické denzity proteinti mezi jednotlivymi matura¢nimi stadii spermii.
Protein 0 molekulové hmotnosti cca 201 kDa byl detekovan u vSech tfi maturacnich stadii ve
stejném mnozstvi. Proteiny o molekulové hmotnosti cca 110, 79, 55, 50, 39 a 35 kDa byly
pozorovany u vSech matura¢nich stadii, jejich relativni opticka denzita se béhem kapacitace
zvysovala. Dva hlavni Tyr-fosforylované proteiny jsou identifikovany jako SPACAL (u kance
o velikosti 34 a 39 kDa a u berana 35 a 40 kDa). Kan¢i SPACAT1 obsahuje 3 Tyr zbytky a je
fosforylovan na Y268 blizko C koncové domény. Je mozné, Ze je jesté dodate¢né fosforylovan
na Ser/Thr (dvé serinové fosforylace na S255 a S277). SPACA1 je ptfitomen v celém
ekvatorialnim segmentu, ale jen v EQSS je fosforylovany na Tyr (Jones et al. 2008). Je tedy
pravdépodobné, ze proteiny, u kterych jsme urcili molekulové hmotnosti jako 39 a 35, jsou
pravé SPACALI. Proteiny o molekulovych hmotnostech cca 27, 24 a 17 kDa se nevyskytovaly
u ejakulovanych spermii, toto pozorovani je v souladu se studii Fabrega et al. (2011) kde bylo
zjiSténo, Ze proteiny o molekulovych hmotnostech 23 a 12 kDa byly signifikantné vice
fosforylované u kapacitovanych spermii oproti ejakulovanym a fosforylované proteiny
0 molekulovych hmotnostech 28 a 20 kDa nebyly u ejakulovanych spermii detekovany viibec.
Protein o molekulové hmotnosti cca 17 kDa, by mohl byt protein diive identifikovany jako p21
(Dubé et al. 2004), jehoz tyrozinova fosforylace byla ddvana do souvislosti s prodlouzenou
dobou pobytu spermii v neptiznivych podminkach a s destabilizaci jejich membrany. Ptipadné
by se mohlo jednat o protein, ktery byl ve studii Esworthy et al. (1994) identifikovan jako
PHGPx (fosfolipid hydroperoxid glutathion peroxidaza) s molekulovou hmotnosti 19 kDa.
PHGPx je protein nachazejici se u kance, ki‘eCka i ¢lovéka. Je to selenoprotein podilejici se na
ochrané biomembran pted oxidativnim stresem (Esworthy et al. 1994).

Imunodetekce proteinti fosforylovanych na tyrozinu byla provedena i na vzorku spermiti
odebranych ze zmrazenych nadvarlat. V téchto vzorcich bylo nalezeno 8 proteinti s tyrozinovou
fosforylaci o pfibliznych molekulovych hmotnostech 95, 61, 51, 49, 40, 37 a 29 kDa. Ve studii
Fabrega et al. (2011) byl u epididymalnich spermii detekovan na tyrozinu fosforylovany protein
o molekulové hmotnosti 93 kDa. Pravdépodobné mtize jit o stejny protein, ktery jsme my urcili
jako protein o molekulové hmotnosti 95 kDa. Déle Fabrega et al. (2011) v epididymalnich
spermiich nalezli proteiny o molekulovych hmotnostech 66 a 45 kDa, coz opét pomérné
odpovida nasim vysledkim. Jelikoz se jedna jen o piiblizné molekulové hmotnosti, je mozné,
Ze se jedna o nékteré stejné proteiny, které byly objeveny i ve vzorcich z ejakulovanych spermii.

Nasim dalSim cilem byla detekce fosforylace na serinovych zbytcich proteinti
a vyhodnoceni jeji zmény. In vitro navozeni kapacitace a AR bylo i v tomto ptipadé provedeno
stejné jako v pfipadé tyrozinové fosforylace. Kapacitace byla navozena inkubaci spermii
v médiu TL-HEPES PVA s ptidavkem BSA a AR ptidanim kalcium ionoforu. Serinova
fosforylace byla zkouméana neptimou imunofluorescenci a denzitometrickou analyzou. Pro
nepfimou imunofluorescenci byla pouzita stejnd metoda fixace jako v pfipad¢ detekce
tyrozinové fosforylace, tedy fixace 2% formaldehydem s 2% BSA ve vode¢.

Za pouziti metody nepiimé imunofluorescence byly opét vyhodnocovany vzorky
ejakulovanych a kapacitovanych spermii a spermii po AR. Na ejakulovanych spermiich jsme
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zaznamenali pfitomnost n¢kolika fosforylacnich vzort. Nejvice byly zastoupeny vzory, kdy byl
znacen bicik i hlavicka. Bicik byl znacen s riiznou intenzitou v jednotlivych ¢astech, nejsilnéjsi
signal byl ptitomny v kréku a stiedni ¢asti bi¢iku, na hlavni ¢asti byl signal slabsi. Na hlavicce
byla fosforylace pfitomna na celé plose hlavicky, nebo v oblasti ekvatorialniho segmentu. Na
nekterych spermiich bylo znaceni pozorovatelné jen na krcku a stfedni ¢asti biciku, tento vzor
byl na ejakulovanych spermiich zastoupen minimalné.

Ve spermiich, u kterych byla indukovédna kapacitace, byly pozorovany riznorodé
serinové fosforylacni vzory. Nejvice byl zastoupen vzor, kdy byl znacen cely bicik s riznou
intenzitou na jeho jednotlivych ¢astech a dale byla znacena spermie po celém povrchu.
Vyskytovaly se ale opét spermie s fosforylaci na ekvatoridlnim segmentu nebo bez znaceni
hlavni ¢asti biciku.

Spermie po indukované akrozomalni reakci vykazovaly stejné vzory jako kapacitované
spermie.

Spermie vykazovaly obecné pomérné Casto serinovou fosforylaci na bic¢iku. Podle
Fujinoki et al. (2004) se v biciku kan¢i spermie vyskytuje protein AKAP, ktery je fosforylovan
na Tyr, ale tato fosforylace je fizena pomoci Ser/Thr fosforyla¢ni kaskady. Tato fosforylace ma
souvislost s motilitou spermie a s hyperaktivaci motility (Fujinoki et al. 2004). Ve studii Jha et
al. (2006), ktera byla provedena na mysi, bylo dokdzano, ze se béhem kapacitace objevuje
prolinem ftizena fosforylace na serinu. Tato fosforylace byla pfitomna na hlavni ¢asti bic¢iku
a na anteriorni ¢asti hlavicky.

Po statistickém vyhodnoceni vysledki jsme dosli k zavéru, Zze neexistuje statisticka
zavislost mezi fazi maturace a vyskytem jednotlivych fosforylacnich vzora. Byl ale prokazan
vliv pivodu spermii, tedy zda byl vzorek pfipraven zinsemina¢ni davky ¢&i z nativniho
ejakulatu. Pokud byl vzorek pfipraven z inseminacni davky, vyskytoval se u n& ve vétsim
zastoupeni vzor, kdy byla detekovana fosforylace pouze na bic¢iku a byla pfitomna silng&;si
fluorescence v oblasti kréku a stfedni ¢asti biciku, oproti vzorku ptipravenému z nativniho
ejakulatu. Inseminaéni davky jsou jiz fedény na pozadovanou koncentraci spermii. Pii ptipravé
inseminacni davky dochazi k promyvani spermii od semenné plazmy a jsou do nich pfiddvany
energetické zdroje pro spermie. Jelikoz jsou spermie promyty od semenné plazmy, mtze dojit
Kk odstranéni dekapacita¢nich faktorit a mtze u nich dojit k pfed¢asné kapacitaci (Luno et al.
2013). Je tedy mozné, ze se ve skuteCnosti nejednd o zavislost vyskytu konkrétniho
fosforyla¢niho vzoru (vyraznd fosforylace v kréku a stfedni ¢asti bi¢iku a slaba fosforylace
Vv hlavni ¢asti biciku) a ptivodu spermie (z nativniho ejakulatu, nebo inseminacni davky). Je
mozné, Ze se v insemina¢ni davce ve vzorku, ktery jsme zpracovavali jako ejakulované spermie,
vyskytuje jiz velké mnoZstvi kapacitovanych spermii. Mohlo by se tedy jednat 1 o zavislost
mezi vyskytem vyse zminéného vzoru a prodélanim kapacitace. Pro vyhodnoceni této moznosti
jsme nem¢li dostatek dat a jiz nebyl dostatek ¢asu na dalSi vyhodnoceni. Bylo by ale zajimavé
zjistit, zda se opravdu nejedn o zavislost mezi vyskytem vzoru a matura¢ni fazi.

Serinovou fosforylaci se ndm podafilo sledovat metodou nepiimé imunofluorescence i ve
spermiich odebranych ze zmraZzeného nadvarlete. Tento pokus jsme ale provedli pouze jednou,
coz nebylo dostacujici pro statistické vyhodnoceni. Pozorovali jsme fosforylaci na serinu ve
spermiich z hlavy, téla i ocasu nadvarlat. Ve spermiich z hlavy nadvarlat jsme nejcastéji
zaznamenali fluorescen¢ni znacéeni celé hlaviéky spermie a dale také lehky fluorescencni signél
na bi¢iku spermie. Ve spermiich odebranych z oblasti téla nadvarlete jsme navic detekovali
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jesté vzor, kdy byla spermie znacena cela. U spermii odebranych z ocasu nadvarlat jsme
pozorovali jen slaby signal na bi¢iku spermie. Aparacio (2007) uvadi, ze béhem priachodu
nadvarlaty se zvySuje serinova fosforylace na GSK3 (glykogen syntaz-kindze-3). GSK3 se
vyskytuje v hlavicce a bi¢iku spermii. Spermie béhem prichodu nadvarlaty ziskavaji schopnost
motility a zaroven je motilita op€t potlaena pii uskladnéni spermii v ocasu nadvarlat. GSK3 je
kindzou a fosforyluje proteiny na serinovych a treoninovych zbytcich, ¢imz se podili na inhibici
motility. PKA tento enzym fosforyluje na serinu, tim je inhibovana jeho kindzova funkce
(Aparacio 2007). Je tedy mozné, Ze fosforylace, kterou jsme v epididymalnich spermiich
nalezli, m¢la souvislost pravé stimto enzymem, at uz se jednalo o fosforylaci na ném
samotném, nebo fosforylaci jeho aktivitou. Je nutné podotknout, Ze nase vysledky vychazeji
Z pozorovani spermii ze zmrazeného nadvarlete. Podle znaceni akrozomu lektinem PNA bylo
mozno pozorovat, ze spermie byly poskozené nizkymi teplotami. Pro pfesné vyhodnoceni by
bylo nutné pokus provézt opakované na Cerstvé preparovanych nadvarlatech.

Vysledky nepfimé imunodetekce jsme podpofili denzitometrickym meéfenim. Byla
hodnocena zména relativni optické denzity proteini fosforylovanych na serinu. Pomoci
protilatky proti fosfoserinu AB1603 bylo detekovano 12 proteinii o piibliznych molekulovych
hmotnostech 112, 72, 60, 52, 49, 45, 41, 38, 32, 30, 28 a 21 kDa. Neni velké mnozstvi praci,
které by se vénovaly serinové fosforylaci na proteinech kanc¢ich spermiich (Signorelli et al.
2012). Serinova fosforylace byla ale naptiklad zkoumana ve studii Naz (1999), kde vsak byly
experimenty provadény s lidskymi spermiemi. V této studii byla serinova fosforylace
detekovana na proteinech o molekulovych hmotnostech cca 43-55, 94, 110 a 190 kDa. My jsme
objevili vice proteinovych pruhi, znichz se nékteré vyskytovaly v oblasti s podobnou
molekulovou hmotnosti jako u Naz (1999). Ve studii Fujinoki et al. (2004) jsou zmifiovany
4 proteiny, které vykazuji serinovou fosforylaci u kfecka. Byly to proteiny o molekulovych
hmotnostech 90, 38, 32 a 10 kDa. Protein 90 kDa byl fosforylovan béhem aktivace motility.
Béhem hyperaktivace byl stupen fosforylace na tomto proteinu zachovan, nebo i vzrustal.
Proteiny 38, 32 a 10 kDa byly fosforylovany az béhem hyperaktivace (Fujinoki et al. 2004).
My jsme nalezli proteiny o podobnych molekulovych hmotnostech, a detekovali jsme je
u kapacitovanych spermii a spermii po AR.

Pouze protein fosforylovany na serinu o molekulové hmotnosti 72 kDa byl nalezen
u ejakulovanych a kapacitovanych spermii a u spermii po AR. Ostatni proteiny byly objeveny
jen u kapacitovanych spermii a spermii po AR. Mezi relativnimi optickymi denzitami proteinu
0 molekulové hmotnosti 72 kDa byl pozorovan vyrazny rozdil mezi ejakulovanymi spermiemi
a kapacitovanymi a také mezi ejakulovanymi a spermiemi po AR. Je tedy mozné piedpokladat,
Ze zvysena serinova fosforylace na tomto proteinu ma souvislost s kapacitaci. U ostatnich
proteinti nebyl nalezen signifikantné vyznamny rozdil mezi jejich detekci u kapacitovanych
spermii a spermii po AR. Mezi jednotlivymi kanci byly zna¢né rozdily, a tak v jednotlivych
maturacnich stadiich byl velky rozptyl hodnot. Nebylo proto jasné, zda se jednéa o statistickou
zavislost, nebo zda se jedna o specifitu jednotlivych kanct. Z denzitometrické analyzy tedy
vyplynulo, Ze v ejakulovanych spermiich se nachazi velmi malo proteini fosforylovanych na
serinu v porovnani s kapacitovanymi spermiemi a spermiemi po AR. Naz (1999) udava, ze se
serinova fosforylace u lidskych spermii zvysuje s kapacitaci, coz odpovida nasemu pozorovani
na kancich spermiich.
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Denzitometrie serinové fosforylace byla provedena i na vzorcich epididymalnich spermii.
Byly porovnavany extrakty spermii odebranych z jednotlivych tseki zmrazeného nadvarlete.
V téchto extraktech byly detekovany tfi proteiny fosforylované na serinu o pfibliznych
molekulovych hmotnostech 91, 75 a 49 kDa. Protein o molekulové hmotnosti 49 kDa byl
nalezen pouze v ocasu nadvarlat. Protein o molekulové hmotnosti 91 kDa se vyskytoval
vV podobném mnozstvi ve vSech tfech ¢astech nadvarlat. Protein o molekulové hmotnosti 75
kDa vykazoval vysokou relativni optickou denzitu v oblasti téla nadvarlete. Tomuto tématu se
vénuje jen maly pocet studii a bylo by zajimavé zjistit vice o zméné serinové fosforylace béhem
maturace spermie. Nase vysledky ukazuji, Ze se serinova fosforylace v rliznych stadiich vyvoje
spermie vyskytuje a méni se.

Na zavér muzeme Fict, Ze jsme detekovali fosforylaci na tyrozinu i serinu a ze se mira
fosforylace v pribéhu maturace méni. Bylo potvrzeno, ze fosforylace je velmi dilezitym
mechanismem vedoucim ke kapacitaci spermie.
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[ Zavér

Pt1 hodnoceni zmény tyrozinové fosforylace pomoci metody nepiimé imunofluorescence
jsme identifikovali signifikantni rozdil v zastoupeni fosforyla¢niho vzoru (fluorescence v EQSS
a v bi¢iku) mezi ejakulovanymi spermiemi a nasledujicimi matura¢nimi stadii. Potvrdili jsme,
ze se tyrozinovy fosforylacni vzor, kdy je fosforylace pfitomna na akrozomalni oblasti, EqSS
a biciku, zacina signifikantné vice objevovat béhem kapacitace. Z naSich vysledkt také
vyplyva, Zze pro spravnou detekci tyrozinové fosforylace je dulezitd optimalizovana doba
kultivace spermii s primarni protilatkou, jelikoz zména metodiky zasadné méni vysledné
pozorovani.

Zmeénu tyrozinové fosforylace se nam podaftilo dokéazat i denzitometrickou analyzou, kdy
jsme u vétsSiny detekovanych proteint nalezli zvySujici se fosforylaci béhem maturace. Na
ejakulovanych, kapacitovanych spermiich a spermiich po AR jsme detekovali celkem
10 proteinta fosforylovanych na Tyr o pfibliznych molekulovych hmotnostech 201, 110, 79, 55,
50, 39, 35, 27, 24 a 17 kDa. Denzitometrickou analyzou jsme detekovali tyrozinovou
fosforylaci i v extraktech epididyméalnich spermii. Jelikoz se nejednalo o opakované
pozorovani, neni mozné na zakladé¢ tohoto vysledku vyvozovat obecné zavery.

Pii pozorovani serinové fosforylace nepfimou imunofluorescenci ve spermiich jsme
detekovali n€kolik fosforyla¢nich vzorl, nebylo vsak statisticky prokazano, zda je néktery
Z nalezenych vzori typicky pro konkrétni maturacni stadium. V téchto pozorovanich se zdalo,
7e vliv na vyskyt jednotlivych vzori ma spiSe ptivod vzorku, tedy zda byly vzorky spermii
ptipraveny z nativniho ejakulatu nebo z inseminaéni davky. Pozorovali jsme také fosforyla¢ni
vzory ve spermiich z jednotlivych tseki nadvarlat. Zjistili jsme, Ze se zastoupeni jednotlivych
vzoru v nadvarlatech 1isi. Pokus vSak nebylo mozno statisticky vyhodnotit, tudiz neni mozné
z nasich vysledkt usuzovat, zda se jedné o zavislost mezi vyskytem vzorl a tisekem nadvarlat,
nebo zda se jedna jen o ndhodné pozorovani.

Zména ve fosforylaci na serinu byla sledovana za vyuziti denzitometrické analyzy.
Detekovali jsme pouze jeden protein o piiblizné molekulové hmotnosti 72 kDa, ktery se
vyskytoval u ejakulovanych a kapacitovanych spermiich a spermiich po AR. U tohoto proteinu
byla detekovéana statisticky vétsi relativni opticka denzita u kapacitovanych spermii a spermii
po AR oproti ejakulovanym spermiim. U ostatnich detekovanych proteinti o pfibliznych
molekulovych hmotnostech 112, 60, 52, 49, 45, 41, 38, 32, 30, 28 a 21 kDa nebyl statisticky
vyznamny rozdil mezi relativni optickou denzitou proteint kapacitovanych spermii a spermii
po AR.

Do budoucna by bylo zajimavé zaméfit se vice na zménu serinové fosforylace béhem
maturace u kancich spermii a podrobnéji prostudovat zmény odehravajici se ve spermiich
béhem jejich prichodu nadvarlaty. Bylo by také zajimavé zaméfit se na to, zda mé na vyskyt
jednotlivych tyrozinovych i serinovych fosforyla¢nich vzora vliv to, z jakych spermii jsou
vzorky pfipravovany (z nativniho ejakulatu nebo z inseminaéni davky).

Bylo by jist¢ také pfinosné provést analyzu pfitomnosti a zmény fosforylace na
treoninovych zbytcich kancich spermatickych proteint.
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