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Proteiny AKAP a jejich zapojeni béhem kapacitace
kancich spermii

Souhrn

Proteiny rodiny AKAP jsou skupinou strukturné odlisnych proteina se spole¢nou funkci
vazat se na regulacni podjednotky cAMP dependentni proteinkinazy A (PKA). Vazbou PKA
na AKAP proteiny dochazi k lokalizaci PKA do mista jejiho katalytického pasobeni k zajisténi
fosforylace cilovych substrati. Bylo popsano jiz vice nez 20 proteinti rodiny AKAP. U lidskych
spermii je nejvice zastoupenym proteinem ve spermiich protein AKAP4. Protein AKAP4 je
lokalizovan do fibrozni pochvy hlavni Casti bi¢iku spermie a hraje dulezitou roli, jak pfi
samotné stavbé fibrozni pochvy, tak 1 pfi regulaci motility spermii. AKAP4 protein je
nezbytnym pro koordinaci signalni drahy PKA a fosforylaci motorickych proteinii spermie
(dyneintl), ¢imz podporuje klouzani jednotlivych mikrotubulG v dubletu axonemy, a tak
ovliviiuje samotnou motilitu spermii. U AKAP4 knockoutovanych jedinci vede absence
proteinu AKAP4 k nekoordinovanému pohybu biciku a snizeni motility spermie, dale také
dochazi k vyraznému naruSeni struktury samotného biciku. U cloveka je protein AKAP4
povazovan za vhodny marker kvality spermii. Pfesna uloha proteinu AKAP4 v regulaci procesu
probihajicich v kancich spermiich nebyla doposud detailn€ popsana.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit hypotézu, ze protein AKAP4 je zapojeny do
regulace procesu, které probihaji béhem kapacitace kancich spermii. K ovéfeni této hypotézy
byl protein AKAP4 detekovan metodou Western blot v ejakulovanych spermiich, v kancich
spermiich po in vitro kapacitaci a v kan€ich spermiich po in vitro indukované akrozomové
reakci a byla zhodnocena zmeéna relativni denzity signalu proteinu AKAP4.

Provedenymi experimenty se podafilo detekovat protein AKAP4 u ejakulovanych
kanc¢ich spermii, u kancich spermii po in vitro kapacitaci i u kan¢ich spermii po in vitro
navozené akrozomové reakci. Ve vSech typech vzorkt byl detekovan jak protein AKAP4, tak
i jeho izomer proAKAP4. Byly patrné statisticky vyznamné rozdily v detekci relativni denzity
signalu mezi jednotlivymi kanci, coz muze odrazet rozdily fertility u jednotlivych kanct.
U vsech testovanych kanca byl nepatrny pokles relativni denzity signalu proteinu AKAP4
u vzorkt spermii po in vitro navozené akrozomalni reakci, oproti vzorkim spermii po in vitro
kapacitaci. Tento vysledek podporuje stanovenou hypotézu, ze proteiny AKAP4 jsou zapojené
do regulace procesu probihajicich béhem kapacitace kancich spermii.

Klicova slova: proAKAP4, AKAP4, kapacitace, motilita, spermie



AKAP proteins and their involvement in capacitation of
boar sperms

Summary

AKAP family proteins are a group of structurally distinct proteins with a common
function to bind to the regulatory subunits of cAMP-dependent protein kinase A (PKA).
Binding of PKA to AKAP proteins localizes PKA to its catalytic site of action to ensure
phosphorylation of target substrates. More than 20 proteins of the AKAP family have been
reported. In human sperm, the most abundant protein in sperm is AKAP4 protein. AKAP4
protein is localized to the fibrous sheath of the main part of the sperm flagellum and plays an
important role both in the construction of the fibrous sheath itself and in the regulation of sperm
motility. The AKAP4 protein is essential for the coordination of the PKA signaling pathway
and phosphorylation of sperm motor proteins (dyneins), thereby promoting the sliding of
individual microtubules in the axoneme doublet and thus affecting sperm motility itself. In
AKAP4 knockout individuals, the absence of AKAP4 protein leads to uncoordinated flagellar
movement and reduced sperm motility, as well as a marked disruption of the flagellar structure
itself. In humans, AKAP4 protein is considered a suitable marker of sperm quality. The exact
role of AKAP4 protein in the regulation of processes occurring in boar spermatozoa has not yet
been described in detail.

The aim of this thesis was to test the hypothesis that the AKAP4 protein is involved in
the regulation of processes that take place during boar sperm capacitation. To test this
hypothesis, AKAP4 protein was detected by Western blot in ejaculated sperm, in boar sperm
after in vitro capacitation and in boar sperm after in vitro induced acrosome reaction and the
change in the relative signal density of AKAP4 protein was evaluated.

The experiments performed were successful in detecting AKAP4 protein in ejaculated
boar spermatozoa, in boar spermatozoa after in vitro capacitation and in boar spermatozoa after
in vitro induced acrosome reaction. Both AKAP4 protein and its isomer proAKAP4 were
detected in all sample types. Statistically significant differences in the detection of relative
signal density between boars were evident, which may reflect differences in fertility between
boars. In all boars tested, there was a slight decrease in the relative signal density of the AKAP4
protein in sperm samples after in vitro induced acrosomal reaction, compared to sperm samples
after in vitro capacitation. This result supports the established hypothesis that AKAP4 proteins
are involved in the regulation of processes occurring during boar sperm capacitation.

Keywords: proAKAP4, AKAP4, capacitation, motility, sperm
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1 Uvod

Spermie po uvolnéni z varlat samce nejsou schopny oplodnit samici pohlavni buiku,
vajicko. Aby spermie ziskaly schopnost oplozeni, musi projit fadou procest. Uvniti samiciho
reprodukéniho ustroji prochazeji dulezitym procesem kapacitace, béhem néhoz dochazi
k hyperaktivaci motility a uvolnéni spermii z oviduktalniho rezervoaru a spermie jsou nasledné
ptipraveny na kontakt s oocytem. Po navazani spermie na zona pellucida dojde u spermie
k aktivaci akrozomové reakce, ¢imz dojde k uvolnéni akrozomalniho obsahu a naslednému
pruniku spermie skrz zona pellucida k plazmatické membrané vajicka (Florman & Fissore
2015).

Hyperaktivace motility je dulezita nejenom pro oddéleni spermii od stény oviduktalniho
rezervoaru, ale i pro usnadnéni pohybu vejcovodem a pro prunik skrz zona pellucida. Proteiny
rodiny AKAP se nachazi ve fibrozni pochvé hlavni ¢asti bic¢iku. Hraji dilezitou roli v regulaci
motility spermii diky aktivaci cAMP — dependentni proteinkinazy A (PKA), kter4 je aktivovana
cyklickym adenozinmonofosfatem (cAMP) (Bajpai et al. 2006). Protein AKAP4 je nejhojnéjsi
protein fibrézni pochvy biciku a hraje hlavni roli ve struktufe biCiku spermie mnoha druht
zvitat i loveéka (Blommaert et al. 2019). U prasat jeho zapojeni do procesu béhem kapacitace
nebylo doposud dostatecné objasnéno.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace je ovéfit hypotézu, ze proteiny AKAP rodiny jsou zapojené
do regulace procesu, které probihaji béhem kapacitace kancich spermii.



3 Literarni reSerse
3.1 Vyvoj spermii

Spermie jsou oproti somatickym buiikkdm vysoce specializované buiiky. Jejich hlavni
funkci je predani paternalni genetické informace do oocytu samice, spolecné s proteiny a RNA
(Champroux et al. 2016). Spermie jsou tvoreny v semenotvornych kanalcich ve
varlatech, parovém pohlavnim organu samcu. Tyto kanalky obsahuji zarodecné bunky, ze
kterych jsou nasledné tvofeny samci gamety. Proces tvorby spermii se nazyva spermatogeneze
a probiha ve dvou krocich. Prvni fazi spermatogeneze je spermatocytogeneze, na kterou
navazuje druha faze, spermiohistogeneze (Garner & Hafez 2000).

3.1.1 Morfologie spermie

PIné vyvinuté spermie jsou protahlé bunky, které se skladaji z hlavicky a biciku.
Dulezitymi ¢astmi hlavicky jsou pfedevsim jadro a akrozom. Samotny bicik je rozdélen na Ctyfi
casti, a to na spojovaci Cast, stfedni ¢ast, hlavni ¢ast a koncovou ¢ast. Na povrchu celé spermie
je plazmaticka membrana tvofena dvouvrstvou fosfolipidi (Eddy & O'Brien 1994). Lipensky
a kol. (2010) zjistili mimo jiné negativni vliv rocniho obdobi na morfologii spermie. V prvnim
pololeti roku byl vyskyt abnormalit u kanc¢ich spermii 19,46 % a v druhé poloviné roku tomu
bylo 25,00 %. Stavba spermie viz Obrazek 1.

3.1.1.1 Hlavicka

Hlavicka spermii u hospodarskych zvifat ma ovalny tvar a obsahuje zplostélé jadro, které
je obaleno jadernou membranou. Mimo jadro a akrozom je soucasti hlavicky také malé
mnozstvi cytoplazmy a dale pak cytoskeletarni struktury. Jadro pfi vyvoji spermie podléha fadé
zmen, napt. chromatin obsazeny uvnitt jadra kondenzuje. Cel4 hlavicka postupné ziskava tvar
charakteristicky pro kazdy druh. Dle Fawcetta (1975) se jedna o evolucni strategii
zajist'ujici ochranu genomu pii prichodu spermie samcéim pohlavnim Ustrojim a také jako
prostiedek ke zlepSeni pohyblivosti spermie. Chromatin v jadie zralé spermie se sklada
z deoxyribonukleové kyseliny v komplexu se specialni tfidou proteini znamych jako
protaminy. Protaminy jsou malé proteiny bohaté na cystein a arginin a jsou dualezité pro
stabilizaci chromatinu v jadfe. Haploidni sada chromozomu je vysledkem meiotického déleni
bunky, ke kterému dochazi pii vyvoji spermie (Garner & Hafez 2000).

Cytoskelet hlavicky spermie lze rozdélit do tfi segmentl, a to na subakrozomovy,
postakrozomovy a para-akrozomovy. Jejich hlavni funkci je udrzovat tvar hlavicky a také
pomoci spermii proniknout do vajicka (Czaker 1985). Proteiny nachézejici se v cytoskeletu
hlavicky jsou napiiklad tubulin, spektrin a aktin (Kann et al. 1991).

Akrozom spermie je vakovitd struktura obklopena wvnitini a vnéjsi akrozomalni
membranou. Nazev pochazi z feCtiny, pficemz acros znamena nejvyssi a soma znamena télo
(Guyonnet et al. 2014). Lokalizaci a tvarem muze akrozom pfipominat ¢epi¢ku nachazejici se
v apikalni oblasti hlavicky spermie. Akrozom spermie je modifikovany, vysoce specializovany
lysozom pavodem z Golgiho aparatu (Moreno & Alvarado 2006). Vnitini membrana akrozomu
prekryva vné&jsi jadernou membranu a  vnéjSi membrana akrozomu lezi blizko
povrchu plazmatické membrany (Toshimori 2009). Diky enzymum jako jsou napiiklad kyselé
glykohydrolazy, protedzy, esterazy, kyselé fosfatazy, hyaluronidazy nebo akrozin, které jsou
v akrozomu obsazeny, je spermie schopna proniknout skrz zona pellucida vajicka a nasledné
ho oplodnit (Garcia-Vazquez et al. 2016). Po vazbé¢ spermie na zona pellucida dochazi k fuzi
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vn¢j§i akrozomové membrany s plazmatickou membranou spermie a dojde k uvolnéni
akrozomalniho obsahu (Abou-Haila & Tulsiani 2000).

3.1.1.2 Bicik

Bicik je nezbytnou soucasti spermie umoziujici jeji pohyblivost. Ultrastruktura sav¢iho
biciku je rozdélena do Ctyt hlavnich Casti — spojovaci Cast, stfedni Cast, hlavni ¢ast a koncova
cast (viz Obrazek 1). Bezprostfedné za hlavickou spermie se nachazi spojovaci ¢ast zasunuta
do implanta¢ni jamky jadra a tvofend proximalnim a distalnim centriolem. Distalni centriol
vytvari prstenec, na ktery nasedd axonema. Axonema tvoii podklad celého biciku. (Garner
& Hafez 2000).

Axonema je motoricky aparat bi¢iku spermie, ktery je slozen ze dvou centralnich
mikrotubulG obklopenych deviti dubletovymi mikrotubuly. Centralni dublety jsou s deviti
dublety mikrotubulti spojeny radialnimi paprsky a dyneinovymi rameny. Ta v axonemé slouZzi
jako motoricky aparat pro pohyb spermie (Lindemann & Lesich 2016). Dublety se skladaji ze
dvou podjednotek, podjednotky A, coz je uplny mikrotubul a podjednotka B, ktery ma
v prufezu tvar pismene C a svymi konci je piipevnén k podjednotce A. K tvorbé axonemy
spermii dochazi jiz béhem ¢asné spermiogeneze (Lehti & Sironen 2017).

Spojovaci ¢ast biciku je dulezita zejména k propojeni hlavicky spermie s bi¢ikem. Tato
slozita struktura ma hustou, konvexni kloubni oblast nazyvanou capitulum, ktera propojuje
spojovaci Cast s hlavickou spermie spojenim s implantaéni jamkou jadra. Jemna vlakna,
prochazejici uzkymi prostory mezi capitulum a bazalni ploténkou jsou odpovédna prave za
pfipojeni hlavicky k biciku. Tato ¢ast od hlavicky az k prstenci se u riznych druhii zvitat svou
délkou lisi (Fawcett 1975). Dle Lehti a Sironen (2017) se spekulovalo o tom, ze pohyblivost
biciku je také casteCné regulovana praveé spojovaci Casti.

Na spojovaci ¢ast navazuje stiedni ¢ast biciku. Tato oblast je nejsilngjsi Casti, a to zejména
diky mitochondriim, které vytvari tzv. mitochondrialni pochvu (viz Obréazek 1). Mitochondrie
pokryvaji axonemu a jsou usporadany do spiraly. Jsou dulezité predevsim jako zdroj energie
v podobé ATP, ktera je nezbytna pro pohyb spermie. Mitochondrie se také podileji na udrzeni
homeostazy vapniku (Toshimori & Eddy 2015; Lehti & Sironen 2017).

Dalsi casti biciku je ¢ast hlavni, ktera je od stfedni Casti oddélena tzv. Jensenovym
prstencem. Hlavni ¢ast bi¢iku neni pokryta mitochondriadlni pochvou, ale na povrchu ma
ochranny plast, nazyvany také jako fibrozni pochva. Fibrozni pochva je strukturalni slozka
typicka predev§im pro savci spermie, kterd je tvorena dvéma podélnymi provazci, mezi nimiz
jsou spojovaci zebra. Stejné tak jako se zuzuje biCik spermie smérem ke koncové Casti, tak
i podélné provazce fibrozni pochvy se zmensSuji (viz Obrazek 1). Fibrozni pochva obsahuje
enzymy a je dalezita pro regulaci pohybu biciku. Posledni Casti biciku je Cast koncova, ktera
obsahuje axonemu obalenou pouze plazmatickou membranou (Chtopik & Wysokinska 2019).
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Obrazek 1 - Stavba spermie. Pfevzato a upraveno od Fawcett (1975)

3.1.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces bunééného déleni a bunécné diferenciace, pfi kterém se ve
varlatech tvofi pohlavni buiky, spermie. Efektivnost spermatogeneze je ovlivnéna druhovymi
rozdily v poctu zarode¢nych bunék a v jejich zivotaschopnosti. Déle pak je spermatogeneze
ovlivnéna poctem Sertolitho bunék a mnozstvim hladkého endoplazmatického retikula
Leydigovych bunék (Sofikitis et al. 2008). Efektivnost spermatogeneze naopak neni ovlivnéna
rozdilem ve velikosti varlat mezi jednotlivymi druhy, zjistuje se poctem produkovanych
spermii na gram parenchymu varlat. Je to komplexni proces zahrnujici mitotické déleni bunék,
meidzu a proces spermiogeneze (Johnson et al. 2000). Béhem spermatogeneze dochazi
k pfeméné spermatogonialnich kmenovych bunék na spermie v semenotvornych kanalcich za
pomoci Sertoliho bunék. Spermatogeneze je regulovana jak endokrinnimi, tak 1 parakrinnimi
mechanismy. Endokrinni stimulace zahrnuje folikuly stimula¢ni hormon (FSH), luteiniza¢ni
hormon (LH) a dale pak testosteron, produkovany Leydigovymi buiitkami ve varleti. Vzhledem
k tomu, ze zarodecné buiky nemaji receptory pro FSH a testosteron, jsou veskeré hormonalni
signaly prenaseny pies Sertoliho buiiky a peritubularni buriky. Ackoliv jsou hormonalni signaly
nezbytné pro dokonCeni spermatogeneze, existuje stale vice dikazi o tom, Zze se na
spermatogenezi podili i velké mnozstvi rustovych faktor a cytokind. Spermatogenezi lze
rozdelit na dvé faze, a to na spermatocytogenezi, jejiz soucasti je meidza,
a spermatohistogenezi. Po dokonceni spermatogeneze se spermie piesouvaji do nadvarlete, kde
dale zraji (Berndtson 2014). Priabéh spermatogeneze popisuje Obrazek 2.
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3.1.2.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze zahrnuje mitotické déleni zarodec¢nych bunek za vzniku primarnich
spermatocytu (Johnson et al. 2000). Na pocatku spermatocytogeneze jsou spermatogonie, coz
jsou prapohlavni samci buiiky. Pocet spermatogonii se do obdobi pohlavniho dospivani neméni.
Béhem spermatocytogeneze dochazi k redukci poctu chromozoma z diploidniho na haploidni
(Phillips et al. 2010; Berndtson 2014). Po dosazeni pohlavni dospélosti probihd vyvoj
vznikajicich spermii ve tfech fazich, a to faze mnozeni, ristu a zrani (Russell et al. 1993).

Faze mnozeni zahrnuje nékolikandsobné de¢leni spermatogonii v bazalni Casti
semenotvornych kanalkt. Dochazi k mitotickému déleni zarode¢nych bunék, pfi kterém se tyto
buriky rozdé€li na bunky dcefiné. Z matetské buriky vznikne dcefina spermatogonie typu A,
zatimco druhd burika se dale déli a vznikaji spermatogonie typu B a intermedialni
spermatogonie (viz Obrazek 2) (Franga et al. 2005).

Dalsi fazi spermatocytogeneze je faze rustu, pii které dochazi k ristu spermatogonii typu
B a ke zménam v jadfe bun€k. Ze spermatogonii typu B vznikaji primarni spermatocyty,
v jejichz jadre jsou chromozomy usporadany do dvojic. V této fazi spermatocytogeneze
dochazi jiz k profazi meiotického deleni (Franga et al. 2005).

Treti fazi je faze zrani, pfi které dochézi k meiodze. Meioza je charakterizovana prvnim
zracim délenim a nasledné druhym zracim délenim. Béhem prvniho zraciho déleni z primarnich
spermatocytu vznikaji spermatocyty sekundarni. Pii druhém zracim dé€leni vznikaji pak ze
sekundarnich spermatocyti spermatidy, které jiz maji haploidni poCet chromozomu. Profaze
b&hem prvniho zraciho dé€leni je dlouhy proces, ktery l1ze na cytologickém zakladé rozdélit na
leptotene, zygotene, pachytene a diplotene (viz Obrazek 2) (de Kretser et al. 1998). Leptotene
je faze, ve které dochazi ke kondenzaci a spiralizaci chromozomu. V zygotennim stadiu dochazi
k tvorbé bivalenti, kdy se k sobé dva homologni chromozomy ptikladaji. Ve fazi pachytenni
dochazi ke zkracovani bivalentd a kazdy chromozom se rozdéluje na dvé chromatidy. Kazdy
bivalent je nasledné tvofen tetradami. Nésleduje crossing-over, pii kterém dojde k vyméné ¢asti
DNA mezi homolognimi chromozomy (Tanaka & Baba 2005). V diplotennim stadiu dochazi
k oddélovani chromozomi, chromatidy vsak nadale zGstavaji spojené v misté vymeény
genetické informace. Nasledné se bivalentni chromozémy zkracuji a spojuji se uz jen v misté
centromery. Poté nasleduje metafaze L., kdy dojde k rozpusténi jaderné membrany, jadro zanika
a dochazi ke vzniku déliciho vieténka. Chromozomy se usporadaji do ekvatorialni roviny.
Nasleduje anafaze 1., kdy se chromozomy rozchazeji k opacnym polim bunky. V telofazi 1.
vznikaji dva spermatocyty, které maji polovic¢ni poCet chromozomul. Nasleduje druhé zraci
déleni, béhem kterého dochazi ke vzniku ¢tyf spermatid, dvou s chromozomem X a dvou
s chromozomem Y (Phillips et al. 2010; Ohkura 2015).

3.1.2.2 Spermiohistogeneze

Béhem spermiohistogeneze, nebo také spermiogeneze, dochazi ke zméndm na
spermatidé, a to zejména ke zménam biochemickym, chemickym a morfologickym. Béhem
tohoto procesu dochazi k pfeméné spermatidy ve zralou spermii. V prvni fazi
spermiohistogeneze dochazi k vytvafeni akrozomového vacku z Golgiho komplexu. Tento
vacek se zvétSuje a nasledné se pripojuje k proximalni ¢asti buiiky. Uvnitf akrozomového vacku
jsou enzymy, proteiny a dalsi potebné latky. Z vacku se postupné stava akrozom a tvoii se
nuklearni prstenec. Pod nuklearnim prstence jsou mikrotubuly, diky kterym dochazi
k prodluzovani buriky. Oba centrioly se pfesouvaji k zadnimu polu jadra. Distalni centriol je
dilezitym centrem pro motilitu spermii. Dochazi k formovani bi¢iku a nasledné k tvorbé
axonemy. Spermatida se zbavuje prebyte¢né cytoplazmy, ktera je pohlcena Sertoliho buiikami.

13



Po dokonceni spermiohistogeneze putuji buriky do nadvarlat, kde se shromazduji a dale zraji
(Champroux et al. 2016).

Spermiohistogene
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Obrazek 2 - Klasifikace zarodecnych bunék v riznych vyvojovych stadiich béhem
spermatogeneze. Spermatocytogeneze — spermatogonie typu A (A), intermedialni

spermatogonie (In), spermatogonie typu B (B), Meidza — faze leptotene (L), faze zygotene (Z),
pachytene (P), diplotene (D), sekundarni spermatocyt (SS), Spermiohistogeneze — spermatida
(Sa), jednotlivé kroky diferenciace spermie (Sb1 — Sd2). Pfevzato a upraveno od Johnson et al.
(2000).

3.1.3 Kapacitace spermii

Fyziologické aspekty reprodukcniho procesu zavisi na sekvenci udalosti, které generu;ji
fyzické 1 chemické podminky umoziujici oplozeni oocytu (Vigil et al. 2011). Aby spermie
savcu ziskaly oplozovaci schopnost, musi podstoupit dva kroky posttestikularniho zrani. Prvni
probihad v nadvarleti, kde spermie dozravaji a druhé, tzv. kapacitace, nastava po ejakulaci
v sami¢im pohlavnim traktu (Stival et al. 2016). Po ejakulaci jsou spermie diky dekapacitacnim
faktorim v semenné plazmeé chranény pred predCasnou kapacitaci. V semenné plazmé je fada
proteint, které jsou nezbytné pro vyZzivu spermii. Nejvice zastoupenou skupinou proteint jsou
spermadheziny, které jsou dulezité zejména pii vazbé spermii na epitel vejcovodu. Po ejakulaci
dochéazi také k rozpusténi extracelularniho glykoproteinového obalu spermie a dale k
modifikaci lipidi v plazmatické membrané (Zigo et al. 2020).

Kapacitace spermii je definovana jako proces, pii kterém spermie prochazi dalezitymi
zménami, aby mohlo dojit k hyperaktivaci motility, aby byla schopna navazat se na zona
pellucida, podstoupit akrozomovou reakci a aby byla nasledné schopna fizovat s oocytem. Ke
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spusténi kapacitace dochazi tehdy, kdy spermie doputuji pfes pohlavni trakt samice do
oviduktalniho rezervoaru v isthmu ve vejcovodu, k jehoz vzniku dojde diky interakci mezi
proteiny na povrchu spermie a glykosylovymi receptory epitelu oviduktu (Bailey 2010).
V oviduktalnim rezervoaru také dochéazi k urcité selekci spermii, kdy ne vSechny prochézi
kapacitaci. Po navazani spermii na epitel oviduktalniho rezervoaru dochézi k inhibici motility
spermie a spermie diky tomu déle piezivaji v pohlavnim traktu samice. Samici trakt dokaze
regulovat prubéh kapacitace, a to z toho divodu, aby kapacitovana spermie vcas dorazila
k ovulovanému vajicku (Rathi et al. 2001). Na molekularni urovni je kapacitace spojena se
ztratou cholesterolu z plazmatické membrany, zvySuje se fluidita membrany a dochazi ke
zméné€ v koncentraci intracelularnich ionti. Dale dochazi k hyperpolarizaci plazmatické
membrany a aktivuje se cAMP/PKA draha (Visconti et al. 2011; Krapf et al. 2010).
Epididymalni tekutina obsahuje nizkou hladinu Na*, Cl, HCO3, a naopak vysokou hladinu K*
iontt. Nizké pH a nizka koncentrace HCO3 jsou nezbytné pro udrZeni spermii v klidovém stavu
pred ejakulaci. V sami¢im pohlavnim traktu je naopak pH a koncentrace Na*, CI, HCO3
zvySena a K* snizena, coz vede k aktivaci signalizac¢nich kaskad, které vedou k aktivaci
kapacitace (Pastor-Soler et al. 2005).

3.1.4 Hyperaktivace motility

Motilitu spermii lze podle zptusobu pohybu biciku rozdélit na dva rizné typy, na
progresivni motilitu a hypermotilitu. Pojmem hyperaktivace je oznaCovan typ motility spermii,
ke kterému dochazi béhem kapacitace spermii. Dochazi k ni u vétSiny savcu pred akrozomovou
reakci. Hyperaktivace zvySuje schopnost spermii oddélit se od stény vejcovodi, pohybovat se
v lumenu vejcovodu a pronikat jeho viskozni tekutinou, a nakonec proniknout skrz zona
pellucida. Pohyb spermii po hyperaktivaci motility se mize za raznych fyzikalnich podminek
au raznych druhu lisit, ale v zasadé se vyznacuje vysokou amplitudou a asymetrickym ohybem
biciku. Ve vejcovodu pravdépodobné existuji signaly, diky kterym dojde k tomuto jevu ve
vhodnou dobu. Taktéz funkce mitochondrii je nezbytna pro motilitu spermii. NedostateCna
funkce mitochondrii spermie ovliviluje produkci cyklického AMP (cAMP) a ATP a muze byt
odpovédna za nizkou motilitu (Blommaert et al. 2019). Dal§imi dalezitymi prvky jsou ionty
vapniku, které interaguji saxonemou bi¢iku za ucelem aktivace hyperaktivace
(Ho & Suarez 2001).

Hyperaktivaci lze zjistit pomoci systému CASA (Computer-assisted sperm analysis)
(viz Tabulka 1), kdy porovnavame spermie inkubované za podminek, které podporuji in vitro
fertilizaci (tj. kapacita¢ni podminky), se spermiemi, které byly inkubovany stejnou dobu za
podminek, kdy nejsou schopny kapacitace. Aby systém CASA identifikoval hyperaktivované
spermie, musi byt stanoveny prahové hodnoty, které jsou obvykle nastaveny pro minimalni
zakfiveni trajektorie drahy pohybu biciku. Déle je Casto stanoven minimalni rozsah, o ktery se
pohybuje hlavicka spermie ze strany na stranu, coz je znamé jako lateralni amplituda posunu
hlavicky (ALH). ALH vSak neslouzi pro pfimé méfeni bi¢ikového ohybu. Systém CASA
dokaze ziskat udaje ze stovek spermii za méné nez minutu. Protoze vétSina systémia CASA
muze sledovat a analyzovat pouze pohyb hlavi¢ky, pro studium pohybu biciku se vyuzivaji jiné
metody, pii kterych se ziskavaji presné miry amplitudy a vinéni biciku (Suarez 2008).

3.1.5 Akrozomova reakce

Spermie mnoha zvitat, vCetné savct, obsahuji sekre¢ni vacek neboli akrozom v apikalni
casti hlavicky. Obsah akrozomu se uvolni béhem navazani spermie na zona pellucida vajicka
prostfednictvim exocytotického procesu, znamého jako akrozomova reakce. Exocytoza
predstavuje dalezity krok v procesu oplozeni (Zaneveld et al. 1991). Spermie musi podstoupit
akrozomovou reakci, aby byla schopna penetrovat zona pellucida a fizovat s plazmatickou
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membranou vajicka. Pokud vSak k akrozomové reakci nedojde nebo k ni dojde predcasné,
k oplozeni nedochazi. Akrozomova reakce je nevratny proces (Florman et al. 2004).

Béhem kapacitace spermii dochazi ke zméné fluidity plazmatické membrany a nasledné
ke spusténi akrozomové reakce. Hlavnim induktorem je kontakt s glykoproteiny zona
pellucida. V in vitro podminkéch jsou ¢astymi induktory napftiklad progesteron, angiotenzin,
inzulin, leptin, relaxin a dal§i hormony (Breitbart 2003). Naopak napfiklad estradiol
a epidermalni ristovy faktor patii mezi hormony, které akrozomovou reakci zpomaluji.
Akrozomova reakce zacCina fuzi plazmatické membrany spermie svnéj§i akrozomovou
membranou, coz vede k uvolnéni obsahu akrozomu a k odhaleni molekul, umisténych na
vnitini membrané akrozomu (Vigil et al. 2011).

Spermie je na zona pellucida vazana pres specifické receptory. Tyto receptory se nachazi
v apikalni oblasti hlavi¢ky a vazou se na glykoprotein zona pellucida ZP3. Diky vazb¢ spermie
na ZP3 oocytu dojde k aktivaci G — proteinu a dojde k intracelularnimu zvyseni hladiny Ca?*
azvySeni pH. Po odhaleni vnitini akrozomalni membrany dochazi k expozici dilezitého
proteinu IZUMOI, ktery komunikuje s glykoproteinovym receptorem JUNO nachazejicim se
na oocytu. Diky jejich komunikaci dochazi k rozpoznani mezi spermii a vajickem a nasledné
k fizi gamet (Gervasi & Visconti 2016). Dalsim dalezitym proteinem je cyritestin na vnitini
akrozomalni membrané, ktery taktéz interaguje s oocytem. Za zminku také stoji skupina lipida
tzv. seminolipidy, které jsou schopny interagovat se SLIP proteinem membrany oocytu a maji
vliv na fazi spermie s oocytem (Vigil et al. 2011).

3.1.6 Hodnoceni kvality spermii

Kvalita spermii je zalozena na tzv. parametrech spermii. Hlavni parametry pro hodnoceni
kvality spermatu jsou koncentrace, morfologie a pohyblivost spermii. Tyto vlastnosti jsou
manualné hodnoceny pomoci svételného mikroskopu nebo pomoci spektrofotometrie (viz
Tabulka 1). Vzhledem k tomu, ze manualni analyza je Casové narocné&jsi a ne tak presna,
vyuziva se pocitacové asistovana analyza spermii CASA. Prutokova cytometrie byla navrzena
pro hodnoceni kvality spermatu, protoze na rozdil od CASA systému umoziluje studovat §irsi
populace spermii. Pratokova cytometrie umoziuje paralelni funkéni analyzu, jako je analyza
struktury chromatinu spermii, meéfeni urovné oxidace a integrity membrany vcetné
akrozomalniho a mitochondridlniho stavu a zivotaschopnosti. Tato metoda je vSak Casové
naro¢na a obtizna. Pro hodnoceni funkci spermii byly vyvinuty testy, jako jsou analyzy
morfologie spermii, test penetrace cervikalniho hlenu a interakce spermie se zona pellucida.
Jako velmi nadéné se ukazuji metabolickd hodnoceni vlastnosti spermii nebo analyza
reaktivnich forem kysliku, u kterych bylo prokazéano, ze negativné ovliviiuji pfeziti spermii
a jejich oplozenischopnost prostiednictvim jejich ptsobeni na struktury lipidové membrany.
I kdyz se jedna o tzv. testy fertility, posuzuji se vychozi hodnoty, které ovliviiuji funkcnost
spermii jako je akrozomova reakce, kapacitace, Ci interakce soocytem. Zatim vSak
nepiedpovidaji fertilitu. V neposledni fadé dochazi k vySetfovani proteomickych markera ve
spermiich, diky kterym lze spolehlivé predpovédét plodnost zvifete pied rozmnozovanim
(Sergeant et al. 2019).
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Tabulka 1 — Srovnani metod hodnoceni kvality spermii. Pfevzato a upraveno od Sergeant et al.

(2019).
Metoda Poécit analyzovanych Hodnocené Trvani testu
bunék parametry
. barva, objem, .
Makroskopické ) , .f:lI'Va ,O Je‘m , Méné¢ nez 5
, 1 ejakulat viskozita ejakulatu, .
hodnoceni : ., minut
morfologie spermii
. Méné nez 5
Spektrofotometrie | 10 — 100 mld. koncentrace )
minut
motilita, koncentrace,
CASA 100 — 1000 bunék morfologie, vitalita 10 minut
spermii
koncentrace
Pritokova ' . 20 minut az 1
ruto ov'a 10 000 — 20 000 bunek morfologie spermii, jnu az/
cytometrie hod (barveni)
subpopulace
motilita, Méné nez 5
Mikroskopie 10 — 100 bunék subpopulace, minut az 1 hod
morfologie spermii (barveni)

3.2 Proteiny spermii

Aby doslo k aspé€snému oplozeni, musi spermie projit fadou dulezitych procest. Tyto
procesy souvisi se zmeénami v expresi proteind, které obklopuji membranu spermii a interaguji
s membranovymi strukturalnimi proteiny béhem epididymalniho zrani a ejakulace. Proteiny
spermii slouzi pfedev§im k ochrané pred oxidaCnim stresem pii prichodu nadvarletem
a sami¢im pohlavnim traktem, maji vliv na motilitu spermii, metabolismus energie, integritu
plazmatické membrany, kapacitaci, akrozomovou reakci €1 na schopnost spermie fuzovat
s oocytem (De Lazari et al. 2020).

Na povrchu spermii se nachazi mnoho proteint, které maji riznou funkci. Jejich funkce
je ovlivnéna prostfedim, ve kterém se spermie nachazi. Nejvice zastoupenou skupinou
povrchovych proteinti spermie jsou spermadheziny. Spermadheziny jsou sekreCni proteiny,
které se béhem epididymalni maturace a ejakulace vazou na povrch spermii. Jsou to
multifunkéni proteiny, podilejici se na riznych fazich oplozeni. Bylo dokazano, ze diferenciace
ve funk¢nich vlastnostech spermadhezinti je dana posttranslacnimi modifikacemi, zejména
glykosylaci. U kance patii vétSina proteinii semenné plazmy do rodiny spermadhezint a jsou
syntetizovany piedevsim ve varleti a nadvarleti. Mezi spermadheziny semenné plazmy u kanct
patii PSP-I, PSP-II, AQN-1, AQN-2, AQN-3, AWN a DQH. Vsechny zminéné spermadheziny,
kromé PSP-I, vykazuji vazbu na heparin. Jejich hlavnim ukolem je napomoci spermii navazat
se na zona pellucida oocytu (Strzezek et al. 2005).

Je spoustu dalSich proteind, které se nachazeji v riznych Castech spermie, ¢i v semenné
plazmé a epididymalni tekutiné. Proteiny epididymalni tekutiny mohou ménit slozeni
a vlastnosti membrany spermii napiiklad vyménou proteinu ¢i lipidi nebo modifikovat jiz
ptitomné proteiny. Nejintenzivnéji vylu¢ovanym proteinem v nadvarleti kance je clusterin,
ktery predstavuje 25-30 % a je dulezity pro ochranu spermie. DalSim dilezitym proteinem je
akrozin, ktery je uvolfiovan z akrozomu béhem akrozomové reakce. Ve spermatidach se akrozin
nachazi v neaktivni formé jako proakrozin. V plazmatické membrané se nachazi protein
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zonadhezin, jehoZ nepfitomnost spermiim umoziiuje vazat se na zona pellucida jinych druht
(Dacheux et al. 2005). Dalsi dulezitou funkci proteinii spermii je eliminace nepotiebnych
proteinu a také schopnost zbavovat se vadnych spermii. Tuto funkci ma naptiklad protein
ubiquitin (Sutovsky et al. 2001). Vice proteind a jejich funkce viz Tabulka 2.

Tabulka 2 — Proteiny spermii kance a jejich funkce (Kamada et al. 1998; Dacheux et al. 2005;
Casas et al. 2009; Gervasi & Visconti 2016; Zigo et al. 2020)

Nazev Funkce
Lactoferrin Antimikrobialni u€inky
AQNI1 Vazba spermie na oviduktalni epitel a na ZP

Proteiny z rodiny ADAM Uvolnéni spermii z oviduktalniho epitelu

MSMB Inhibitor motility spermii

p47 Vazba na oviduktalni epitel

B1, 4- galaktosyltranferaza | Vazba spermie na ZP

tubulin Protein cytoskeletu

HSP90AAL1 Ochrana pied tepelnym Sokem, pohyblivost spermii
AWN Vazba na oviduktélni epitel a na ZP

Sp32 Vazba akrozinu

3.2.1 AKAP proteiny

Adaptorové proteiny jsou heterotetramerni proteinové komplexy, které zprostiedkovavaji
tfidéni membranovych proteint v sekrecnich a endocytarnich drahach (Wong & Scott 2004).
Tyto proteiny nemaji enzymatickou aktivitu a slouzi pouze k tomu, aby se dané enzymy dostaly
do vzajemné blizkosti a tim se usnadnil prubéh enzymatické reakce. Pro tyto proteiny je typické,
ze maji dvé vazebna mista, na kterd se enzymy vazou. Mezi tyto proteiny se fadi skupina
tzv. kotvicich proteinti, mezi které patii, mimo jiné, AKAP proteiny (Park & Guo 2014).

Byly provedeny rozsahlé studie k identifikaci proteint, které tvoii fibrozni pochvu biciku.
Fibrozni pochva je unikatni cytoskeletarni struktura, umisténa v hlavni ¢asti bic¢iku spermie (viz
Obrazek 1). AKAP proteiny jsou skupina strukturné odlisSnych proteinti nachazejicich se ve
fibrozni pochvé, které maji spoleCnou funkci vézat se kregulacni podjednotce PAK
(cAMP — dependentni proteinkinaza A) (viz Obrazek 3). PKA je vystavena cAMP (cyklicky
adenozinmonofosfat), coz umoziuje ucinnou katalytickou aktivaci a presnou volbu substratu
(Frayne & Hall 2002). Bylo popsano vice jak 20 AKAP proteint (Michel & Scott 2002).
Cyklické AMP-dependentni proteinkinazy jsou zajistény ve specifickych cytoplazmatickych
doménach kotvicimi proteiny AKAP, pfi¢emz nejhojnéj§im proteinem ve fibrozni pochvé je
AKAP4. Hraji dilezitou roli pfi regulaci motility spermii prostfednictvim aktivace PKA
(Bajpai et al. 2006). Bylo zjisténo, ze AKAP4 vaze proteiny, specifické pro spermatogenni
buriky, a to FSIP1 a FSIP2. Transkripce AKAP4, AKAP3 a FSIP1 zacina v casném vyvoji
spermatid, zatimco traksripce FSIP2 za¢ina v pozdnim vyvoji spermatocytid. AKAP3 je
syntetizovan ve spermatidach a do fibrozni pochvy je zaclenén spolecné s tvorbou prekurzort
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spojovacich zeber (Gabrovsek et al. 2017). AKAP4 je syntetizovan a zaclenén do fibrozni
pochvy az v pozdéj§im vyvoji spermatid. Pouze zrala forma AKAP4 vaze AKAP3. AKAP3 se
podili na organizaci zékladni struktury fibrézni pochvy a AKAP4 ma hlavni roli pfi jeho
kompletaci (Brown et al. 2003).

Do pfenosu signalu za hormony a neurotransmitery jsou zapojeny sekundarni messengery
vcetné cAMP. Podili se na mnoha bunécnych procesech, véetné rastu, diferenciace a preziti
bunék. cAMP je syntetizovan z ATP rodinou adenylat cyklaz, které jsou regulovany
heterotrimernimi G-proteiny nebo Ca”*/kalmodulinem v reakci na signalizaci buné&nych
povrchovych receptori. Aktivace cAMP je zprostiedkovana dvéma faktory, PKA nebo
proteinem Epac (Liu et al. 2020). Aktivace PKA je jednou z nejlépe charakterizovanych
signalnich drah. PKA je serin/threonin kindza, ktera je slozena zdvou katalytickych
podjednotek udrzovanych v neaktivnim stavu asociaci s dvéma regulacnimi podjednotkami.
Katalytické podjednotky jsou kddovany tfemi riznymi geny, Ca, Cp a Cy, zatimco regulacni
podjednotky jsou exprimovany Ctyfmi riznymi geny, Rla, RIB, RIla a RIIB. Regulacni
podjednotka je polypeptid, ktery obsahuje N-terminalni dimerizacni oblast, autofosforylacni
misto, které slouzi jako hlavni kontaktni misto pro katalytickou podjednotku a dvé vazebna
mista cCAMP. Aktivaci PKA provadi vyhradné hlavni diftizni sekundarni messenger cAMP.
Vazba dvou cAMP molekul ke kazdé regulacni podjednotce uvoliiuje PKA, coz umoziuje
katalytickym podjednotkam disociovat a vede k fosforylaci ptitomnych cilovych substrati.
Existuji dvé formy heterotetramerniho PKA holoenzymu, a to typ I (RIo, RIP) a typ II (RIla,
RIIB). PKA typu I je pfevazné cytoplazmaticka a citlivejsi k cAMP nez typ II. PKA typu II se
spojuje se specifickymi bunéénymi strukturami a organelami (Michel & Scott 2002).

Lokalizace PKA typu II v burice je dana pfedev§im asociaci regula¢ni podjednotky
s neenzymatickymi proteiny AKAP. Vsechny obsahuji amfipatickou Sroubovici 14 az 18
zbytkd, na kterou se vaze N-konec dimeru PKA-RII. AKAP spojuji neaktivni holoenzym PKA
na definovanych mistech v burice, kde jsou ptipraveny fosforylovat substrat v reakci na aktivaci
cAMP (Michel & Scott 2002).

Protein AKAP4 je viibec nejhojnéjsim proteinem fibrozni pochvy v hlavni ¢asti biciku
spermii savci. Gen AKAP4 je exprimovan pouze v postmeiotické fazi spermatogeneze
a produkuje dva transkripty, ze kterych jeden koduje protein, ktery je na N-konci o devét
aminokyselin delsi nez ten druhy. Jeho exprese je omezena na zarodecné buiiky od stadia
kulatych spermatid az do zralé spermie (Jumeau et al. 2018). Protein AKAP4 hraje hlavni roli
ve struktufe biCiku spermie, jeho pohyblivosti a béhem kapacitace. Je fosforylovan
tyrozinkinazou, ktera spousti kaskadu fosforylace proteint, které jsou zapojeny do motility
spermie. Je syntetizovan jako prekurzor, tzv. proAKAP4, ktery se postupné St€pi na zraly
AKAP4 béhem tvorby fibrozni pochvy. ProAKAP4 je vyuzivan jako marker kvality spermii
u lidi a u kancd (Blommaert et al. 2019).

ProAKAP4 je exprimovan pouze ve spermatidach a nebyl nalezen v ran¢jsSich stadiich
spermie ani v semenné plazmé. ProAKAP4 v kazdé spermii je vytvorena jiz pted ejakulaci, kdy
jsou spermie transkripéné neaktivni. Naproti tomu mnozstvi AKAP4 je modulovano podle
pocateCni zasoby proAKAP4 a jeho metabolického stavu. Jakykoliv defekt béhem
spermatogeneze ovlivni expresi prekurzoru proAKAP4. Terapeuticka 1écba, jako je podavani
antibiotik, ¢i specifické vakciny mohou mit vliv na spermatogenezi a metabolismus spermii
a tim ovlivnit hladinu proAKAP4 (Sergeant et al. 2019).

AKAP4 je nezbytny pro koordinaci signalni transdukce PKA na motorické proteiny, jako
jsou dyneiny, a tak podporuje klouzani mikrotubulovych dubleti axonemy. Jakakoliv zména
exprese nebo metabolismu proAKAP4 bude mit vliv na motilitu spermii a nasledné na plodnost.
Bylo dokazano, ze slaba exprese proAKAP4 a AKAP4 je spojena se snizenou pohyblivosti
spermii a s dysplazii fibrozni pochvy. AKAP4 také hraje roli pfi kapacitaci spermii (Rahamim
et al. 2016).
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Jiné signalni
komponenty

®PKA holoenzym

Obrazek 3 — Funkéni motiv AKAP proteind. Vazebné misto (1) interaguje s povrchem AKAP
proteinu na dimeru regulacni podjednotky PKA. (2) Unikéatni cilové domény smetuji signalni
komplexy AKAP do rozdilnych intracelularnich mist. (3) Dal§i vazebnd mista pro dalsi
signaliza¢ni slozky napt. kinazy, fosfatazy. Pfevzato a upraveno od Michel & Scott (2002).
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4 Metodika
4.1 Spermie

Béhem experimentu byl pouzit ejakulat od Sesti kanci z inseminacni stanice ve Skrs§iné
(LIPRA PORK a.s.). Ejakulat byl na pracovisté¢ KVD dopraven v termoboxu pii teploté 17 °C
v podobé nativniho ejakulatu. Ejakuldt byl po odbéru dopraven do laboratofe a ihned
zpracovan.

4.2 Priprava vzorku spermii

Pro SDS elektroforézu a pro Western blot byly spermie rozdé€leny do tfi skupin, a to na
ejakulované, spermie po in vitro kapacitaci a spermie po in vitro navozené akrozomové reakci.
Kvalita ejakulatu byla posouzena mikroskopicky prostiednictvim mikroskopu Nicon
EclipseE200 pii zvétSeni 100x. Spermie byly oddéleny od semenné plazmy stoCenim na
centrifuze (LC-8 5000, Benchmark Scientific Inc., USA; 10 minut, 250 x g) pfii laboratorni
teploté. Po dokonceni centrifugace byl odstranén supernatant a ziskana peleta spermii byla 3x
promyta v PBS (Phosphate-buffered saline; 0,01 M fosfatovy pufr, 0,138 M NaCl, 0,0027 M
KCl, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA) a nasledné opét zcentrifugovana (10 minut, 250 x g) pfi
laboratorni teploté. Poté bylo k ¢asti vzorku spermii pfidano kapacitaéni médium (slozeni
kapacitacniho média viz Tabulka 3) po dobu 1,5 hodiny pfi teploté 38 °C s 5% CO.. Po
dokonceni kapacitace byl do Casti vzorku kapacitovanych spermii pfidan 5 pM kalcium ionofor
(A23187; Sigma-Aldrich, USA) pro aktivaci akrozomové reakce. Spermie byly takto
inkubovany v termostatu po dobu 1 hodiny pfi teplot€¢ 38 °C s 5% CO». Po uplynuti doby
inkubace s kalcium ionoforem byla suspenze 3x promyta v PBS a stoCena na centrifuze (10
minut, 250 x g) za laboratorni teploty. Pro extrakci proteint byl do vzorku ejakulovanych, in
vitro kapacitovanych a spermii po in vitro akrozomové reakci ptidan redukujici pufr v poméru
1:2. Vzorky byly nasledné ponechany v ledu po dobu 30 minut a kazdych 5 minut protfepany
na vortexu. Poté byly vzorky povateny pii teploté 100 °C po dobu 5 minut a nasledné stoCeny
na centrifuze (2 minuty, 10 000 x g) pfi teploté€ 4 °C a poté byly odebrany supernatanty, ktery
dale slouzily jako vlastni vzorky pro SDS elektroforézu.
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Tabulka 3 — Slozeni kapacitacniho média. Kapacita¢ni médium bylo nejdiive ptefiltrovano skrz
filtraCni papir a nasledné byl pfidan pyruvat sodny, BSA a glukoéza.

Slozka Mnozstvi
NaCl 3331 ¢
KClI 0,1193 g
laktat sodny 0,70 ml
NaH2PO4 0,02 ¢
HEPES 1,192 g
MgCI2 x 6 H20 0,051 g
PVA 0,05¢
Sorbitol 1,093 ¢
gentamicin 0,013 ml
penicilin 0,033 g
NaHCO3 0,084 ¢
CaCl2 x 2 H20 0,147 g
*pyruvat sodny 0,011g
*BSA lg
*glukoza 0,099 ¢

4.2.1 SDS elektroforéza a Western blot

Béhem SDS elektroforézy byla pouzita sestava pro vertikalni elektroforézu. Mezi skla
byl nalit 12% separacni gel (3,5 ml destilované vody; 2,5 ml 1,5 M Tris HCI (Bio-Rad, USA),
pH 8,8; 4,0 ml 30% AA, bis AA (Bio-Rad, USA); 100 ul, 10% SDS (Bio-Rad, USA); 4,5 ul
TEMED (Pharmacia Biotech, Svédsko); 35 pl 10% APS (Amersham Biosciences, Svédsko).
Po naliti mezi skla byl gel nasledné pfevrstven destilovanou vodou. Po ztuhnuti separaniho
gelu byla destilovana voda odlita a na ztuhly separacni gel se nalil 4% gel zaostrovaci (1,52 ml
destilované vody; 625 ul 0,5 M Tris HCL, pH 6,8; 325 ul 30% AA, bis AA; 25 ul 10% SDS;
3,8 ul TEMED a 35 pl 10% roztoku APS, popiipadé bromfenolova modf pro zvyraznéni
jamek). Do zaostfovaciho gelu byl nasledné zasunut jamkovy hieben. Po zatuhnuti byla skla
vlozena do sestavy na elektroforézu. Mezi skla se nalil 5x koncentrovany elektrodovy pufr (15
g TRIS, 72 g glycin. 5 g SDS, to vSe rozpusténo v poméru 1:4 v 1 | destilované vody) a poté
doslo k vyjmuti jamkového hiebenu. Do jamek byl pomoci mikrostiikacky Hamilton nanesen
standard (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; Bio-Rad, USA) spolecné se vzorky.
Vzorky bylo nutné nejdfive nechat roztat a nasledné zvortexovat. Po naneseni vzorkl byla
spusténa elektroforéza, nejdiive 30 minut pii 80 V a poté na 1 hodinu pii 140 V.

Po dokonceni elektroforézy byla skla ze sestavy vyjmuta a gel byl prenesen na
nitrocelul6zovou membranu a vloZen do sestavy pro elektropienos proteind slozené ze 4 listu
chromatografického papiru Whatman (GE Healthcare, USA) a 2 houbicek. Cel4 sestava vcetné
nitrocelul6zové membrany byla pfedem namécena po dobu 10 minut v transferovém pufru
(3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, USA), 14,4 g glycin (Sigma-Aldrich, USA), 200 ml metanolu
a 800 ml destilované vody). Celd sestava byla poté vlozena do kazety pro elektropfenos,
umisténa do elektrodové aparatury a zalita transferovym pufrem. Blotovani probihalo po dobu
1 hodiny pfii 0,5 A. Po dokonceni byla membrana po vyjmuti z kazety barvena barvou Ponceau
(Sigma-Aldrich, USA) po dobu 1 minuty. Diky Ponceau doslo k vizualizaci proteinti. Poté doslo
k promyti membrany destilovanou vodou a PBS s0,5% Tweenem. Poté bylo potieba
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deaktivovat vazebna mista na membrané pomoci 5% suseného mléka (Blotting-Grade Blocker,
Bio-Rad, USA; 1 g suSeného mléka, 20 ml PBS). Membrana byla s mlékem inkubovana pfi
teploté 4 °C pres noc.

Membrana byla poté 2x po 5 minutach promyta v PBS s Tweenem pro odstranéni
nespecifickych interakci a nasledné€ byla inkubovana s primarni krali¢i polyklonalni anti-
AKAP4 protilatkou (MBS9602907; MyBioSource, USA) v koncentraci 1:1000 v PBS po dobu
1,5 hodiny. Pro kontrolu proteinové koncentrace ve vzorcich byla provedena imunodetekce o-
tubulinu pomoci primarni my$i monoklonalni anti-o-tubulin protilatky (DMI1A; Sigma-
Aldrich, USA) v koncentraci 1:1000 v PBS po dobu 1,5 hodiny. Po uplynuti doporucené doby
inkubace byla membrana 3x po 10 minutach promyta v PBS s Tweenem a nasledné byla
pridana sekundarni protilatka (Goat anti-Rabbit IgG (H+L) resp. Goat Anti-Mouse IgG (L+H);
Bio-Rad, USA) Inkubace v sekundarni protilatce trvala 1 hodinu. Membrana byla opét promyta
v PBS s Tweenem 4x po 5 minutach a nasledné 2x po 5 minutach v PBS. Poté byla provedena
vizualizace specifické detekce proteinu v pfistroji Azure c300 Gel Imaging System (Azure
Biosystems, USA) pomoci chemiluminiscenéniho substratu (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific, USA). Byla provedena
denzitometricka analyza detekovanych proteini v programu Image Studio Digit (LI-COR
Biosciences, USA) a vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci programu Statistica.
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S Vysledky
5.1 Detekce proteinu AKAP4 ve spermiich kance

Pro detekci proteinu AKAP4 v kancich spermiich byla pouzita SDS elektroforéza
a proteiny byly nasledné pfeneseny na membranu pomoci metody Western blot. Membrana
byla inkubovana s primarni polyklonalni krali¢i protilatkou proti AKAP4 a pro normalizaci
optické denzity proteinu AKAP4 byla provedena kontrolni detekce a-tubulinu. Detekce
proteinu AKAP4 byla provedena v extraktech ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
a spermii po in vitro navozené akrozomoveé reakci u Sesti kanca.

Membrana se separovanymi proteiny je zobrazena na obrazcich 4-9 (1A-1F). Patrné byly
dva proteinové prouzky o molekulovych hmotnostech pfiblizné 82 kDa a 100 kDa. Molekulova
hmotnost 100 kDa odpovida izomeru proAKAP4 a molekulova hmotnost 82 kDa odpovida
AKAP4. Na obrazku 4-9 (2A-2F) je zobrazena kontrola detekci a-tubulinu.

Na grafech 1-6 je zobrazeno mnozstvi proAKAP4 a AKAP4 v proteinovych extraktech
spermii u jednotlivych kanct. Grafy zobrazuji vysledky denzitometrické analyzy a ukazuji
hodnoty signalu protilatky proti proAKAP4 a AKAP4 vztazeného k signalu protilatky proti
a-tubulinu. Nejniz§i mnozstvi proAKAP4 u ejakulovanych spermii bylo nameéteno u kance A,
a naopak nejvyssi mnozstvi u kance E. U in vitro kapacitovanych spermii byly nejnizsi hodnoty
naméfeny u kance B a nejvyS$si u kance F. Nejnizsi hodnoty proAKAP4 u spermii po in vitro
akrozomové reakci byly naméfeny u kance B a nejvyssi u kance C.

Co se ty¢e AKAP4, nejnizsi hodnoty u ejakulovanych spermii byly naméfeny u kance B
a nejvyssi u kance C. U in vitro kapacitovanych spermii je nejniz§i mnozstvi AKAP4 u kance
C anejvyssi u kance A. U spermii po in vitro akrozomové reakci je nejnizsi hodnota u kance C
a nejvyssi u kance A. Mezi jednotlivymi kanci je statisticky vyznamny rozdil.

Nejvyssi primérna hodnota proAK AP4 byla naméfena u in vitro kapacitovanych spermii
a nejnizsi u ejakulovanych spermii. U AKAP4 byla nejvyssi primérna hodnota u spermii po in
vitro kapacitaci a nejnizsi u spermii ejakulovanych.
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Obrazek 4 — Imunodetekce proteinu AKAP4 pomoci krali¢i polyklonalni anti-AKAP4
protilatky u kance A. Detekce AKAP4 kralici protilatkou anti-AKAP4 (1A), detekce a-tubulinu
(2A). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro
akrozomové reakci.
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Graf 1 — Detekce proAKAP4 a AKAP4 ve spermiich kance A. Statisticky vyznamné rozdily
jsou vyznacCeny rozdilnymi znaky (a,b,c). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro
kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro akrozomové reakci.
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Obrazek 5 — Imunodetekce proteinu AKAP4 pomoci krali¢i polyklonalni anti-AKAP4
protilatky u kance B. Detekce AKAP4 krali¢i protilatkou anti-AKAP4 (1B), detekce a-tubulinu
(2B). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro
akrozomové reakci.
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Graf 2 — Detekce proAKAP4 a AKAP4 ve spermiich kance B. Statisticky vyznamné rozdily
jsou vyznacCeny rozdilnymi znaky (a,b,c). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro
kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro akrozomové reakci.
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Obrazek 6 — Imunodetekce proteinu AKAP4 pomoci krali¢i polyklonalni anti-AKAP4
protilatky u kance C. Detekce AKAP4 kralici protilatkou anti-AKAP4 (1C), detekce a-tubulinu
(2C). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro
akrozomové reakci.
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Graf 3 — Detekce proAKAP4 a AKAP4 ve spermiich kance C. Statisticky vyznamné rozdily
jsou vyznacCeny rozdilnymi znaky (a,b,c). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro
kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro akrozomové reakci.
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Obrazek 7 — Imunodetekce proteinu AKAP4 pomoci krali¢i polyklonalni anti-AKAP4
protilatky u kance D. Detekce AKAP4 kralici protilatkou anti-AKAP4 (1D), detekce a-tubulinu
(2D). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro
akrozomové reakci.
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Graf 4 — Detekce proAKAP4 a AKAP4 ve spermiich kance D. Statisticky vyznamné rozdily
jsou vyznacCeny rozdilnymi znaky (a,b,c). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro
kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro akrozomové reakci.
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Obrazek 8 — Imunodetekce proteinu AKAP4 pomoci krali¢i polyklonalni anti-AKAP4
protilatky u kance E. Detekce AKAP4 kralici protilatkou anti-AKAP4 (1E), detekce a-tubulinu
(2E). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro
akrozomové reakci.
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Graf 5 — Detekce proAKAP4 a AKAP4 ve spermiich kance E. Statisticky vyznamné rozdily
jsou vyznacCeny rozdilnymi znaky (a,b,c). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro
kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro akrozomové reakci.
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Obrazek 9 — Imunodetekce proteinu AKAP4 pomoci krali¢i polyklonalni anti-AKAP4
protilatky u kance F. Detekce AKAP4 krali¢i protilatkou anti-AKAP4 (1F), detekce a-tubulinu
(2F). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro
akrozomové reakci.
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Graf 6 — Detekce proAKAP4 a AKAP4 ve spermiich kance F. Statisticky vyznamné rozdily
jsou vyznacCeny rozdilnymi znaky (ab,c). EJ — ejakulované spermie, KAP — in vitro
kapacitované spermie, AR — spermie po in vitro akrozomové reakci.
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6 Diskuze

Spermie savci bezprostiedné po ejakulaci nejsou schopny oplodnit oocyt samice.
Aby tuto schopnost ziskaly, musi po omezenou dobu pobyt v reprodukénim traktu samice
a projit fadou zmeén. Molekularni, biochemické a fyziologické zmény, ke kterym u spermii
v reprodukénim traktu samice dochazi, jsou souhrnné oznaCovany jako kapacitace.
Béhem kapacitace dochazi ke zménam v membrané spermii, k aktivaci enzymi
a k hyperaktivaci motility, coz zpusobuje to, ze spermie reaguji na podnéty, které indukuji
akrozomovou reakci a pfipravuji spermie na fuzi s oocytem (Salicioni et al. 2007).

Béhem hyperaktivace motility spermii dochazi ke zmeéné€ charakteru pohybu
biciku, konkrétné ke zvySeni amplitudy a jeho asymetrickému ohybu. Hyperaktivace
motility je nezbytna predevsim pro oddéleni spermii od stény vejcovodu, dale napomaha
k usnadnéni pohybu spermii v lumen vejcovodu a je také dualezita pro proniknuti spermii
skrz zona pellucida. Ve vejcovodu jsou pfitomny signaly k zahajeni hyperaktivace ve vhodny
as. Rada fyziologickych faktort, jako je hladina Ca®* a cAMP, je zasadni pro zahajeni
a udrzeni hyperaktivace motility u spermii (Suarez & Ho 2003). Adaptorové proteiny jsou
proteiny bez enzymatické aktivity a slouzi pouze jako prenaSeci (Bajpai et al. 2006).
Proteiny AKAP jsou skupinou strukturné odliSnych proteini se spoleCnou funkci vazat
se na regulacni podjednotky cAMP dependentni proteinkindzy A (PKA). Vazbou
PKA na AKAP proteiny dochazi klokalizaci PKA do mista pusobeni a k zajisténi
fosforylace cilovych substratd (Luconi et al. 2011).

V této praci jsme se zaméfili na detekci proAKAP4 a AKAP4 v riznych stadiich
post-testikularniho vyvoje kanc¢ich spermii. Pomoci polyklonalni krali¢i anti-AKAP4 protilatky
jsme detekovali proAKAP4 a AKAP4 ve spermiich ejakulovanych, in vitro kapacitovanych a
u spermii po in vitro navozené akrozomové reakci. Pomoci imunodetekce se ndm podarfilo
ziskat dva proteinové prouzky o molekulové hmotnosti pfiblizné 100 kDa a 82 kDa. Teijeiro a
Marini  (2012) taktéz detekovali ve svém vyzkumu dva proteinové prouzky
o molekulové hmotnosti piiblizné 97 kDa a 80 kDa. V naSich experimentech odpovida
proteinovy prouzek o molekulové hmotnosti 82 kDa proteinu AKAP4 a prouzek o molekulové
hmotnosti 100 kDa odpovida jeho izomeru proAKAP4.

Z nasich vysledkli vyplyva, ze mnozstvi proAKAP4 a AKAP4 se u riznych
kanct lisi. Dle grafi 1 az 6 je ziejmé, Ze nejnizsi detekce proAKAP4 je ve spermiich
ejakulovanych, nasledné¢ dochazi kvyraznému zvySeni hladiny proAKAP4 a AKAP4
béhem in vitro kapacitace a po in vitro akrozomové reakci hladina proAKAP4 opét prudce
klesla. Nejniz§i hladina proteinu AKAP4 byla rovné€z nameéfena u spermii ejakulovanych
a nejvyssi u spermii in vitro kapacitovanych s nepatrnym rozdilem od spermii po in vitro
akrozomové reakci. Castillo et al. (2019) provedl vyzkum u tii jedinct, kdy zkoumal mnozstvi
proteinti podilejicich se na motilit€ spermii v ejakulovanych, in vitro kapacitovanych
a u spermii po in vitro akrozomové reakci. Zjistil, ze u ejakulovanych spermii bylo
mnozstvi téchto proteint nizsi a nasledné po pridani kapacitatniho média doslo k vyraznému
zvySeni hladiny proteini. U spermii po in vitro akrozomové reakci byl opét zaznamenan
pokles hladiny proteinu AKAP4. Pokles béhem akrozomové reakce pfisuzuje tomu, ze mohlo
dojit k pfemisténi proteini i k jejich uvolnéni. NaSe vysledky koresponduji s vysledky
Castillo et al. (2019).
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Moretti et al. (2007) provedl vyzkum, jehoz cilem bylo provést screening
tykajici se proteinu AKAP4 a tubulinovych proteini ve spermiich s vyrazné
snizenou pohyblivosti za ucCelem zjisténi stavu fibrézni pochvy a struktury axonemy.
Provedl imunocytochemickou studii tubulinu, ktery pouzil jako kontrolu a AKAP4
za uCelem detekce vriznych vzorcich spermii. Morfologické charakteristiky
spermii studoval pomoci elektronového mikroskopu. Vysledky jeho studia ukazaly znacné
rozdily mezi jedinci, a tak rozdé€lil vzorky do né&kolika skupin. Ve skupiné L
byla zjisténa nepfitomnost AKAP4 i tubulinu, ve skupiné II. bylo zaznamenano silné
znaeni AKAP4 1 tubulinu a ve skupiné III. zaznamenal jen slabé znaceni AKAP4
i tubulinu. Skupina I. vykazovala Uuplnou imobilitu spermii, u skupiny II. byla
1 pfes vysoké znaceni AKAP4 motilita znaéné snizend. Ve  skupiné
III. byla taktéz zaznamenana snizena motilita a zaroveil 1 dezorganizace fibrozni
pochvy. Uloha proteinu AKAP4 b&hem motility spermii je stale nejasna,
ale stale vice studii poukazuje na jeho spojitost s chybé&jici ¢i se snizenou pohyblivosti
spermii.

Pfi porovnani hodnot mezi jednotlivymi kanci lze usoudit, ze je mezi nimi
statisticky vyznamny rozdil. Pokud porovname hodnoty signalni denzity kancd s nejvyssimi
hodnotami s kanci s nejniz§imi  hodnotami, hodnota signalni denzity izomeru
proAKAP4 u ejakulovanych spermii u kance snejniz§i hodnotou v porovnani
s kancem s nejvys§i hodnotou byla 8x niz§i. U in vitro kapacitovanych a u spermii po
in vitro navozené akrozomové reakci neni rozdil tak vyrazny, nejniz§i hodnoty byly
v porovnani s nejvys§simi naméfenymi jen 2x az 2,5x niz§i. U proteinu AKAP4 u ejakulovanych
spermii byly nejnizs§i hodnoty oproti nejvys§im 4x nizsi a u in vitro kapacitovanych 7,5x nizsi.
U spermii po in vitro navozené akrozomové reakci je vidét vyrazny rozdil v hodnotach
AKAP4 mezi kancem s nejvyssi signalni denzitou a kancem s nejniz§i denzitou, kdy byla
nejniz§i hodnota az 15x niz§i v porovnani s nejvys$si. Tyto rozdily v hodnotach mezi
jednotlivymi kanci mohou znacit rozdily ve fertilité.

Jak ve svém vyzkumu zminil Sergeant et al. (2019) jakékoliv defektni udalosti
béhem spermatogeneze ovlivni expresi proAKAP4 a nasledné 1 expresi proteinu
AKAP4. Uvedl rovnéz faktory jako vek, prostiedi, terapeutickd 1écba Ci stres, které maji
také vliv na kvalitu ejakulatu. Timto bychom mohli vysvétlit statisticky vyznamny
rozdil v hodnotdich proAKAP4 a AKAP4 mezi spermiemi ejakulovanymi,
in vitro kapacitovanymi a u spermii po navozeni in vitro akrozomové reakce mezi jednotlivymi
kanci.

Dle vysledkt studii zde zminénych a vysledki znaSich vlastnich experimenti lze
s jistotou fici, ze AKAP4 hraje roli béhem kapacitace spermii a béhem procest, ke
kterym beéhem kapacitace dochazi. Nelze vSak sjistotou fici, zda je pro tyto
procesy kliCovy.

Studiem proteinu AKAP4 a jeho dulohou v kancich spermiich se zabyva
spousta studii, avSak jeho funkce a zastoupeni ve spermiich kance neni zcela ujasnéna.
Individualni rozdily muazeme pfisuzovat, jak zminil Sergeant et al. (2019),
defektnim udalostem, tudiz mazeme predpokladat, ze kazdy zkancii byl vystaven jinym
podminkam. Pro dal$i vyzkum by bylo vhodné vyuzit i jiné metody kromé& SDS elektroforézy
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a metody Western blot a bylo by také dobré vyuzit vice vzorku, popfipade u kazdého ze vzorka
provést vice opakovani.
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7 Zavér

V této diplomové praci jsme meli potvrdit hypotézu, zda jsou proteiny rodiny AKAP
zapojené do procesu kapacitace a zda souvisi s motilitou kancich spermii. Cilem prace bylo
lokalizovat proAKAP4 a AKAP4 na spermiich kance polyklonalni krali¢i protilatkou proti
AKAP4.

ProAKAP4 1 AKAP4 byl detekovan v extraktech ejakulovanych, in vitro kapacitovanych
a u spermii po in vitro idnukované akrozomové reakci, proAKAP4 o molekulové hmotnosti
100 kDa a AKAP4 o molekulové hmotnosti 82 kDa. Nejniz§i mnozstvi proAKAP4 1 AKAP4
bylo naméfeno u spermii ejakulovanych a nejvyssi u spermii in vitro kapacitovanych. Béhem
in vitro akrozomové reakce mnozstvi proAKAP4 prudce kleslo, zatimco u proteinu AKAP4
doslo po in vitro aktivaci akrozomové reakce pouze k nepatrnému snizeni. Mezi jednotlivymi
kanci byly taktéz statisticky vyznamné rozdily, coz mize odrazet rozdily ve fertilité kancut.

Z nasich vysledki vyplyva, ze hypotéza o zapojeni proteinu AKAP4 béhem kapacitace
byla potvrzena a muzeme tedy predpokladat, ze se podili na procesech, které béhem kapacitace
probihaji, vCetné motility spermii kanct. Navic by bylo vhodné béhem dalsich experimentt
vyuzit naptiklad systém CASA, diky kterému bychom mohli pozorovat zmény praveé u motility
spermii.
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