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Tyrosinova fosforylace bycich spermii ve vztahu k jejich
kryokonzervaci

Souhrn

K oplozeni schopnosti by¢ich spermii je nezbytné, aby podstoupily kapacitaci a s ni
spojené biochemické a biofyzikalni drahy probihajici na plazmatické membrané a uvnitf
spermie. Mezi tyto drahy patiéi tyrosinova fosforylace (PTP), akrozomova reakce a
hyperaktivace. Tyrosinova fosforylace je jeden z nejvyuzivanéjSich a nejlepSich markra
kapacitace. Pro spusténi tyrosinové fosforylace je nezbytny influx extracelularniho vapniku a
hydrogenuhli¢itanu a eflux cholesterolu z plazmatické membrany. Vapnik a hydrogenuhli¢itan
spusti drahu pies rozpustnou adenyl cyklazu (sAC), cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP),
protein kindzu A (PKA) az po fosforylaci tyrosin kynazy za pomoci ATP a NO. Takto probihaji
drahy vedouci ke kapacitaci za fyziologickych podminek. Pokud spermie vystavime
kryokonzervaci, jsou pfedev§im naruseny struktury na plazmatické membrané a nasledné
spustény chybné procesy a mlze byt také zahdjena predcasna kapacitace. Kryokapacitace je
nezadouci, protoze spermie poté maji sniZzenou Zivotaschopnost a fertilizaci. Obsahem této
prace je literarni reSerze popisujici stavbu by¢i spermie, proces kapacitace a kryokonzervaci a
jeji vlivy na spermie. Cilem experimentalni ¢asti prace bylo zjistit rozdily v tyrosinové
fosforylaci mezi nativnimi spermiemi a po kryokonzervaci. Byl stanoven piedpoklad, Ze
kryokonzervace bude ovliviiovat vysi PTP jako jednoho z markerti kapacitace.

Ejakulat byl odebiran Sesti bykim standardnim zpiisobem na inseminacni stanici.
Nativni ejakulat 1 kryokonzervovany byl nésledné pouzit pro nepifimou imunofluorescencni
metodu stanoveni TyrP a k extrakci proteint. Extrakované proteiny byly procistény pies
hustotni gradient a nasledné pouzity do SDS-elektroforézy.

U kazdého vzorku byla provedena kontrola motility, kterd potvrdila dostatecnou kvalitu
spermii pro experiment. Nase vysledky potvrzuji, ze spermie vykazuji tyrosinovou fosforylaci
neprodlen¢ po rozmrazeni. Nepiima imunofluorescenéni metoda prokdzala vysokou
tyrosinovou fosforylaci ve sttednim stupni u kryokonzervovanych byc¢ich spermii. Kontrolni
skupina kapacitovanych spermii nam ovéftila normalné probihajici kapacitaci, kde byly vyssi
hodnoty u vSech pozorovanych stupnu tyrosinové fosforylace. Zjisténé hodnoty intenzity

proteind pomoci kalibracnich kfivek z membrany nebyly pro vSechny vzorky shodné.



Z celkovych vysledkii je mozné inferovat, ze jsou pfitomny rozdily mezi by¢imi
spermiemi v nativnim stavu a po kryokonzervaci. Kryokonzervace ma vliv na spusténi

tyrosinové fosforylace a na kapacitaci predcasné probihajici na spermiich.

Klic¢ova slova: kapacitace, fosforylace, spermie



Tyrosine phosphorylation in bovine spermatozoa in relation to
their cryopreservation

Summary

In order to be fertile it is neccasary for bull sperms to undergo capatication and related
biochemical and biophysical paths going in plasmatic membrane and insinde of sperm.
Tyrosine phosporylation (PTP), acrosome reaction and hyperactivation belong among these
paths. Tyrosine phosporylation is one of the most used and best markers of capatication. In
order to trigger tyrosine phosporylation is necessary to influx extracelluar calcium and
hydrogencarbonate and eflux of cholesterol from plasmatic membrane. Calcium and
hydrogencarbonate trigger the path across soluble adenyl cyclosis (sAC), cyclic
adenosinmonofosfat (CAMP), protein kinase A (PKA) up to phosphorylation of thyrosins
kinase with help of ATP and NO. This is the process of the paths leading to capatication under
physologic conditions. The structures of plasmatic membrane might be disrupted if the sperms
are exposed to cryopresevation, which could subsequently trigger faulty processes and early
capacitation. Cryocapacitation is not desirable as the sperms might have decreased vitality and
fertilization. The thesis contain literal research describing structure of bull sperm, process of
capacitation and cryopreservation and their influences on sperm. The goal of the experimental
part of the thesis is to find out the differences in tyrosine phosporylation between native sperms
and sperms after cryopreservation. An assumption has been set that cryopreservation will
influence the amount of PTP as one of the markers of capacitation.

The ejaculate was taken out of six bulls by standard method at insemination station.
Both native and cryopreservation ejaculate were then used for indirect imunofluorescense
method to determine PTP and to protein extraction. Extracted proteins were cleaned through
density gradient and used for SDS electrophoresis afterwards.

Each sample has been checked for motility to confirm sufficient quality of the sperms.
Our records confirm that the sperms show tyrosine phosporylation immediately after defrosting.
Indirect imunofluorescense method proved high tyrosine phosporylation at medium level in
cryopreservation bull sperms. The control group of capacitated sperms have verified the
standard process of capacitation, where we obtained higher values at all observed levels of
tyrosine phosporylation. The values of protein intesnity found out using calibration curves from

the membrane were not identical for all of the samples.



Out of the final results we can identify existing differences between bull sperms in native
condition and after cryopreservation. The cryopreservation has an influence on triggering

tyrosine phosporylation and on early capacitation going on the sperms.

Keywords: capacitation, phosphorylation, sperm.
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1 Uvod

Spermie musi po ejakulaci prodélat fadu zmén tak, aby ziskaly fertiliza¢ni schopnost pted
navdzanim se na oocyt a béhem vazby na néj. Tyto zmény jsou regulovany aktivaci
intracelularnich signalizanich drah, které tidi fosforylaci spermii. ZvySena fosforylace
tyrosinu je spojena s kapacitaci, hyperaktivaci motility, vazbou na zonu pellucidu,
akrozomovou reakci a vazbou spermii a oocytu a jejich fuze.

Kapacitace se vyznacuje strukturélni a morfologickou modifikaci spermii. Kapacitace
bycich spermii je doprovazena zménou koncentrace intracelularnich iontd, fluidity plazmatické
membrany, koncentrace intracelularniho volného vapniku a fosforylace tyrosinu na proteinech.
Hlavni faktory, které zprosttedkovavaji tento proces, jsou akceptory sterolu, hydrogenuhli¢itan
a vapnik. Spole¢né tyto signalizacni molekuly aktivuji drahy proteinkinazy A (PKA) a
proteinové tyrosinkinazy (PTK), které kontroluji fosforylaci proteinil.

Um¢la inseminace je velice rozsifena biotechnologicka metoda v reprodukci skotu.
S touto metodou je Uzce spjata kryokonzervace ejakulatu, ktera umoziiuje uchovavani spermii
V podstaté po neomezené dlouhou dobu. I pfes pokroky v Gispé$nosti kryokonzervace, je stale
tato metoda spojena s negativnim vlivem na piezitelnost a fertiliza¢ni schopnost spermii. Cely
proces kryokonzervace spermii (fedéni, chlazeni, zmrazeni a rozmrazeni) mohou zpusobit
funkéni a strukturdlni poSkozeni spermii pfiCemZ primarné poSkozend je plazmaticka
membréna. Jeji poskozeni vede kovlivnéni funkce vapnikovych kanalt a influxu
extracelularniho vapniku. Influx Ca?*, zptisobeni kryokonzervaci, iniciuje signaliza¢ni drahy
vedouci k tzv. kryokapacitaci prostiednictvim tyrosinové fosforylace. Tyrosinova fosforylace
indukovana kryokonzervaci vyrazng snizuje vazebnou schopnost spermii na zona pellucida. Je
tedy otazkou, zda kryokonzervace bycich spermii bude ovliviiovat vysi tyrosinové fosforylace

jako jednoho z markeri kapacitace.



2 Hypotézy a cile

Byly stanoveny hypotézy: Pro ovéfeni hypotéz byl uréen cil vychézejici ze stanoveni
rozdila v tyrosinove fosforylaci jako jednoho z markri kapacitace spermii v jejich nativnim
stavu a po kryokonzervaci.

Pro ovéfeni hypotézy byl urCen cil: Cilem prace je pomoci specifickych protilatek

detekovat trovné a mista tyrosinové fosforylace na by¢ich spermiich pied a po kryokonzervaci.



3 Prehled literatury

3.1 Spermie a jeji struktura

Semeno nebo také ejakulat je nejcastéji bila nebo Sedava viskozni tekutina, skladajici se
Z ¢asti bunééné (spermie) a tekuté (semenné plazma)(Gamcik and Kozumplik, 1984). Spermie

Tyto kanalky obsahuji kompletni fadu vyvijejicich se zarode¢nych bunék (Chenoweth
and Lorton, 2014; Jelinek and Koudela, 2003; Hafez and Hafez, 2000). Slozity proces, pti
kterém se kmenové bunky v semenotvornych kanalcich pfeménuji na jedineéné tvarované
spermie s pln¢ vyvinutym akrozomem, Se nazyva spermatogeneze (Abou-Haila and Tulsiani,
2000; Artur et al., 2001; Chenoweth and Lorton, 2014). Spermatogeneze zacina na bazalni
strané kanalku spermatogonii A a pokracuje ptes stadia spermatocyti, spermatyd aZ po spermie
smérem do limenu. Jedna z prvnich struktur vytvarejicich se pfi spermatogenezi z Golgiho
aparatu je akrozom obsahujici enzymy, které rozpoustéji zonu pellucidu (Flesch and Gadella,
2000). Golgiho komplex v po¢ate¢nim stadiu spermatogeneze (kruhovy spermatid) sestava
z prominentniho systému tésné uzavienych tubuli a vezikul lokalizovanych v blizkosti jednoho
z pélu jadra. Neékteré z téchto vezikul se zvétSuji a napliuji hustymi, jemnymi zrnitymi
slozkami, které migruji a vyprazdiiuji obsah bohaty na glykoproteiny do formujiciho se
akrozomatického systému (Abou-Haila and Tulsiani, 2000). Sou¢asné vznika bicik z distalniho
centriolu. Distalni centriol se ptiklada k bunééné membrané a z n€ho zacnou vyrlstat osova
vlakna bic¢iku (Hafez and Hafez, 2000). Mitochondrie, které byly volné rozptylené
V cytoplazmé, se zacinaji prodluZovat a ukladat se cirkularné okolo vlaken bic¢iku. Tim se
vytvaii mitochondrialni oddil bi¢iku (Neill et al., 2006). U vétsiny saveu, véetné byka, jsou
spermatické bunky plné zralé, kdyz dosahnou konce ocasu nadvarlete (Flesch and Gadella,
2000).

Zrala spermie ma tfi vysoce specializované oblasti (Obr. 1). Prvni je hlavicka, ktera je
ovalna a plocha, obsahujici DNA neboli deoxyribonukleovou kyselinu. Ta je velice dulezita
pro interakci spermii a oocytl, ale je transkripéné neaktivni (Chenoweth and Lorton, 2014;
Gadella et al., 2001). By¢i spermaticka hlavicka méfi 8-10,0 um, sitka je 4-4,5 um a tloustka
1-1,5 um (Arthur et al., 2001). Piedni ¢ast jadra s DNA pokryva akrozom. Akrozom nebo také
akrozomalni ¢epicka je struktura s dvojitou st€énou umisténou mezi plazmatickou membranou
a jadernou membranou a pokryva celu piedni ¢ast hlavicky (Hafez and Hafez, 2000; Sutovsky

and Manandhar, 2006). Dvojitda membrana akrozomu je dé€lena na vnitini a vn&j$i membranu.



Vnéjsi akrozomalni membrana se nachazi pod plazmatickou membranou spermie a vnitini lezi
smérem k jadru (Chenoweth and Lorton, 2014). Akrozomalni ¢epicku muzeme délit na
apikalni, hlavni a ekvatorialni segment (Hafez and Hafez, 2000). Ekvatorialni segment nese
receptorové molekuly zapojené do pocatecni vazby mezi hlavickou spermie a membranou
oocytu ve chvili, kdy spermie pronikne zonou pellucidou (Hafez and Hafez, 2000; Sutovsky
and Manandhar, 2006). Akrozom obsahuje matrici s enzymy protedz a glykosidaz (Abou-Haila
and Tulsiani, 2000; Tulsiani et al. 1998). Mezi glykosidazy patii hyaluronidaza a do proteaz
zahrnujeme akrosin. Hyaluronidaza je enzym, ktery stépi kyselinu hyaluronovu v cumulus
oophorus, coz umoznuje prichod spermii skrz kumularni matrix (Chenoweth and Lorton, 2014;
Hafez and Hafez, 2000). Akrosin je v akrosomu pftitomen jako neaktivni proakrosin
(Chenoweth and Lorton, 2014) a v prib&hu akrozomové reakce je St€pen na enzymaticky
aktivni akrozin. Proakrosin je prekurzorem proteolytického enzymu akrosinu (Hafez and Hafez,
2000). Akrosin je enzym podobny trypsinu, funguje tedy tak, aby umozioval proniknuti
spermie pres zona pellucida béhem fertilizace (Chenoweth and Lorton, 2014; Tulsiani et al.
1998). V akrozomu jsou ptitomny dal$i enzymy, jako jsou esterazy, neuramidazy, fosfolipazy
kolagenazy a dalsi, ale pfesné plsobeni téchto enzymu jesté neni zcela objasnéno (Chenoweth
and Lorton, 2014). Postakrozomalni oblast je ¢ast hlavicky spermie obalujici ¢ast jadra, kterou
nepokryva akrozom. Saha od ekvatorialniho segmentu po bazi hlavi¢ky. Tato oblast spermie se
povazuje za nesouci komplex signalizacnich proteint, které spousti signaliza¢ni drahu vedouci
k aktivaci oocytu (Sutovsky and Manandhar, 2006). Dalsi dtlezita ¢ast spermie je bicik, ktery
se sklada z kr¢ku, stitedniho oddilu s mitochondrialni pochvou, hlavniho a koncového oddilu
(Chenoweth and Lorton, 2014; Hafez and Hafez, 2000; Sutovsky and Manandhar, 2006) a u
byka je dlouhy pftiblizné 44-53 um (Hopper, 2014). Bazalni ¢ast hlavicky je prohloubena
V podobé& implantaéni jamky, do niZ se vklada hlavice bi¢iku, ktera slouzi ke spojeni biciku
s hlavickou, tzv. kréek (Arthur et al., 2001). Bi¢ikem prochazi osové vlakno — axonema, kterou
obklopuje spiradlovita mitochondridlni pochva. Axonemu tvofi kruh deviti dvojic mikrotubula
s dvéma centralnimi mikrotubuly uspotadanych 9+2 (Obr. 3). Jednotlivé dvojice z kruhu jsou
navzajem spojeny dyneinem, ktery funguje jako molekularni motor a umoznuje zaktiveni
bi¢iku pti pohybu (Arthur et al., 2001; Hafez and Hafez, 2000). Stiedni oddil bic¢iku
s mitochondriélni pochvou se podili na produkci energie a je to oblast bi¢iku mezi krkem a
Jensenovym prstencem (Sutovsky and Manandhar, 2006). Tento segment bi¢iku je bohaty na
fosfolipidy (Hafez and Hafez, 2000). Mitochondrie jsou uspofadany helikaln¢ kolem podélnych
vlaken ocasu a jsou zdrojem energie potiebné pro motilitu spermii (Hafez and Hafez, 2000).

Jedna mitochondrie tvoii asi % zavitu spirdly a celd mitochondrialni pochva tvofi asi 65 — 75



zavittu (Gamcéik and Kozumplik, 1984). Hlavni oddil bic¢iku, ktery zajist'uje motilitu, je pokryt
vlaknitym plastém, ktery zajist'uje stabilitu kontrakénich prvka bi¢iku (Chenoweth and Lorton,
2014; Flesch and Gadella, 2000; Gadella et al., 2001; Sutovsky and Mannandhar, 2006). Zda
se, ze proteiny ve vlaknitém plasti uzaviraji proteinové kindzy nezbytné pro proces kapacitace
spermii a hyperaktivace pted oplodnénim (Sutovsky and Mannandhar, 2006). Posledni koncova

cast bic¢iku obsahuje pouze termindlni segment axonemy a je pokryt bunéénou membranou

(Chenoweth and Lorton, 2014).
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Obr. 1: Schéma celé by¢i spermie bez plazmatické membrany (Hafez and Hafez, 2000)
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Obr. 2: Sagitalni ¢ast hlavicky byci spermie (Hafez and Hafez, 2000)
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Obr. 3:

Schématické znazornéni prufezu hlavniho oddilu bi¢iku savéi sperme (Mortimer,
2000).



Cela spermie, jak hlavi¢ka, tak cely bicik, je pokryt plazmatickou membranou (Hafez and
Hafez, 2000; Sutovsky and Mannandhar, 2006). Plazmatick& membrana spermii je velmi
dilezita struktura, kterd chrani spermie proti extracelularnimu poskozeni a reaguje na
fyziologické vlivy. Hraje zasadni roli pfi kapacitaci spermii, interakci mezi spermiemi a
vajickem a oplodnénim (Tapia et al., 2012). Diky ztraté vétsiny bunécnych organel a ukonéeni
transkripce DNA, spermie nemaji proteinovou expresi a vezikularni transport. To znamena, ze
plazmatickd membrana je stabilni a metabolicky inertni struktura, protoze proteiny, fosfolipidy,
cholesterol a dalsi slozky plazmatické membrany nemohou byt syntetizovany. Uvolnéné
spermie ze semenotvornych kanalkli nejsou plné zralé, az béhem priichodu ptes nadvarle se
plazmatickd membrana méni napiiklad uvolnénim, modifikaci a adsorpci proteind a lipida
(Flesch and Gadella, 2000, Gadella et al., 2001). Tyto modifikace jsou peclivé koordinovany
v riznych c¢astech epididymu a nepfimo ovliviiyji intracelularni membrany, organely, a
dokonce i nukleoprotein (Jones, 1997). Lipidové slozeni plazmatické membrany savc¢ich
spermii je relativné odli$né od somatickych bunék. Jsou ptitomny neutralni mastné kyseliny,
fosfolipidy a glykolipidy. Nejcastéjsi slozkou jsou glycerofosfolipidy a mezi nimi
fofatidylcholin a fosfatidylethanolamin (Parks and Lynch 1992; Tapia et al.,, 2012).
Glycerofosfolipidy se vyznacuji glycerolovym hlavnim fetézec hydroxylovymi skupinami na
C1, C2 esterifikovany na mastné kyseliny a C3 hydroxyl glycerolu se esterifikuje na fosfat
(Tapia et al., 2012). Pomérn¢ vysoky podil téchto fosfolipidu se v§ak sklada z plazmalogeny,
které obsahuji jednu mastnou esterifikovanou kyselinu glycerolem a nenasycenym esterem
s dlouhym uhlikovym fetézcem. Plazmalogeny pravdépodobné maji schopnost eliminovat
volné radikaly. Tyto plasmalogeny se vyznamné vyskytuji ve spermiich piezvykavct (Lenzi et
al., 2000). Hlavni rozdil ve slozeni a hlavné ve stupni nasyceni fosfolipidd v membranéch
predstavuji mastné kyseliny mezi riznymi druhy savcti. Ve fosfolipidové membrané spermii
bykd se nejcastéji vyskytuje mastna kyselina dokosahexaenova C22:6n3 (Schiller et al., 2003).
Spermie  vykazuji  vysoké hladiny nenasycenych acylovych fetézcli, zejména
dokosahexanoylovych (22:6) a dokosa-pentacnoylovych zbytka (22:5). Tyto vysoce
nenasycené acylové fetézce poskytuji spermiim dobrou fluiditu a pruznost, diky které spermie
odoldvaji zménam objemu (Tapia et al., 2012). Kromé fosfolipidi je cholesterol jednou
z nejdulezitéjsich slozek plazmatické membrany a je nejhojné&jsi lipid (Cross, 1998; Flesch and
Gadella, 2000). Byk patii mezi druhy savct s vysokych obsahem cholesterolu, stejné jako
clovek. Cholesterol ma mnoho vlivii na membranové vlastnosti a hraje rizné role, jako je
stabilizace membrany, regulaci objemu a usnadiiuje interakci mezi butikami zprostifedkované

zménami fazového ptrechodu fosfolipidovych dvojvrstev (Flesch and Gadella, 2000). Zmény



hladin cholesterolu ve spermiich nebo fosfolipidi by mohly slouzit ke zméné molarniho
poméru membranového cholesterolu podilejiciho se na kapacitaci spermii (Moce et al., 2010a).
Nicméné cholesterol neni jediny sterol pfitomny v membrané spermii. Naopak, zvlastnosti
spermiovych bunék v jejich sterolovém slozeni je vysoky podil desmosterolu. Fyziologicky
vyznam tohoto vysokého podilu desmosterolu v savéich spermiich neni dosud znam, ackoli
bylo navrzeno, Ze by se mohl podilet na regulaci motility nebo by se mohl podilet na regulaci
kapacitace spermii stejné jako cholesterol (Saez et al., 2011; Tapia et al., 2012).

Spermie vyuzivaji iontové kanaly a transportéry k udrzeni gradientu koncentrace iontt
ptes plazmatickou membranu a na to vynakladaji vyznamnou ¢ést svych energetickych zdrojt.
Tyto ulozené zdroje slouzi k dekddovani informaci z jejich okoli a jejich vnitiniho prostiedi
(Hille, 2001). Diky témto energetickym zdroji mohou byt otevieny iontové kanaly, které
umoznuji tok miliond iontl za sekundu pfes membranu po jejich elektrochemickém gradientu
fosforylatnimi zménami, signalizaénimi udalostmi, malymi konformac¢nimi zménami
indukovanymi napétim, ligandy a membranovym tlakem (Visconti et al., 2011). lontové kanély
u spermii pii iontovém transportu hraji dulezitou roli v riiznych aspektech fyziologie spermie,
naptiklad pohyb ionti je spojovan s motilitou spermii, fosforylaci na tyrosinu a regulaci
intracelarnich posli (Sutovsky and Mannandhar, 2006). Diky iontovym kanalti se udrzuje
iontovy gradient napii¢ plazmatickou membranou, protoze u epididymalnich spermii je
intracelularni koncentrace draselnych iontl zpocatku vysoka (120 mM), zatimco intracelularni
koncentrace sodnych iontl je nizkd (14nM). Béhem kapacitace se ovSem iontové prostiedi
méni, zvySuje se intracelularni koncentrace vapniku, bikarbonatu a sodiku, v disledku ¢ehoz
se zvySuje 1 intracelularni pH, naopak se snizuje koncentrace intracelularnich ionta drasliku,

chloridu a zinku (Sutovsky and Mannandhar, 2006; Visconti et al., 2011).

3.2 Kapacitace

Metabolické drahy, které se vyskytuji u zralych spermii, usnadiuji jejich existenci ve dvou
odlisnych typech prostiedi, tj. v muzském a zZenském reprodukénim traktu (Naresh and Atreja,
2015). Po pafeni se v sami¢im reprodukénim traktu ukladaji miliony spermii. Velka vétsina
ulozenym bunék je eliminovédna, nicméné malé procento spermii rychle vstoupi do délozniho
¢ipku s hlenem, ktery slouzi k zamezeni vstupu semenné plazmy do délohy, vylou€eni
morfologicky abnormalnich spermii, zachyceni potencialné infek¢nich mikrobu a k uloZeni
spermii (Neill et al., 2006). Doba pobytu spermii v sami¢im reproduk¢énim traktu je velmi
dilezitym obdobim v Zivotnim cyklu spermii. Béhem této doby se spermie podrobuji mnoha

biochemickym a fyziologickym zménam, které vedou k jedineénému jevu nazyvanému



kapacitace (Naz et al., 2004; Naresh and Atreja, 2015; Parrish, 2014). Kapacitace je definovana
jako proces, ktery vede ke schopnosti spermie oplodnit oocyt (Gadella, 2008) a tento proces
zahrnuje zvySeni membranové tekutosti, eflux cholesterolu, iontové toky vedouci ke zméné
potencialu spermiové membrany, zvySenou tyrosinovou fosforylaci proteini, indukci
hyperaktivace a akrozomovou reakci (Naz et al., 2004). Kapacitace zac¢ind v déloze a je
dokoncena v isthmu (McGeady et al., 2006), coz je ¢ast vejcovodu, také nazyvany oviduktalni
rezervoar, kde jsou spermie navazany na epitel (Tulsiani et al., 2007). Spermie nekapacituji
vSechny najednou, ale postupné. Cely proces je ve frakcich, ¢imz se docili rozdéleni velkého
mnozstvi kapacitovanych a oplozeni schopnych spermii. Timto mechanizmem je zajistén
postupny piisun zralych spermii k oocytu (Neil, 2006).

Zmény probihajici na povrchu ejakulované spermie pii kapacitaci v in vivo podminkéch
zahrnuji odstranéni adsorbovanych proteinu a glykoproteinti ze semenné plazmy, modifikace
(napt. metylace fosfolipidi) a reorganizaci povrchovych molekul plazmatické membréany
spermii béhem prichodu sami¢im reprodukénim traktem, jehoz plisobenim se odhali receptory
na spermii dulezitych pro rozpoznani a vazbu na vajicko (Abou-haila and Tulsiani, 20009;
Tulsiani et al. 2007). Vysledek b&hem kapacitace je kombinovany ucinek viceCetnych
molekularnich zmén v proteinech a glykoproteinech PM spermii a sterolu (hlavné cholesterolu),
ktery modifikuje plazmalemu (Jones et al., 2010; Neill et al., 2006; Sutovsky and Mannandhar,
2006). Eflux cholesterolu méni membranovy potencial, zvySuje membranovou propustnost a
tekutost umoziujici pritok ionti Ca?* a HCOs". Tyto ionty s reaktivnimi formami kysliku (ROS)
aktivuji intracelularni druhé posly (Abou-haila and Tulsiani, 2009; Gadella et al., 2001; Naresh
and Atreja, 2015; Tapia et al., 2012; Tulsiani et al. 2007). Spusténa signalni kaskada (obr. 4)
zahrnujici aktivaci adenyl cyklasy (AC) a produkci cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP),
stimulaci proteinkinazy A (PKA), tyrozinovou fosforylaci skupiny molekul spermie a
hyperaktivaci spermii (Abou-haila and Tulsiani, 2009; Naz et al., 2004). Pro spusténi efluxu
cholesterolu z plazmatické membrany je zapotfebi albumin. Tento protein, akceptor
cholesterolu, se nachazi v sekretech samc¢iho reprodukéniho traktu a je dilezitou slozkou béhem
kapacitace, jelikoz iniciuje eflux sterolt (obr. 4) (Abou-haila and Tulsiani, 2000; Abou-haila
and Tulsiani, 2009; Fraser, 2010; Sutovsky and Mannandhar, 2006).

Influx véapniku je jednim z dileZitych biochemickych udalosti, ke kterym dochéazi béhem
kapacitace (Naz et al., 2004), a bylo prokazano, ze vapnik piasobi paralelné s
hydrogenuhli¢itanem, ¢imz spousti sSAC (rozpustnou adenyl cykloézu) (Tapia et al., 2012;
Visconti et al., 2011). Potencialni oblast ukladani vapniku, ktery se podili na kapacitaci je v

akrozomu, redundantnim jadernym obalu (RNE) s receptory IP3 lokalizovany v oblasti kréku



a mitochondrialni pochvé (Ren and Xia, 2010). Ve spermiich bylo prokdzano velké mnozstvi
iontovych kanali propustnych pro vapnik. Jedna se o kanaly selektivni vapnik aktivované
zménou napéti (CaVs), TRP kanaly, kanaly s cyklickym nukleotidem (CNG) a kanaly CatSper
(Tapia et al., 2012). CatSper kanal je nova tfida Ca?* kanald, ktera se ukazala jako nezbytna pro
hyperaktivaci motility spermii. Kanal je tvofen 4 podjednotkami, je konstitutivné aktivni, slabé
zavisly na napéti, selektivni na vapnik a silné potenciovan intracelularni alkalizaci (Visconti et
al., 2011).

Koncentrace bikarbonatu v nadvarleti, v misté uloZeni spermii, je velmi nizk4 a v sami¢im
pohlavnim traktu je hladina HCOs" mnohem vyssi (Flesh and Gadella, 2000). Tyto zmény v
koncentraci hydrogenuhli¢itanu v sam¢im a sami¢im reproduk¢énim traktu by mohly hrat
dulezitou roli pti potlaceni kapacitace v epididymis a podpofe tohoto procesu v in vivo
podminkach sami¢iho pohlavniho traktu (Naz et al., 2004). Transmembranovy pohyb HCOs' je
spojen se zvySenim intracelularniho pH (pHi) béhem kapacitace (Sutovsky and Mannandhar,
2006). Influx HCO3™ do spermii je umoznén Na*/ HCOs™ iontovou pumpou nebo difizi jako
oxid uhli¢ity (Flesh and Gadella, 2000; Sutovsky and Mannandhar, 2006). Zvysena hladina
hydrogenuhlic¢itanu indukuje také tyrosinovou fosforylaci na proteinu nejpravdépodobnéji tim,
ze bikarbonat je schopen se vazat pfimo na specifickou AC a tim aktivuje produkci cAMP.
Zvysena hladina cyklického adenosinmonofosfatu aktivuje CAMP dependentni protein kindzu
A, ktera indukuje fosforylaci tyrosinu (Abou-haila and Tulsiani, 2009; Fraser, 2010; Flesh and
Gadella, 2000; Naz et al., 2004; Sutovsky and Mannandhar, 2006).

Reaktivni druhy kysliku (ROS) hraji klicovou roli nejen pii zprosttedkovani
patologickych nasledkli oxidativniho stresu (Sutovsky and Mannandhar, 2006), ale také se
podileji na regulaci kapacitace spermii a tyrosinove fosforylaci (Naz et al., 2004). ROS zahrnuje
volné radikaly, jako je superoxidovy anion, peroxid vodiku (H202) nebo hydroxylovy radikal.
ROS mohou také byt silné oxidanty, do kterych patii napfiklad oxid dusnaty (NO) (Sutovsky
and Mannandhar, 2006) a superoxidovy anion, ktery indukuje hypermotilitu spermii a vede
k afinité se zonou pellucidou (Flesh and Gadella,2000). OvSem ROS ma také negativni u¢inky
na spermie (Naz et al., 2004). Plazmatickd membréna je velice citliva na oxidativni stres kvili
vysokému obsahu polynenasycenych mastnych kyselin a relativné slabé ochrané antioxidanti
(Flesh and Gadella,2000; Sutovsky and Mannandhar, 2006).

Fosforylace proteinti je posttranslacni modifikace, kterd plisobi jako jeden z bunécnych
regulacnich mechanismtl pro fizeni riznych procestt (Pawson, 2004) jako je bunécny rust,
regulace bunééného cyklu, tvorba cytoskeletu, modulace iontového proudu a regulace receptorti

(Naresh and Atreja, 2015; Sutovsky and Mannandhar, 2006). Tato modifikace je jednim
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Z nejbéznéjSich mechanismu regulace aktivity proteinu ptidani a/nebo odstranéni fosfatovych
skupin ze serinovych, treoninovych nebo tyrosinovych zbytki proteinovych skupin. Zralé
spermie jsou diferencované a specializované bunky (Naresh and Atreja, 2015) a jsou vysoce
Clenéné na jednotlivé cCasti, ale postradaji vyznamnéjsi transkripcni a translacni aktivitu.
Z tohoto divodu je mozné zdivodnit vyznam posttranslacnich modifikaci, mezi které patii
proteinova fosforylace/defosforylace pii regulaci dilezitych jevi, jako je kapacitace spermii,
hyperaktivace a akrozomovd reakce (Naz et al., 2004; Visconti, 2009).
Fosforyla¢ni/defosforylacni stav fosfoproteini je fizen aktivitou protein kinaz a fosfatdz.
Primérnim indikatorem kapacitace spermii je fosforylace tyrosinu (Naz et al., 2004; Visconti,
2009), ptestoze fosforylace muze probihat na serinovych, treoninovych a tyrosinovych zbytcich
proteind (Naresh and Atreja, 2015).

Tento proces je lokalizovan predevSim v akrozomadlni cepi¢ce a subekvatoridlnim
segmentu (Dubé et al., 2005), a diky této lokalizaci je zfejma spojitost s akrozomalni reakci
(Flesch and Gadella, 2000). Tyrosinova fosforylace bi¢iku souvisi se ziskem hyperaktivované
motility, ktera je nezbytna pro penetraci kumulu a zony pellucidy oocytu (Naz et al., 2004).
Zvysena fosforylace na tyrosinovych proteinech (PTP) béhem kapacitace je regulovana CAMP
dependentni drdhou zahrnujici proteinkindzu A (PKA) u spermii riznych druhi savcd, véetné
byka (Galantino-Homer et al., 2004; Sutovsky and Mannandhar, 2006) a dal$imi faktory
ovliviwujici PTP jsou cholesterolovy eflux, influx HCOs a Ca?*, ROS a progesteron (Naresh
and Atreja, 2015). Ubikvitarni a hlavni druhy posel je CAMP (Naz et al., 2004). Tvofi se na
vnitini strané plazmatické membrany a aktualni koncentrace zavisi predevSim na aktivité
adenylatcyklaz (Koolman and Rohm, 2012). U spermii je prokazano, ze cAMP aktivuje PKA,
ktera reguluje fosforylaci proteinového tyrosinu (Naz et al., 2004). Adenylatcyklaza (AC) je
enzym katalyzujici syntézu cAMP (Faser, 2010; Koolman and R6hm, 2012). Izoforma AC
dulezita pro spravnou fyziologii spermii se nazyva rozpustna AC (sAC — soluble adenylly
cyclase). Rozpustnd AC je exprimovana hlavné ve varlatech a je aktivovana véapnikem a
hydrogenuhli¢itanem, av8ak nikoliv pomoci G-proteint jako jiné izoformy AC (Fraser, 2010;
Visconti et al., 2011). Signalni transdukéni drahu AC/cAMP moduluje angiotensin II (AIl),
ktery je pfitomen v semenné plazmé. All vyznamné stimuluje produkci cAMP s pfidruzenym
zvysenim PTP. Receptory angiotensinu (AT1) u bovinnich spermii jsou lokalizovany na
hlavi¢ce a bic¢iku (Gur et al., 1998). PKA je tetramerni enzym sloZeny ze dvou regulacnich a
dvou katalytickych podjednotek. Aktivita PKA zdvisi na aktivit¢ adenylatcyklazy a
fosfodiesterazy. Ve spermatickych buiikach je PKA rozdélena na dvé Casti a zajistuje tak

specificitu funkce vazbou své regula¢ni podjednotky na rodinu bilkovin AKAP (kinaza
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ukotvujici faktor A) (Breitbart and Naor, 1999). PKA je serin/treonin kindza, ktera indukuje a
zpusobuje zvyseni fosforylace tyrosinu na spermiich neptimou aktivaci tyrosinkinaz (Naz et
al., 2004; Sutovsky and Mannandhar, 2006). U spermii byla prokazana pfitomnost tyrosinkinaz
a to receptorovych tyrosinkindz (RTK) i nereceptorovych tyrosinkinaz (PTK). Tyto
tyrosinkinazy zahrnuji EGF receptory a jsou pfitomny jak u by¢ich spermii tak i lidskych (Naz
et al., 2004). Receptor IGF-1 (insulin-like growth factor), ktery byl identifikovan u byc¢ich
spermii ma aktivitu tyrosinkinazy a jeho ligand IGF-1 je pfitomen v semenné plazmé (Henricks
et al., 1998). Fosforylaci tyrosinového proteinu a kapacitaci také podporuji exogenni
nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)
(Rivlin et al., 2004). NADPH pusobi jako koenzym pro oxidazu spermii, ktera generuje
superoxidovy anion, ktery pozdéji dismutuje na H2O superoxid dismutazy (Naz et al., 2004).
Bylo také zjisténo, ze zvySena hladina oxidu dusnatého b&hem kapacitace moduluje cAMP
drahu, ktera reguluje tyrosinovou fosforylaci. U nekapacitovanych spermii je hladina NO nizka,
zatimco za kapacita¢nich podminek se zvySuje syntéza NO (Herrero and Gagnon, 2001).
Utinky progesteronu na spermie jsou zprostfedkovavany prostiednictvim vazebnych mist
progesteronu/receptor progesteronu na akrozomové membrang. Ve spermiich progesteron
stimuluje tyrosinovou fosforylaci, coz zpiisobuje hyperaktivaci se zvySenim hladiny cAMP.
Progesteron rovnéz zvysSuje fluiditu membrany spermii, coz je dulezity déj kapacitace a
fosforylace tyrosinu (Calogero et al., 2000). I pfestoze tyrosinova fosforylace je jednou
Napiiklad pozitivni vliv stimulace drahy cAMP/PKA na PTP. U této drahy chybi identifikovat
nékolik casti (Naz et al., 2004).
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Obr.4: Schematické znazornéni molekularniho mechanismu fosforlyce tyrosinu b&hem
kapacitace spermii. Odstranéni cholesterolu z plazmatické membrany akceptory cholesterolu
zvysuje fluiditu membrany (1), kterd vede k piilivu HCOs a Ca?* pies Nat+/ HCO3z
kontransportéry a vapnikové kanaly (2). PKA fosforylace zavisi na inaktivaci fosfatazy
fosforylaci na C-terminalnim konci PP2A pomoci kinaz z rodiny Src (4). Pocatek aktivace TK
(5) s naslednou fosforylaci proteinu tyrosinu (6). Epidermalni rastovy faktor a receptor EGF
(EGF-EGFR) aktivuje drahu ERK, ktera zvySuje PTP (7). NO muze aktivovat intermediarni
Ras/Rho protein (8) v draze ERK. GLUT transportuji glukézu a fruktozu do spermii (9) a ty
jsou uzitecné pii generovani ARP pomoci glykoldzy a OXPR (10). Poté se ATP vyuziva pro
hyperaktivaci motility spermii a PTP (11). Vysoka hodnota NO miize také regulovat cestu
cGMP/PKG (12). Tyto sekven¢ni kroky, jako je PTP a hyperaktivace dale vedou ke kapacitaci
spermii (13). (Naresh and Afreja, 2015).

3.2.1 Hyperaktivace

Béhem kapacitace je zjevné indukovana hyperaktivace spermii v sami¢im genitalnim
traktu (Schmidt and Kamp, 2004; Sutovsky and Mannandhar, 2006), ale oba procesy jsou
regulovany nezavislymi mechanizmy (Abou-haila and Tulsiani, 2009). Hyperaktivni spermie
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byly charakterizovany silnym a nelinearnim pohybem zpusobenym zvySenou amplitudou
flagelarnich kmitd (Fraser, 2010; Yanagimachi, 1994), na kterych se také podili fosforylace
proteinového tyrosinu na biciku (Abou-haila and Tulsiani, 2009). Mechanicky tlak zpiisobeny
hyperaktivni motilitou je nezbytny pro uvoliovani spermii, které jsou pfichycené
k oviduktalnimu epitelu v rezervoaru, pro lepsi proniknuti kumularnich bunék oocytu, penetraci
zony pellucidy a akrozomovou reakci (Abou-haila and Tulsiani, 2009; Naresh and Atreja, 2015;
Schmidt and Kamp, 2004; Sutovsky and Mannandhar, 2006). Silny asymetricky pohyb
hyperaktivované spermie vyzaduje vstup Ca2+ ionti do bi¢iku pomoci CatSper (vapnikovy
kandl aktivovany alkalickymi podminkami a citlivy na zmény membranového potencialu) (Qi
etal., 2007). Po stimulaci signalu jsou aktivovany drahy vedouci ke zvy$eni Ca?* a CAMP (viz.
Obr. 5). Dosud jesté neznamé fyziologické signaly aktivuji fosfolipazu C (PLC) pies G-protein
s pfipojenym receptorem a produkuji 1Pz (Inositoltrifosfat). Vazba IP3 na receptory IP3(IP3R)
zpusobuje zvyseni cytoplazmatického Ca?*. Aktivace adenyl cyklazy (AC), ktera je spojena
S membranou a bikarbonat spoustéjici rozpustnou formu adenyl cyklazy (sAC) zvysuji
intracelularni cAMP. ZvySena cAMP se mohou vazat na kanaly s cyklickymi nukleotidy
(CNG), které indukuji infix Ca®*a aktivuje proteinkinazu A k fosforylaci axonemalnich nebo
fibroznich bilkovin membrany bic¢iku. Pro asymetricky pohyb bic¢iku, ktery je charakteristicky
pro hyperaktivaci, jsou zodpoveédny vapnik a komplex vapniku a kalmodulinu (Ho and Suarez,

2001; Luconi and Baldi, 2003).
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Obr. 5: Hypoteticky model mechanizmu regulujicich hyperaktivaci (Ho and Suarez, 2001)
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3.2.2 Akrozomova reakce

Po kontaktu kapacitované sav¢i spermie s extracelularnimi obaly vajicka dochazi ve
spermii Kk aktivaci velkého mnozstvi proteint a signalnich kaskad, coZz ma za nasledek celou
sérii nereverzibilnich zmén (Florman et al., 2008). V dusledku téchto zmén pozde€ji dochazi
k exocytoze akrozomalniho vacku, neboli k akrozomalni reakci (AR)(Naresh and Atreja,
2015). Béhem akrozomové reakce jsou hydrolytické a proteolytické enzymy, aby uvoliovaly,
hydrolyzovaly a rozpoustély matrix ZP lokaln¢ v bezprosttednim sméru pronikajici spermie,
coz nakonec zaji$t'uje vstup spermie do prostoru perivitelni prostor (Flesch and Gadella,2000).
Akrozomalni reakce je jeden z klicovych procesii béhem oplozeni a funguje jako behavioralni
ptepinag, ktery konvertuje spermii na stav, ve kterém je schopna interagovat s oocytem (Naresh
and Atreja, 2015). ProtoZze pokud spermie nedokonéi uspésné akrozomalni reakci, neni ani
schopna proniknout skrze zonu pellucidu a ani se navazat na plazmatickou membranu oocytu.
Cely proces musi byt ptisné regulovan a koordinovan prostorové i ¢asové s oocytem (Florman
etal., 2008). Kapacitace a akrozomova reakce jsou dva procesy, které jsou postupoveé a funkéné
propojeny tak, ze nékolik udalosti zapojenych do zprostiedkovani intracelularni signalizace
aktivované¢ AR zacne byt pfipravovano jiz béhem kapacitace. Naptiklad zvySena hladina
intracelularniho vépniku a fosforylace tyrosinu (Baldi et al., 2000). Zona pellucida
nejpravdépodobnéji poskytuje primarni mista ligandu pro receptory pritomnych na plazmatické
membrané v oblasti akrozomalni Cepicky kapacitované spermie (Abou-haila and Tulsiani,
2009). Ligand povazujici se za spoustéc akrozomalni reakci je ZP3 (zona pellucida protein 3),
ktery je soucasti extracelularniho obalu oocytu — zony pellucidy (Baldi et al., 2000). Oocyty i
po ovulaci maji okolo sebe 2-3 vrstvy kumularnich bunék tvofici extracelularni obal, ktery
sekretuje do svého extracelularniho prostoru progesteron (Abou-haila and Tulsiani, 2009).
Béhem prichodu spermie skrze kumulus oophorus dochazi k navéazani progesteronu na
receptory, které se nachazeji na plazmatické membran€ spermie a spousti signalni drahu
vedouci k alkalizaci cytosolu hlavicky spermie (Flesch and Gadella,2000). Je tedy mozné, Ze
progesteron, ktery je navazan na PM spermie, zptsobuje influx Ca?* a proteinové fosforylaci
tyrosinu (Abou-haila and Tulsiani, 2009; Flesch and Gadella,2000). Progesteron také rychle
stimuluje influx sodiku a pfitomnost Na* v extracelularnim prostoru je nutny pro indukci AR
(Patra tet al., 2000). Navazani jak progesteronu, tak ZP3 na receptory piitomné v plazmatické
membrané spermie vede k jejich agregaci. To vede k autofosforylaci receptoru a aktivaci
tyrosin kinaz (TK), které zvysuji fosforylaci tyrosinu (Baldi et al., 2000). Gainovy nukleotidové

vazebné proteiny (G-proteiny) prenasi signal interagujici s enzymy vazajicimi se na membranu
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(Flesch and Gadella, 2000), jako je fosfolipaza C (PLC) a adenylatcyklaza (AC) (Baldi et al.,
2000; Roldan and Shi, 2007). PLC hydrolyzuje fosfatidylinositol bisfosfat (PIP2) za vzniku
inositol trifosfatu (IPs) a diacylglycerolu (DAG) (Florman et al., 2008). Aktivace AC vede ke
zvySené tvorbé druhého posla CAMP. Dusledkem nartstu druhych posla je aktivace
proteinovych kinaz, jako jsou kinazy PKA (CAMP-dependentni kindza) a PKC (vépnik a
fosfolipid-dependentni kindza), se zvySenou fosforylaci proteinti (Abou-haila and Tulsiani,
2009). Cyklicky adenosinmonofosfat téz zptisobuje influx sodiku a IP3 zvySuje intracelularni
Ca2+ uvolnénim iontt z intracelularnich zasob vapniku. Vapnikové ionty jsou povazovany za
nejéast&jsi nefyziologicky induktor AR. P¥i¢emz zvySeni intracelularniho Ca?* v ddsledku
pomoci Cav3 kanalu, které jsou zavislé na aktivaci G-proteinu (Baldi et al., 2000; Florman et
al., 2008). Influx vapniku ptes vapnikové kanaly Cav3 je doprovazen efluxem vodikovych
iontd, diky ¢emuz nartsta intracelularni pH (pHi) (Florman et al., 2008). Intracelularni pH je
také regulovano vymeénou iontd Na*/ H*. Vapnikovy influx je také &astené podporovan
aktivovanou tyrosin kindzou (Baldi et al., 2000). AR indukované ionofory a progesteronem
vedou také k aktivaci fosfolipazy A a tato aktivace je spojena s tvorbou metaboliti lipida, jako
je kyselina arachidonovd (AA) a lyzofosfolipidy. Fosfatidylcholin, lyzofosfolipidy a
nenasycené mastné kyseliny, jako je kyselina arachidonova, jsou silnymi induktory AR a
mohou se Gc¢astnit procesu fuze, ktery nastava béhem akrozomové reakce (Obr. 6) (Abou-haila
and Tulsiani, 2009).

Nedilnou soucasti signalnich drah a procesi fidicich akrozomalni reakci a kapacitaci je
cytosklelet, ktery je bohaty na aktin (Brener et al., 2003). U kapacitovanych spermii se
predpoklada, Ze protein je pfitomen ve filamentarni formée (F-aktin), ktery poskytuje podporu,
aby se fosfolipaza C udrzela navazana na PM a poskytla fyzickou bariéru, kterd brani fuzi PM
a vngjsi akrozomalni membrany (Abou-haila and Tulsiani, 2009). V reakci na zvyseni Ca2+ a
zvySené hodnoty pHi se F-aktin depolymeruje za vzniku rozpustného monomerniho neboli
globuléarniho aktinu (G-aktin), ktery zpusobi piiblizeni PM a OAM. Soucasné fosfolipaza A
Stépi mastné kyseliny z fosfolipidl za vzniku lysofosfolipiti, které podporuji membranovou fazi

(Abou-haila and Tulsiani, 2009; Brener et al., 2003).
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Obr. 6: Schéma znazoriujici hlavni drdhy pienosu signalu aktivované béhem procesu

akrozomové reakce v reakci na oblast protein 3 (ZP3) (Baldi et al., 2000)

3.3 Kryokonzervace

Kryokonzervace byc¢ich spermii je dilezitou technikou pro umélou inseminaci (Al)
(Naresh and Atreja, 2015), ktera umoziuje ziskavani a transport gamet s vynikajici genetikou
po celém svété (Chakrabarty et al., 2007; Hu et al., 2010; Mostek et al., 2017). Konzervovani
spermii je slozity proces a zahrnuje odbér spermatu, fedéni a pfidani kryoprotektantti, postupné
ochlazovéni, ekvilibraci, mrazeni a nésledné skladovani v kapalném dusiku (Anger et al.,
2003).

Po odbéru je nutné zahéjit fedéni ejakulatu co nejdiive (Ball and Peters, 2004). Redéni
se provadi fedidlem, které ma stejnou teplotu jako odebrany vzorek, aby spermie nebyly
vystaveny chladovému $oku (Layek et al., 2016). Redidla chrani spermie pied osmotickym
stresem a zménou V membranove tekutosti a propustnosti, dale poskytuji spermiim zdroj
energie pro metabolické procesy a udrzuji spravnou osmolaritu (Layek et al., 2016; Mutalik et
al., 2014). Pokud se rozdily osmolarity stanou nesnesitelnymi, spermie ztraceji motilitu, coZ je
nevratny proces (Tasdemir et al., 2013). Zpomaleni metabolickych procest ve spermiich je

zpusobeno nizkou teplotou, ktera je v tekutém dusiku -196°C (Bailey et al., 2000). Pro
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kryokonzervaci byc¢ich spermii je k dispozici fada fedidel, kterd maji metabolizovatiny substrat
pro spermie a témét neutralni pH s vhodnym pufrem (Amirat et al., 2004). Typicka fedidla ke
kryokonzervaci obsahuji predevsim nepenetrujici kryoprotektanty pisobici extracelularné
(mléko nebo mlé¢né vyrobky s lipoproteiny s nizkou hustotou nebo fosfolipidy), penetrujici
kryoprotektanty plazmatickou membranou (nejcastéji u byku je glycerol a vaje¢ny zloutek),
organicky pufr, jeden nebo vice cukrt jako energeticky substrat (glukoza, fruktdza, laktoza,
sachardza a dalsi), roztoky pro Gpravu pH a osmolarity (citrat sodny, kyselina citronova) a
antibiotika (penicilin, streptomycin) (Layek et al., 2016; Singh et al., 2012). Kryoprotektanty
snizuji tvorbu ledovych krystald ve spermiich, které poskozuji membranu béhem
kryokonzervace a zaroven je chrani pted chladovym Sokem (Bailey et al, 2000; Layek et al.,
2016; Tasdemir et al., 2013). Pouziti vysoké koncentrace glycerolu, mize byt poskozena
osmoéza spermii, protoze glycerol prochazi plazmatickou membranou pomaleji, nez jiné
kryoprotektanty a eflux vody je rychlejsi nez infix glycerolu do spermie. I pfes tato rizika je
(Tasdemir et al., 2013). Redidla na bazi vaje¢ného Zloutku pomahaji spermiim odolavat viici
chladovému Soku a udrzovat jejich fertilizacni schopnost (Amirat et al., 2004; Hu et al., 2010).
Proces kryokonzervace a nasledného rozmrazovéani indukuje kryokapacitaci, kterd je
zodpovédna za horS$i oplozovaci schopnost kryokonzervovanych spermii. V rdmci
kryokapacitace probihd i tyrosinové fosforylace na riiznych ¢astech spermii rozhodujicich pro
spravnou fertilizaci. Tyrosinova fosforylace zptisobena mrazenim a rozmrazenim se 1isi od
indukované PTP in vitro. Kryokapacitaci a PTP lze snizit pfidanim fedidla na bazi vaje¢ného
zloutku do kryokonzervacnich médii (Naresh and Atreja, 2015). Hlavni slozky vaje¢ného
Zloutku ochranujici spermie pii kryokonzervaci jsou fosfolipidy a LDL (low-density
lipoprotein), ktery se sklada pirevazné z lipida a také z bilkovin (Hu et al., 2010). LDL muze
mit n€kolik vlastnosti béhem kryokonzervace a jednou z nich je, ze béhem procesu zmrazovani
a rozmrazovani pfilne k bunééné membrané a zachovava jeji integritu (Hu et al., 2010) nebo
vychytava skodlivé proteiny pfitomné v semenné plazmé (Amirat et al., 2004). Diky LDL
v fedidle spermie vykazuji motilitu, mitochondrialni a akrozomalni aktivitu a integritu DNA
(Hu et al., 2010). Redidla na bazi vaje¢ného Zloutku, jakoz Zivo&isného ptivodu, mohou
predstavovat riziko v mozné piitomnosti patogeni. Misto vaje¢ného zZloutku je mozné pouzit
sojova fedidla, ktera obsahuji sojovy lecitin a ten ma téz kryoprotektivni G¢inky na by¢i spermie
(Layek et al., 2016).

Po natedéni ejakulatu nastava proces chlazeni, pfi kterém se spermie adaptuji na sniZeni

jejich metabolismu (Watson, 2000). Zchlazeni spermii musi probihat postupné z 34°C na 4°C,
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pticemz ve 4°C teploté jsou uchovavany nejéastéji po dobu 2 hodin (Moussa et al., 2002).
V ptipadé rychlého zchlazeni dochézi k poruseni bunék a nasledné smrti z divodu ztraty zasob
energie a nasledné i motility. Tento stav se nazyva chladovy Sok (Mostek et al., 2017). Aby
inseminacni davky mohly byt kryokonzervovany, musi projit takzvanou ekvilibraci, pii které
jsou spermie v kontaktu s glycerolem, a glycerol po tento ¢as vyrovnava extracelularni a
intracelularni koncentrace latek. Tento proces ovliviiuje fertilizaci a Zivotaschopnost po
rozmrazeni insemina¢ni davky (Ferero-Gonzalez et al., 2012). Pro dlouhodobé uchovavani
inseminacnich davek je nutno pejety zamrazit. Pro zamrazeni se Casto vyuziva metoda
pomalého programovatelného mrazeni, pii kterém se teplota snizuje postupné. Diky této
metodé je mozno kontrolovat tvorbu ledovych krystald, protoze je zaloZzena na fizeném
teplotnim gradientu (Holt, 2000).

Molekularni modifikace kapacitace zahrnuje snizeni zaporného néboje, odstranéni
faktordi spojenych se spermatem ze semenné plazmy a/nebo epididymalnich sekretli, efluxu
membranového cholesterolu, zménou propustnosti membrany a zvyseni influxu vapnikovych
iontll (Cormier at al., 1997; Visconti at al., 1995). Postupy, které se pouzivaji ke kryokonzervaci
spermatu (fedéni, chlazeni, zmrazeni a rozmrazeni), v§ak miizou zpusobit funk¢ni a strukturalni
poskozeni spermii a jejich plazmatické membrany (Cormier et al., 1997; Bailey et al., 2000),
coz vede k subletalnimu poskozeni a modifikacim odpovédnym za zkracenou zivotaschopnost
spermii (Bailey et al., 2000). Poskozeni membrany muze také zpusobit otok a nasledné
popraskani membrany, ztraitu membranové selektivni permeability, zmény membranoveé
fluidity a enzymatické aktivity, eflux a agregaci fosfolipida a proteint (Cormier et al., 1997).
Po rozmrazeni bovinni spermie vykazuji sniZenou schopnost regulace intracelularniho vapniku
a aktivitu fosfolipazy A2. ZvySena propustnost vapniku muize byt zplsobena dvéma
souvisejicimi jevy, fdzovymi prechody membranovych fosfolipidl a zvySenou membranovou
fluiditou, vyvolanymi béhem kryokonzervace. Zchlazeni a zmraZeni spermii z velké Casti
poskozuje specifické vapnikové kanaly v membrané bovinnich spermii (Parks and Graham,
1992). V ptipad¢, ze vapnikové kanaly zistanou oteviené kvuli prechodim fosfolipidové ¢asti
v membrané indukovany kryokonzervaci, nastane influx extracelularniho vapniku. Vzristajici
intracelularni vapnik, ktery souvisi s kryokonzervaci, iniciuje signaliza¢ni drahy vedouci ke
kapacitaci (Visconti at al., 1995). Zaroven teplotné indukované modifikace plazmatické
membrany ovliviiuji schopnost spermii vytlacit intracelularni vapnik (Cormier et al., 2003).
Jelikoz jak vapnik, tak fosfolipaza A2 hraji dilezitou roli béhem kapacitace a akrozomové

reakci (Fraser and McDermott, 1992), jakakoliv zména jejich regulace nebo struktura
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kryokonzerva¢nimi postupy muze souviset se snizenou plodnosti zmrazenym-rozmrazenych
spermii byka (Pommer at al., 2003; Cormier et al., 1997).

Kryokonzervaci se zmenSuje velikost hlavicky spermie, coz zplsobuje trvalou
modifikaci membranove struktury a nasledné narusi schopnost spermii normaln¢ interagovat s
oocyty. Ultrastrukturalni poskozeni membrany v disledku zmrazeni a rozmrazeni spermie
destabilizuje a pfedurcuje je K morfologickym defektim, jako jsou chybé&jici nebo abnormalni
akrozomy (Bailey et al., 2000). Fazové piechody a dalsi ultrastrukturalni modifikace
plazmatické membrany béhem ochlazovani a opétovaného zahifivani mohou zpusobit
reorganizaci membranovych lipidt, coz narusuje interakci lipid-lipid a lipid-protein potifebnou
pro fyziologickou funkci membrany (Bailey et al., 2000; Hu et al., 2010).

Kryokonzervace mize indukovat zmény na spermiich (Naresh and Aterja, 2015). Pojem
kryokapacitace, nebo také predcasnd kapacitace, je nezddouci proces, protoze piedCasné
kapacitované spermie prochdzi spontanni akrozomovou reakci a maji vyznamneé nizsi penetraci
do oocytll a zménénou motilitu, coz vede ke snizené kvalité kryokonzervovaného spermatu
(Mostek et al., 2017). Kapacitace zptisobena kryokonzervaci a zmény ji doprovazejici vSak
nejsou vetSinou kompletné dokonceny a ovliviiuji negativné fyziologickou kapacitaci v in vivo
podminkach. Vétsina kryokapacitovanych spermii ztraci fertilizaéni schopnost diive, nez se
navazou na oviduktélni rezervodr a dosahnou mista oplozeni (Bailey et al., 2000).
Kryokonzervace vede ke kolisani teploty a dehydrataci spermii, které indukuje preskupovani
membranovych lipidovych slozek, ztratu polynenasycenych mastnych kyselin a cholesterolu
(Chakrabarty et al., 2007). Vnimavost plazmatické membrany k pieskupovani lipidovych
slozek béhem chlazeni je nepiimo zavislé na podilu ptitomného cholesterolu v PM (Bailey et
al., 2000). Toto pocate¢ni poskozeni membrany postaci k nastartovani kapacitace (Chakrabarty
et al., 2007). Influx Ca?* aktivuje AC se zvysenou tvorbou cAMP a DAG, coz vede ke
kapacitaci spermii prostfednictvim tyrosinové fosforylace. Tyrosinova fosforylace indukovana
kryokonzervaci vyrazné snizuje vazebnou schopnost spermii na zona pellucida u bycich
spermii. Vytvareni chladového Soku béhem kryokonzervace je spojeno s vysokym mnozstvim
reaktivnich druhu kysliku, coz také vede k oxidativnimu stresu a tyrosinové fosforylaci. Pfesné
drahy v téchto procesech jsou zatim nejasné (Obr. 7) (Naresh and Aterja, 2015). ZvySené
hladiny ROS diky kryokonzervaci vedou k vyssim hladinam karbonylovych proteinti, coz je
index celkové oxidace (Mostek et al, 2017). Chladovy Sok také nici selektivni propustnost
plazmatické membrany spermii na vapnik, coz vede K nadmérnym intracelularnim hladinam,

které snizuji motilitu a vedou k nekrdze spermii (Bailey et al., 2000).
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Oxidativni a osmoticky stres béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani méni slozeni
lipidt a bilkovin plazmatické membrany, které snizuje motilitu, poskozuje mitochondrie, bicik
spermie a zvySuje fragmentaci DNA (Bailey et al., 2000; Mostek et al., 2017; Naresh and
Atreja, 2015). K osmotickému stresu prevazné dochazi pii piidavani a odstranovani
kryoprotektantti (Sieme et al., 2015). Spermie jsou obzvlasté citlivé na poSkozeni zptisobené
oxidacnim stresem, protoze plazmatickd membrana je bohatd na polynenasycené mastné
kyseliny, které snadno podstupuji peroxidaci a tvofi sekundarni produkty, které mohou
oxidovat spermie (Bailey et al., 2000; Mostek et al., 2017). Néasledky peroxidace nenasycenych
mastnych kyselin jsou vyznamné, od poskozeni membrany, inhibice dychani az k efluxu
intracelularnich enzymu (Bailey et al., 2000).

Béhem mrazeni a rozmazovani dochazi predevsim k ohrozeni plazmatické membrany,
akrozomu a hlavné jeho vnéjs$i akrozomdlni membrany, a také k mitochondridlni struktuie
majici vliv na motilitu spermii (Layek et al., 2016). Teplotni a osmoticky stres zptsobuje téZ
mechanické poskozeni spermii (Singh et al., 2012). Kryokonzervované spermie jsou citlivejsi
na zmény vnéjsiho prostiedi, které by mohly vysvétlit jejich omezenou délku Zivota ve srovnani

s Cerstvymi spermiemi (Pommer et al., 2003.

Osmotic
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Obr. 7: Schéma znazornujici kapacita¢ni zmény pii kryokonzervaci (Naresh and Atreja, 2015).
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4  Materialy a metody

Experiment byl zalozen na zjisSténi stupné kapacitace spermii pied a po kryokonzervaci
pomoci nepifimého imunofluorescenéniho stanoveni PTP a SDS gelové elektroforézy.
Imunofluorescenéni metodou se zkoumaly fosforylované ¢asti na hlavié¢ce spermie. Pomoci
elektroforézy a nasledné imunoblotovaci analyzy byla zjistovana troven celkové tyrosinové

fosforylace.

//’,,[ Odbér + redéni ejakmlatu ]
e Cerstrf ejalulit =

Mepfimé imunofluorescentni — /
[ stanoveni TyrP } e \[ ]
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L Centrifagace (10 min, 200 x £) - -
4 Odstranéni supematantu |

Extrakee proteini

4 +PBS (300 ul, 37°C)
/ \ 4 Centrifugace (10 min, 200 = g, 37°C) @
‘J' Wmai’i supematant 1 Hustotni pradient
+ +PBE (300 p1, 37°C) 4 Centrifugace (15 min, 300 % g, 37°C)
+PES +IVF-Talp +  Centrifizace (10 min, 200 x 2, 37°C) 4 +1mDEES
+  Odstranéni supernatantu 4 Centrifugace (5 min, 300 x g, 37°C)
\ / 4+ 4 paraformaldebyd (2%, 30min.) 4 +5DE pufr (1:3)
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1 Blokoviai (SW¢ +PBS 4 Centrifigace (5 min, max.atitky, 4°C)
1 hod, 4°C) + ELFOWE
4 Oplach T-PBS (1x)
4 Primdmi protilitka (oFY, 12 hod, 4°C)
+ Oplach T-FES (3x)
4 Sekundimi protilitka (I2G, 1 hod, 4°C)
+ Oplach T-FES (3x)
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Obr. 8: Schéma znazornujici pracovni postup pii zpracovani ejakulatu k ziskani vzorkd.
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4.1 Odbér a zpracovani ejakulatu

Ejakulat byl odebran 6 bykim standardnim zptsobem na inseminacni stanici (CRV
Czech Republic, spol. s.r.o., Zasmuky, Ceska republika). Kazdy ejakulat prosel standardni
kontrolou kvality provadénou kvalifikovanym laborantem. Bylo hodnoceno: objem ejakulatu,
koncentrace spermii a procento pohyblivych spermii. K pokusu byl pouzit pouze ejakulat, ktery
splinoval limity pro objem (1,25 ml), pohyblivost spermii (> 70 %) a koncentraci spermii (> 0,7
x 10°/ ml).

Poté byl ejakulat rozdélen na pomérné dily podle poétu experimentalnich variant (viz.
Obr. 8). Cast ejakulatu uréena ke kryokonzervaci byla nafedéna v fedidle Optixcell (IMV
Technologies, Francie) na finalni koncentraci 120 x 108 /ml, naplnéna do PVC pejet o objemu
0,25 ml a ekvilibrovan pfi teploté 5°C po dobu 2 hodin. Po ekvilibraci byly pejety zmrazeny
nad parami tekutého dusiku po dobu 15 min a poté pfimo vloZeny do tekutého dusiku (-196°C).

Hodnoceni vzorkl vzdy probihalo s minimalnim odstupem jednoho tydne od kryokonzervace.

4.2 Neprimé imunofluorescenéni stanoveni PTP

4.2.1 Nativni ejakulat

Natedény nativni ejakulat po pfivezeni z inseminacni stanice byl centrifugovan 200 x g
10 minut pii pokojové teploté. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a peletka rozdélena do
3 mikrozkumavek podle stupné kapacitace. Do vzorku ptipraveného pro nekapacitované
spermie byl piidan roztok PBS v poméru 1:2 (spermie:PBS) a do zbylych dvou mikrozkumavek
byl pifidan roztok IVF-Talp spH 7,3 (Tab. 1) na kapacitaci ve stejném poméru (Obr. 8).
Mikrozkumavky s otevienym vickem s IVF-Talp (Tab. 2) byly kapacitovany v inkubatoru pti
37°C/5% CO..

Komponenty Objem
IVF-TL stock 20 ml

BSA-FAF (6%) 0,12¢g
Na Pyruvat 200 pl
Gentamicin 100 pl
Heparin 100 pl

Tab. 1: Komponenty pro pfipravu 20 ml roztoku IVF-Talp.
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Komponenty Molekularni vaha 9/100 ml
NaCl 58,45 0,666 g
KCl 74,55 0,023 g
NaH;PO4s0H,0 138,00 0,041 ¢
Na Laktat 112,06 84,9 ul

CaCl,eH;0 147,00 0,029¢
MgCl,06H,0 203,31 0,0101 g
Hepes 238,30 0,238¢g
NaHCOs3 84,00 0,21¢g

Tab. 2: Komponenty pro ptipravu 100 ml roztoku IVF-TL stock.

4.2.2 Kryokonzervované spermie

Pejety byly rozmrazeny standardnim zplsobem 30s/ 37°C a po rozmrazeni pejety
Vsechny vzorky spliiovaly vSeobecny standard (tzn. Procento motilnich spermii bylo vice jak
30 %).

Do rozmrazeného ejakulatu v mikrozkumavce byl pfidan vytemperovany roztok PBS
(solny roztok fosfatem pufrovany) na teplotu 37 °C o objemu 500 pl (Obr. 8). Poté nasledovala
centrifugace 200 x g, 10 min, 37 °C, ¢imz vznikla na dné¢ mikrozkumavky peletka a nad ni
supernatant. Supernatant byl opatrné odsat pipetou tak, aby na dné zlistala neporusena peletka,
ke které bylo opét piidano 500 pl PBS a mikrozkumavka byla opét centrifugovana na 200 x g
po dobu 10 min pi#i 37 °C. Po odsati supernatantu byl k peletce pfidan 2% paraformaldehyd na
30 min, ktery zpusobil zafixovani spermii. Po fixaci paraformaldehydem byla mikrozkumavka
centrifugovana 200 x g po dobu 10 min pfi pokojové teploté. Po centrifugaci se odsal
supernatant a peletka byla nafedéna na optimalni koncentraci pomoci PBS a cela suspenze byla
dobie promichana (Obr. 8).
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4.2.3 Priprava skli¢ek se vzorky

Z ptipravené suspenze ze spermii a PBS (IVF-TL), fadné a Setrné homogenizaci, byl
proveden roztéry standardni technikou, kdy bylo pouZito 30 ul suspenze na jeden roztér na
podloznim sklicku. Ud¢€lany roztér byl nechan pii pokojové teploté na vzduchu zaschnout bez
pouziti vyhfevné desky. Po zaschnuti byl na roztér vytvoiena kruhova plocha o podobné
velikosti kryciho sklicka pomoci hydrofobni fixy PAP-pen liquid blocker (Sigma Aldrich,
Némecko). Kruhové plochy na sklicku byly oplachnuty tfikrat po 1 ml T-PBS (solny roztok
fosfatem pufrovany s piidavkem tweenu). Blokovani oplachnutych skli¢ek probihalo ve vlhké
komurce jednu hodinu pti 4 °C v lednici pomoci SuperBloking buffer (100 pl). Vlhka komurka
byla sloZzena z velké Petriho misky vyloZend buni¢inou namocenou destilovanou vodou, na
které byla naskladana sklicka se vzorky a cela Petriho miska byla pfikryta aluminiovou fdlii.
Po uplynuti blokovani byla skli¢ka jednou oplachnuta T-PBS.

Nasledné sklicka se suspenzi byla inkubovana po dobu 12 hodin pii 4°C s monoklonalni
anti-fosfotyrosinovou protilatkou ve vlhké komirce (aPY)(4G10, Millipore, Temecula, USA),
ktera byla nafedéna 1: 300 v DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline). Po zhruba
dvanacti hodinach inkubace byla sklicka oplachnuta T-PBS roztokem a byla nanesena
sekundarni protilatka Goat antimouse IgG, ktera byla nafedéna 1:400 v DPBS. Vzorky byly
vlozeny do vlhké komurky k inkubaci pii 4 °C v lednici jednu hodinu. Po oplachnuti T-PBS
byla na sklicka pfidélana kryci sklicka s montovacim meédiem Vectashield/DAPI (Vector
Laboratories, USA). Takto zakryta pole se nechala 5 minut sednout pod svétlo nepropustnym

poklopem a nasledné byla zafixovana lakem a skladovana ve 4 °C bez pfistupu svétla v lednici.

4.2.4 Hodnoceni imunofluorescence

Sklicka se vzorky byla hodnocena s vyuZzitim fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse
E600 (Nikon, Tokyo, Japonsko) a objektiv Plan Fluor Oil se zvétsenim 100x. Na kazdém
podloznim sklicku bylo hodnoceno 200 spermii. Na zaklad€ signalu v hlavi¢ce spermii byla
hodnocena tyrosinova fosforylace. Spermie pouze s viditelnym akrozomem, spermie
s akrozomem a subekvatorialnim segmentem a pouze s ekvatorialnim segmentem (viz. Obr. 9).
Experiment ukazal procentudlni zastoupeni tyrosinové fosforylace jednotlivych ¢asti na
hlavi¢ce spermie a tyto hodnoty byly zpracovany do grafii. Klasifikovala se mira tyrosinové
fosforylace na akrozomu a subekvatorialnim segmenty a podle toho byly spermie rozdéleny na

stupné kapacitace a do 3 kategorii.
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Nizky stupen kapacitace — spermie byly bez fluorescenéniho signalu v subekvatorialnim
segmentu, se signalem nebo bez signélu v oblasti akrozomu. Stfedni stupeni — spermie
vykazovaly signal v subekvatorialnim segmentu. Vysoky stupen kapacitace — spermie se

signdlem v subekvatorialnim segmentu a akrozomu (Viz obr. 13).

Akrozom se subekvatorialnim
segmentem

“

e,

Subekvatorialni
segment

Obr. 9: Tlustra¢ni fotografie z fluorescen¢niho mikroskopu.

4.3 Prodisténi vzorka pomoci hustotniho gradientu Bovi Pure a extrakce
proteint ze spermii

Kryokonzervovaneé pejety byly rozmrazeny standardnim zptisobem ve 37 °C vodni lazni
30 sekund. Vzorky o objemu 0,25 ml byly napipetovany na vrstvu 500 pul 80% a 500 pl 40%
roztoku ze Sperm-TALP a Bovi Pure (Nidacon, USA) v 1,5 ml mikrozkumavce (Obr. 10). 40%
a 80% roztok byl pfipraven dle manualu vyrobce s pouzitim Bovi Pure a Sperm-TALP (Tab.
3). Vysledna koncentrace spermii odpovidala minimalné 5 x 108 v mm?®. Vsechny komponenty
v mikrozkumavce se musely nanaset tak, aby vrstvy zistaly neporusené a nedoslo k jejich

promichani.

26



Komponenty Objem
Sperm-TL stock 40 ml
BSA (6%) 0,25¢g
Na Pyruvat 2104 pul
Gentamicin 200 pl

Tab. 3: Komponenty pro ptipravu 40 ml roztoku Sperm-TALP

=

Spermie

40%

80%

Obr. 10: Hustotni gradient.

Vsechny slozky pro Sperm-TALP byly smichany v kadince, zahfaty a michany do
uplného rozpusténi BSA. Pro vyrobu 100 ml Sperm-TALP stock bylo pouZito:

Komponenty Molekularni vaha g/100 ml
NaCl 58,45 0,666 g
KCl 74,55 0,023 g
NaH,POz0H-0 138,00 0,0041 g
Na Laktat 112,06 84,9 ul

CaCl,eH,0 147,00 0,029 g
MgCl,06H,0 203,31 0,0101 g
Hepes 238,30 0,238 g
NaHCOs 84,00 021g

Tab. 4: Komponenty pro ptipravu 100 ml Sperm-TALP stock.

Mikrozkumavka s navrstvenymi spermiemi na 80% a 40% roztoku byla centrifugovana

na 300 x g 15 minut pti pokojové teploté. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a ke zbylé
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peletce ptidan 1 ml DPBS (Obr. 8). Peletka s DPBS byla centrifugovana 5 minut na 300 x g a
poté byl odstranén supernatant. Do centrifugované mikrozkumavky s peletkou a odstranénym
supernatantem byl ptidan redukujici vzorkovy SDS pufr vytemperovany na pokojovou teplotu

Vv pom¢éru 1:3 (vzorek:pufr).

Destilovana H,0 3,8 ml
Tris-HCl (pH 6,8; 0,5 M ) 1,0 ml
Glycerol 0,8 ml
10% SDS 1,6 ml
Bromfenolova modi 0,05% 0,4 ml
Merkaptoethanol 0,4 ml

Tab. 5: Komponenty pro pfipravu SDS vzorkového pufru.

Vzorek se vzorkovacim pufrem byl vortexovan ptiblizné 20 sekund a vlozen do 100°C vodni
lazné na 5 minut. Po vodni lazni byl vzorek v mikrozkumavce vortexovan 20 sekund a poté
centrifugovdn na maximalni ota¢ky 5 minut pii 4 °C. Nasledné byl odsat supernatant a

skladovan pii -80°C v mrazicim boxu.

4.4 SDS-elektroforéza extrahovanych proteinia v polyakrylamidovem gelu
podle Laemmliho a Wester Blotting

Pro elektroforetické rozd€leni proteini byl pouzit 10% polyakrylamidovy separacéni gel.
Ptiprava 10% separacniho gelu:
e 25ml15M Tris-HCI (pH 8,8)
e 4,16 ml destilované H.O
e 3,33 ml roztoku akrylamidu (tj. 29,2% akrylamid a 0,8% BIS)
e 100 pl 10% SDS
Tésné pred nalitim gelu mezi skla bylo do roztoku separac¢niho gelu pfidano:
e 45ul TEMED
o 35l 10% APS.
Ptipraveny roztok na separacni gel byl nalit mezi uchycené plastové desky ve stojanu
tak, aby gel nepodtekl a pievrstven destilovanou vodou. Gel byl nechan polymerovat asi 1

hodinu.
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Pro elektroforetické rozdéleni proteinti byc¢ich spermii a jejich naslednou imunodetekci
byl ptipraven 4% zaosttovaci gel:
e 625 ul 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)
e 1,52 ml destilované H20
e 325 pl roztoku akrylamidu (tj. 29,2% akrylamid a 0,8% BIS)
e 25ul 10% SDS
Tésné pied nalitim gelu mezi skla bylo do roztoku zaostfovaciho gelu piidéno:
e 38ul TEMED
e 35ul 10% APS.
Z povrchu separacniho gelu byla odséata voda a byla nanesena vrstva zaostfovaciho gelu.
Do zaostfovaciho gelu byl okamzité zasunut hieben pro tvorbu jamek. Gel byl nechan

polymerovat asi 20 minut.

Byla sestavena aparatura pro elektroforézu Mini PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, USA). Do
katodového i anodového prostoru byl nalit stejny elektrodovy pufr (0,025M Tris, 0,192M
glycin, 0,1% SDS, pH 8,3). Po odstranéni hiebenu bylo do jamek naneseny vzorky pomoci
Hamiltonovy mikrostiikacky. Objem nandSenych vzorku byl 12 pl na jamku.

Molekulova hmotnost separovanych proteini byla urena podle barvenych
molekulovych proteinovych standardt Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad,
USA). Vzorky proteinil pro elektroforetické rozdéleni byly extrakty spermii pfipravené pomoci
vzorkového pufru (viz. Kapitola 3.3.1).

Jako zdroj stejnosmérného proudu byl pouzit Power Pac 1000 (Bio-Rad, USA).
Zpocatku elektroforéza probihala pfi napéti 80 V 30 minut a po piechodu proteinli do

separacniho gelu bylo nastaveno napéti na 140 V 60 min.

4.4.1 Prenos proteinu rozdélenych SDS-elektroforézou na membranu (Western
Blot)

Pied elektropienosem proteinii z polyakrylamidového gelu byla PVDF-membrana
(Merck Millipore, USA) nejprve promyta 100% metanolem, poté destilovanou vodou a
nasledné inkubovana 15 minut v blotovacim pufru. Na jeden litr blotovaciho pufru bylo
pouzito:

e 3,028590,025 M Tris
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e 14414 90,192 M Glycin
e 200 ml 20% metanol

e 800 ml destilované vody

Pti pouziti nitrocelulosové membrany (NC) byla membrana pied pouzitim inkubovéna 15 minut
Vv blotovacim pufru. Do blotovaciho pufru byly také ponoteny, na jednu membranu, na 10 minut
dvé houbicky a 4 filtrani papiry Whatman. Poté polyakrylamidovy gel spolu s membréanou,
filtratnimi papiry a houbi¢kami vlozeny do kazety (Obr. 11). Pfed uzavienim kazety
S navrstvenymi houbickami, filtraCnimi papiry, gelem a membranou bylo nutné vytlacit

ptitomné bublinky pomoci sklenéné zkumavky.

|

houbicka

2Xx rapl’r Whatman
[ ] ge

kazeta membrana
2x papir Whatman
houbicka

+

Obr. 11: Schéma sestaveni kazety s gelem a membranou pro elektropienos.

Uzavtena kazeta byla vloZena do pfistroje pro elektropifenos Mini Protean 3 Cell (Bio-
Rad, USA) spolu s chladicim blockem a zalita po rysku blotovacim pufrem. Cely pfistroj byl
ponofen do ledové triste.

Elektrody byly ptipojeny ke zdroji Power Pac 1000 (Bio-Rad, USA). Elektropienos
probihal 90 minut pii 500 mA.

Po ukonceni pfenosu byla membrana opatrné vyjmuta z kazety a promyta destilovanou

vodou.

4.4.2 Detekce proteinu pomoci Ponceau

Po oplachnuti membrany destilovanou vodou, byla na membranu pouzita barva Ponceau
S red, ktera omyvala membranu pfiblizné jednu minutu. Obarvenim byla docilena vizualizace

celkovych proteint, protoze byly obarveny pfitomné proteiny na membrané. Timto zplisobem
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byly zjistény informace o celkovém mnozstvi nanesenych proteint v jednotlivych vzorcich a o
priblizné molekularni vaze detekovanych proteinti. Obarvena membrana byla vyfocena (ptiloha

¢. 1) a nasledné omyvana PBS-T do vymizeni barvy z membrany (piiblizn¢ 15 minut).

Obr. 12: Zviditelnéni celkovych proteinti na membrané pomoci barvy Ponceau S red.

4.4.3 Blokovani nespecifického vazani protilatek na membranu, inkubace
s primarni a sekundarni protilatkou

Po patnacti minutach byl na membrané vyménén PBS-T za SuperBlock™ (PBS)
Blocking Buffer (ThermoFisher Scientific, USA), se kterym byla membréna inkubovana
Vv termostatu 40 minut. Nasledné byla membrana dvakrat proplachnuta PBS-T a aplikovéana na
membranu primarni protilatka Anti-Phosphotyrosine, klon 4G10 (EMD Millipore, USA)
nafedéna 10 000x v PBS a inkubovana minimalné 12 hodin pti 4 °C. Na jednu membranu bylo
pouzito 10 ml PBS-T s primarni protilatky. Po inkubaci membrany s priméarni protilatkou byla
membrana 6x proplachnuta po 5 minutach v PBS-T na tiepacéce. Po poslednim proplachu PBS-
T byla membrana oSetfena sekundarni protilatkou GaM-1gG-HRP (Bio-Rad, USA), ktera byla
fedéna 3 000x v PBS-T a nechana na membran¢ plsobit jednu hodinu (pfiloha ¢. 2). Na jednu
membranu bylo pouzito 10 ml PBS-T se sekundarni protilatkou. Po inkubaci membrany
v sekundarni protilatce byla membréana proplachnuta 4x v PBS-T a 2x v PBS po 10 minutéch.
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4.4.4 Hodnoceni membrany

Po oplachu v PBS byla membrana vlozena do folie a oSetfena chemiluminiscen¢nim
substratem SuperSignal West Pico (ThermoFisher Scientific, USA). Osetiend membrana ve
folii byla skenovana v pfistroji Azure Biosystem c600.

Naskenovand membréna byla vyhodnocovéana v programu Image Studio Digits 4.0. Bylo
provedeno denzitometrické méfeni a normalizace nanasky pomoci signalu detekovaného
Tubulinu. Kromé stanoveni molekulové hmotnosti byla v denzitometrickém programu na
analyzu blotl zjiSténa intenzita specifickych bendii za i€elem zméteni trovné exprese proteind.
Byly vybrany bendy jednotlivych vypoctenych proteini od vSech pouzitych vzorki. Intezity
vybranych bendii byly pfeneseny do programu excel a nasledné z téchto hodnot byly

vygenerovany sloupcové grafy (Graf 3. - 5.).
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S5 Vysledky

V nésledujici kapitole budou uvedeny vysledky experimentd a jejich popis. Vysledky
budou posuzovany z pohledu vlivu kryokonzervace na tyrosinovou fosforylaci spermii jako
jednoho z markeri kapacitace. Ke zpracovani vysledkt byly pouzity programy Image Studio
Digits 4.0, statistica 12.0 Start a Microsoft Office Excel.

5.1 Hodnoceni vlivu kryokonzervace pomoci nepfimé imunofluorescen¢ni
metody

Byla zjistovana mira tyrosinové fosforylace u byc¢ich spermii Cerstvych
nekapacitovanych, kapacitovanych a kryokonzervovanych. V experimentu byly spermie
shromazd’ovany, zpracovavany, analyzovany a Kklasifikovany podle stupné tyrosinové
fosforylace (Tardif et al., 2001). Fosforylace proteind spermii byla detekovana v akrozomalni

oblasti a subekvatorialnim segmentu.

Stredni stupen

Nizky stupen

Vysoky stupen ———

Obr. 13: Stupné tyrosinové fosforylace zviditelnéna pomoci nepiimé

imunofluorescence.

5.1.1 Hodnoceni tyrosinové fosforylace z pohledu stupné kapacitace

Lokalizace a relativni distribuce proteinii obsahujicich fosfotyrosin na Cerstvych nebo

kryokonzervovanych spermiich je znazornén na obrazku 9 a 13.
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Nizky stupeni kapacitace, ktery se projevuje signalem v akrozomalni oblasti nebo bez
signalu v celé hlavi¢ce byl u vSech kategorii pfitomen ziidka ve srovnani se sttednim a vysokym
stupném. I piesto byl zjistén signifikantni rozdil mezi nekapacitovanymi a kapacitovanymi
spermiemi (ANOVA, p < 0,05). Stfedni stupeni charakteristicky signalem v subekvatoridlnim
segmentu vykazuje signifikantni rozdil v PTP mezi skupinou kapacitovanych spermii a
nekapacitovanych a také mezi kapacitovanymi a kryokonzervovanymi spermiemi (ANOVA, p
< 0,05). U posledni — vysokého stupné kapacitace, kde se vyskytoval signal na
subekvatoridlnim segmentu i na akrozomu, experiment ukazal signifikantni rozdil mezi
kryokonzervovanymi a kapacitovanymi spermiemi (ANOVA, p < 0,05).

Z celkoveého hlediska nejvétsi vyskyt fosforylace na tyrosinu u spoéitanych spermii byl
u kapacitovanych vzorkl po dobu 4 hodin. Ale nemala ¢ast tyrosinové fosforylace je i patrna u

kryokonzervovanych spermii a to konkrétné ve stfednim stupni kapacitace (Graf 1.).

60,0%

50,0%
40,0%
c
B Nizky stupen

30,0% a

’ B Stredni stupen

Vysoky stupen
20,0%
10,0% b
0,0% - I I

NCM CM4h Kryo

Graf 1: Procentualni zastoupeni tyrosinové fosforylace na jednotlivych casti hlavicky ve

stupnich kapacitace.

&b ¢ Hodnoty ozna¢ené riiznymi indexy v rdmci stupné kapacitace mezi skupinami se statisticky vyznamnymi

rozdily (ANOVA, p< 0,05)
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5.1.2 Hodnoceni tyrosinové fosforylace podle lokalizace signalu

Vétsina nekapacitovanych spermii vykazovala imunofluorescenci v subekvatorialnim
segmentu ve srovnani s kapacitovanymi spermiemi, které vykazovaly zna¢nou tyrosinovou
fosforylaci také v akrozomalni oblasti. U kryokonzervovanych spermii byl vyznamnégji
fosforylovan protein obsahujici tyrosin v oblasti subekvatorialniho segmentu bez signélu na
akrozomu v porovnani s kapacitovanymi spermiemi. Nekapacitované spermie projevovaly
fluorescenci pouze v subekvatorialnim segmentu vice nez v oblasti akrozomu a
subekvatorialnim segmentu najednou. Podobné tomu bylo u kryokonzervovanych spermii.
Kapacitované spermie po dobu 4 hodin m¢ly ptiblizné podobné procentuélné zastoupeni

v lokalizaci fosforylace na tyrosinu (Graf 2.).

100%
90%
80%
70%
60%
m Akrozom a subekvatorialni
50% segment
B Subekvatorialni segment
40%
30%
20%
10%
0%
NCM

Kryo CM4h Kryo
Graf 2: Lokalizace proteinti obsahujici fosfotyrosin u Cerstvych nativnich spermii,

kapacitovanych 4 hodiny a kryokonzervovanych ve stupni kapacitace stfednim a vysokém.
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5.2 Vliv kryokonzervace na profil fosforylovanych proteint spermii

Pro odhaleni fosforylovanych proteinti obsahujicich byla pouzita imunoblotovaci analyza
s pouzitim monoklonalni protilatky Anti-PY a sekundarni protilatky Goat anti-Mouse 1gG
(Thermo Fisher, USA) fedéné v PBS.

Na obrdzku 12 je znazornén profil proteini obsahujici fosfotyrosin u nativnich spermii,
kapacitovanych po 2,5 hodinach a 4 hodinach a spermii po kryokonzervaci. Vzorky na extrakci
proteinti, které byly nasledn¢ pouzity, byly procistény pomoci hustotniho gradientu Bovi Pure.
Procisténi vzorkd pies hustotni gradient bylo z divodu lepsiho vyhodnoceni membrany.
Membréna s neprocisténymi vzorky obsahovala mnoho necistot (ptiloha 3). Pomoci
kalibra¢nich kiivek (piiloha ¢. 3) byly vypoéitiny molekulové vahy proteint, které byly
detekovany. Konkrétni hodnoty byly vypoéteny u Sesti proteind o vaze 130 kDa, 93 kDa, 66
kDa, 46 kDa, 37,5 kDa a 33 kDa.
spermii v porovnani s nekapacitovanymi nebo kapacitovanymi spermie. Nejniz§i intenzita Se
projevila u proteint s molekulovou vahou 46 kDa a 33 kDa. Nejvyssi intenzita byla naméfena
u vzorku A proteinu o vaze 66 kDa kapacitovanych spermii 4 hodiny a u proteinu 37,5 kDa
nekapacitovanych spermii (Graf 3.)

Intenzita proteini u vzorku B je vyssi u kryokonzervovanych spermii nez u
nekapacitovanych nebo kapacitovanych spermii, a to konkrétné u proteini o molekulové vaze
130 kDa, 66 kDa a 46 kDa. U proteinit 93 kDa a 33 kDa je vyssi intenzita pouze v porovnani
mezi kapacitovanymi a kryokonzervovanymi spermiemi. Nejintenzivnéji se projevil u vzorku
B protein o vaze 66 kDa kryokonzervovanych spermii (Graf 4.).

Vsechny proteiny kryokonzervovanych spermii u vzorku C vykazovaly vyssi intenzitu
nez u nekapacitovanych nebo kapacitovanych spermii. Nejvétsi rozdil v intenzité mezi
kryokonzervovanymi a nekapacitovanymi nebo kapacitovanymi byl naméten u proteinu p46.
U proteinu s molekulovou hmotnosti 66 kDa byla zjisténa nejvétsi intenzita mezi skupinami u
vzorku C (Graf 5.).

Vzorky B a C vykazuji shodngjsi tendence v intenzité proteinti oproti vzorku A. Vyssi
intenzita mezi nekapacitovanymi/kapacitovanymi a kryokonzervovanymi spermiemi byla
vyhodnocena u vzorku B a C. Jako kontrola byly pouZzity skupiny nekapacitovanych,

kapacitovanych 2,5 hodiny a 4 hodiny.
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130 kDa
93 kDa

66 kDa

46 kDa

37,5 kDa
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Obr. 14: Profil proteint obsahujici fosfotyrosin spojeny s kapacitaci bovinnich spermii a
kryokonzervaci spermii. Ejakulované spermie od rtznych byka byly zpracovany tak, jak je
popsano v materialech a metodach, inkubovany v IVF médiu 2,5 a 4 hodiny. Proteiny spermii
byly extrahovany po inkubaci 2,5 hodin a 4 hodin a separovany. Tyrosin fosforylované proteiny
byly detekovany imunoblotovou analyzou s pouzitim monoklonalni protilatky Anti-PY a
imunoreaktivita byla objevena za pouziti sekundarni protilatky GaM-1gG-HRP. Molekulové
hmotnosti standardu jsou znaceny Cisly 250-25 mezi vzorky.
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Graf 3: Intenzity jednotlivych proteinti u ejakulatu A pro nekapacitované (NCM),
kapacitované (CM) a kryokonzervované spermie (Kryo).
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Graf 4: Intenzity jednotlivych proteinti u ejakulatu B pro nekapacitované (NCM),
kapacitované (CM) a kryokonzervované spermie (Kryo).

39



0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

C - Protein 1. - 130 kDa

NCM Kryo

CM Kryo

NCM CM CM 4

2,5

C - Protein 3. - 66 kDa

NCM Kryo

CM Kryo

NCM CM CM 4

2,5

C- Protein 5. - 37,5 kDa

NCM Kryo

CM Kryo

NCM CM CM 4

2,5

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,6
0,5
0,4
03
0,2
0,1

C - Protein 2. - 93 kDa

NCM Kryo

CM Kryo

NCM CM CM 4
2,5

C - Protein 4. - 46 kDa

NCM Kryo

CM Kryo

NCM CM CM 4
2,5

C - Protein 6. - 33 kDa

NCM Kryo

CM Kryo

NCM CM CM 4
2,5

Graf 5: Intenzity jednotlivych proteinti u ejakulatu C pro nekapacitované (NCM),
kapacitované (CM) a kryokonzervované spermie (Kryo).
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6 Diskuze

Kapacitace, ktera predstavuje konecéné kroky dozravani, ¢ini by¢i spermie schopné
interagovat s oocytem. Muze probihat v in vivo podminkach v sami¢im genitalnim traktu v
oviduktu nebo v in vitro pomoci kapacita¢nich medii (Tardif et al., 2001). Béhem kapacitace
probiha fada udalosti na plazmatické membrané spermii a uvniti spermii. Mezi molekularni
zmény patii naptiklad aktivace specifickych iontovych kanald, influx vapniku, tvorba cAMP a
tyrosinova fosforylace (Naz et al., 2004).

Dulezita biotechnologicka metoda umoznujici uchovavani gamet v tekutém dusiku po
neomezené dlouhou dobu patii kryokonzervace. Kryokonzervace je nejvice vyuzivana U
spermii bykd, ale tato metoda s sebou nese fadu negativnich dopadut na strukturu spermii a na
biochemické a biofyzikalni procesy plazmatické membrany (Mostek et al., 2017). Pravé
plazmaticka membrana je primarni strukturou poskozenou pii kryokonzervaci (Bailey et al.,
2000; Yeste, 2016). Slozeni plazmaticke membrany je popisovano jako tekuta mozaika, ve
které jsou proteiny vlozeny do lipidové dvojvrstvy (Tapia et al., 2012). Fosfolipidy poskytuji
zakladni strukturalni uspofadani membrany, membranové proteiny umoziuji specifické funkce.
Ptimo umisténé proteiny v plazmatické membrané€ jsou tzv. transmembranové proteiny, mezi
které patii iontové kanaly nebo receptory. Transmembranové proteiny se podileji na regulaci
signalizaCnich procest, které umoznuji spermii reagovat na vnéjsi signaly nebo ucastnit se
selektivniho transportu molekul pfes membranu (Tapia et al., 2012). Transport vapniku probiha
pomoci vapnikovych kanali a sodiko-draslikovych pump vyménujici intracelularni sodik za
extracelularni hydrogenuhli¢itan. Tyto molekuly dale spoustéji kaskadu ptes rozpustnou adenyl
cyklazu, cyklicky adenosinmonofosfat, proteinkinazu A, PTP, ktera finalné spousti kapacitaci
(Naz et al., 2004). Lipidova dvojvrstva zahrnuje fosfolipidy, cholesterol a glykolipidy.
Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek se li$i mezidruhové, mezi jedinci stejného druhu,
ale take mezi odebranymi ejakulatu od jednotlivych byku (Gadella et al., 2001). Cholesterol je
ve vysokém mnozstvi v hlavi¢ce spermie, kde reguluje fluiditu membrany a hraje dtlezitou roli
pii kapacitaci. Cholesterol je vyvazovan z plazmatické membrany proteiny s vysokou
molekularni hmotnosti, jako je albumin pfitomny v oviduktalni tekutiné. Eflux cholesterolu
z plazmatické membrany spermie je spojen s aktivaci signalnich transdukénich drah vedoucich
ke kapacitaci a koreluje se zvySenim tyrosinové fosforylace (Naz et al., 2004; Visconti et al.,
2011). Jak je uvedeno vyse v textu, plazmaticka membrana je primarni struktura poskozena pfi
kryokonzervaci Kryokonzervace vede k teplotni fluktuaci a dehydrataci bun¢k, ktera indukuje

preskupovani membranovych lipidovych slozek, ztratu polynenasycenych mastnych kyselin a
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cholesterolu (Bailey et al., 2000; Naresh and Atreja, 2015). Membranova destabilizace
influx vapniku do spermie a nastartovani kapacita¢nich zmén a spusténi tzv. kryokapacitace
(Cormier and Bailey, 2003; Breininger et al., 2010). Tato pfed¢asna kapacitace zpusobena
béhem chlazeni, mrazeni a rozmrazeni spermii snizuje jejich oplozenischpnost spermie i ptes
jejich zivotaschopnost (Naresh and Atreja, 2015).

Influx vapniku aktivuje sAC se zvySenou tvorbou cAMP a DAG, coz vede ke kapacitaci
prostiednictvim tyrosinové fosforylace. Tyrosinova fosforylace je povazovana za marker
kapacitace a diky tyrosinové fosforylaci (PTP) spermie ziskaji hyperaktivni motilitu a
podstupuji akrozomovou reakci (Naresh and Atreja, 2015; Naz et al., 2004). PTP indukovana
kryokozervaci vyznamné snizuje spermiim schopnost se vazat na zonu pellucidu a je jednou
z pti¢in snizené oplozenischpnosti rozmrazenych spermii u bykt (Naresh and Atreja, 2015).

Piesny molekularni mechanismus indukované kapacitace béhem kryokonzervace neni
doposud zcela objasnén, ale dosavadni studie uvadéji, ze kryokonzervace indukuje degradaci
bilkovin u spermii riznych savci jako je napfiklad byk, buvol, kanec nebo kun (Naresh and
Atreja, 2015). Zjisténi molekulové vahy proteinii v tomto experimentu, které byly tyrosin
fosforylovany, byla pouzita SDS-elektroforéza extrahovanych proteini na membranu a
kalibra¢ni ktivky. Molekulovd véaha fosforylovanych proteinti na tyrosinu byla stanovena
z celych bycich spermii a jednd se tedy o celkovou fosforylaci. Naresh and Atreja (2015)
zaznamenaly zvyseni tyrosinové fosforylace na by¢ich spermiich po kryokonzervaci u proteint
0 molekulové véaze 56 kDa a u japonskych ¢ernych byka byly vyhodnoceny proteiny o vaze 35
a 41 kDa. U buvol, zvitat spadajici do stejné podceledi jako je byk, byla zjisténa zvysena PTP
u nativniho ejakulatu a kryokonzervovaného. PTP u ¢erstvych buvolich spermii byla stanovena
U dvou proteind (p72 a p86). Ejakulat po rozmrazeni vykazoval zvySenou tyrosinovou
fosforylaci v deviti proteinech (p20, p30, p32, p38, p49, p56, p72 a p86), kvuli zvysenym
hladindm intracelularnich signaliza¢nich molekul, jako je cAMP, vapnik a DAG zptsobenych
negativnimi vlivy kryokonzervace (Kumar and Atreja, 2011). Galantino-Homer et al., (1997)
publikovali, Ze po aplikaci anti-fosfotyrosinové protilatky zaznamenali u Eerstvych spermii na
zamrazeni a rozmrazeni Galantino-Homer et al. (1997) naméfili zvySenou intenzitu u proteinu
p45 a téz potvrzuji domnénku, ze kapacitace je zprostfedkovana téz signalizac¢ni cestou
CAMP/PKA. Vysledky ziskané ve studii (Cormier and Bailey, 2003) ukazuji, ze kapacitace
by¢ich spermii vyvolana fyziologicky nebo kryokonzervaci vykazuje rozdilny profil

fosforylovanych proteind na tyrosinu, resp. u kryokapacitovanych spermii neni identicky profil
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proteind, které byly fosforylovany na tyrosinu. Tato prace uvadi, ze signal bendi ma klesajici
tendenci u nékterych fosforylovanych proteini po péti hodinové inkubaci oproti
nekapacitovanym spermiim. Ale potvrzuji, ze zmrazeni a rozmrazeni zptisobuje tyrosinovou
fosforylaci a naslednou kryokapacitaci. Stanovili protein o molekulové vaze 56 kDa, u kterého
probéhla tyrosinova fosforylace. Tento protein byl detekovan u Eerstvych spermii byka po
inkubaci i u spermii, které byly rozmrazeny. Experiment byl potvrzen imunoblotovaci metodou
s pouzitim stejného ejakuladtu od jednoho byka. Naproti tomu, vykazujici protein p35 byl
detekovan pouze u spermii po kryokonzervaci bezprostiedné po rozmrazeni. Stejné vysoka
intenzita tyrosinove fosforylace proteinu p35 nebyla pozorovéna u nativnich nekapacitovanych
spermii i po inkubaci (Cormier and Bailey, 2003). Publikace Roy and Atreja, (2009) potvrzuji
ptitomnost fosforylovaného proteinu na tyrosinu 0 molekulové vaze 32 kDa u kapacitovanych
spermii, ktery se téZ objevuje u kancich spermii (Naresh and Atreja, 2015; Roy and Atreja,
2009; Tardif et al., 2001). U vySe zminénych publikaci je ur¢ita shoda mezi sebou a s vysledky
experimentu nasi prace. V nasi praci byly naméfeny vyssi intenzity tyrosinové fosforylace u
proteini 33, 37,5, 46, 66, 93 a 130 kDa. Tyto proteiny byly naméteny jak u nativnich spermii,
tak u spermii po kryokonzervaci. Vysledky mezi témito skupinami se liSily v intenzité signala
jednotlivych bendd. Experiment nasi prace vykazuje podobné vysledky u proteint 33, 37,5 a
46 kDa jako vyse zminéné publikace (Cormier and Bailey, 2003; Kumara and Atreja, 2011;
Naresh and Atreja, 2015). Mirne odchylky od molekulové vahy mohou byt zptsobeny
pracovnim postupem béhem extrakce proteind u jednotlivych pokusi. N&§ experiment,
podobné jako Tardif et al. (2001), pouzil k pro¢isténi vzorka hustotni gradient Percoll, kterym
se eliminovaly spermie mrtvé, ¢i po spontanni akrozomové reakci. V piipad¢, ze spermie nejsou
procistény pies hustotni gradient a do vzorku jsou pouzity spermie se spontanni akrozomovou
reakci, je mozné, ze se vylévaji do extracelularniho prostfedi proteiny z vezikul a ty poté
ovliviiuji detekci proteinti na membrané po Western blotu(Kalab et al., 1998). Dalsimi faktory
ovlivilgjici vysledky mohou byt individudlni rozdily bykut (Yeste, 2016), pouziti jiné protilatky
nebo poskozené akrozomy u pouzitych spermii (Roy and Atreja, 2009).

Pro zjisténi tyrosinové fosforylace proteint lokalizovanych na hlavi¢ce spermii byla
pouzita metoda nepfimé imunofluorescence. Cormier and Bailey (2003) popisuji ve své studii
pomoci nepiimé imunofluorescence, ze spermie PO kryokonzervaci vykazovaly signél
v hlavi¢ce naznacujici jistou Groven kapacitace nazyvanou kryokapacitace. Metoda nepiimé
imunofluorescence odhalila, Ze vétSina kryokonzervovanych spermii ma charakteristickou
distribuci proteinu s tyrosinovou fosforylaci identickou s nativnimi kapacitovanymi spermiemi

v oblasti subekvatorianim segmentu a akrozomu. Podobné vysledky jako publikoval Cormier
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and Bailey (2003) vysly v experimentu této prace. Nas vyzkum ukazal, Ze existuje signifikantni
rozdil tyrosinové fosforylace v oblasti akrozomu nekapacitovanych od kapacitovanych spermii.
U spermii, kde probihala PTP pouze na subekvatoridlnim segmentu, byl pozorovan
signifikantni rozdil kapacitovanych spermii od nekapacitovanych a kapacitovanych od
kryokonzervovanych. Signifikantni rozdil byl také zjistén u kryokonzervovanych spermii od
kapacitovanych. Studie Tardief et al., (2001) potvrdili pomoci nepfimé imunofluorescence PTP
na hlavi¢ce spermii (Tardief et al., 2001), kde téz prokazali PTP v oblasti subekvatorialnim
segmentu a akrozomu po kapacitaci. Ukazuje se, ze PTP specificky na hlavi¢ce projevuje ur€ity
stupen kapacitace spermii. Nizky stupen vykazuje signal pouze v akrozomu. Stfedni stupeil
kapacitace je Kklasifikovany vyskytem PTP pouze v subekvatoridlnim segmentu. PTP
v akrozomu i subekvatorialnim segmentu je zafazena do vysokého stupné (Tardif et al., 2001).
V nasi praci byla vysoka existence stfedniho stupné kapacitace u kryokonzervovanych spermii.
Kapacitované spermie vykazovali PTP ve stfednim i vysokém stupni. Pfitomnost tyrosinové
fosforylace v oblasti subekvatorianiho segmentu a akrozomu souvisi s reorganizaci
plazmatické membrany a cytoskeletarni struktury vztahujici se ke kapacitaci a kryokonzervaci
(Cormier and Bailey, 2003).

Vysledky nasi studie dokazuji, ze kryokonzervace bycich spermii vyvolava zmény
podobné fyziologické kapacitaci (kryokapacitace) v sami¢i pohlavni soustavé, jako je
redistribuce fosfolipidd, eflux cholesterolu, destabilizace membrany a influx vépniku.
Kryokapacitace je také oznacovana jako pred¢asna kapacitace a je brana jako nezadouci proces,
protoze pied¢asné kapacitované spermie mohou prochazet spontanni akrozomovou reakci diive
nez se vyskytuji v misté fertilizace a vykazuji tim snizenou schopnost penetrace do oocytu
(Mostek et al., 2017; Naresh and Atreja, 2015). Spermie jsou velmi citlivé na zmény
extracelularniho prostfedi (teplota, osmolarita), ke kterym dochéazi pravé Vv prubchu
kryokonzervace. Pokud se rozdily osmolality stanou pro spermie netolerovatelnymi, ztraceji
svoji motilitu, coz je nereverzibilni proces. Pravé motilita je jeden z dilezitych faktorti pro
oplozeni schopnost spermii, kterdA mimo jiné udava informace o energetickych zdrojich spermii
(Tasdemir et al., 2013). Ovsem ani zjisténa dobra motilita po rozmrazeni ejakulatu nemusi
predstavovat kvalitni ejakulat. I motilni spermie mohou mit sniZenou Zivotaschopnost a
fertilizaci zptisobenou kryokonzervaci (Bailey et al., 2000). Toto je nutné brat na védomi pii
hodnoceni kvality spermii bykt. Pro zvySeni kvality insemina¢nich davek v chovech byka je
tedy nutné zabyvat se jak modifikaci kryokonzervacnich protokolu tak detailnéji analyzovat

ejakulat pouzivany ke kryokonzervaci a pro naslednou inseminaci.
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[ Zavér

Pti hodnoceni tyrosinové fosforylace pomoci nepfimé imunofluorescenéni mikroskopie u
byc¢ich spermii v nativnim stavu a po kryokonzervaci byl prokazéan signifikantni rozdil
V intenzité signalu v akrozomu mezi nekapacitovanymi a kapacitovanymi spermiemi.
Kryokonzervované spermie vykazovaly signifikantni rozdil v tyrosinové fosforylaci
subekvatoridlniho segmentu od kapacitovanych spermii. Byl zjistén vyznamny rozdil v
tyrosinové fosforylaci v akrozomu i v subekvatorialnim segmentu mezi kryokonzervovanymi a
kapacitovanymi spermiemi.

Prostfednictvim imunoblotové analyzy byly zjistény proteiny v celych cerstvych i
kryokonzervovanych spermiich, které byly fosforylovany na tyrosinu. Nase vysledky ukazaly
PTP u proteint s molekulovou hmotnosti 33 kDa, 37,5 kDa, 46 kDa, 66 kDa, 93 kDa a 130
kDa. Imunoblotova analyza tedy potvrdila kapacitacni zmény kryokonzervovanych spermii.
Kryokonzervace tedy zpusobuje pred¢asnou kapacitaci, kterd mé negativni vliv na

zivotaschopnost a fertilizaci spermie.

Jelikoz doposud nebyl objeven presny mechanismus kryokapacitace, je do budoucna
vhodné experimenty spojené shodnocenim vlivu kryokonzervace doplnit napiiklad o
proteomické hodnoceni zmén v jednotlivych strukturach spermii pomoci subcelularnich
extrakénich kitd, pouziti 2D elektroforézy ¢i spektrometrii pro piesnéjsi identifikaci
fosforylovanych proteinti. Vzhledem Kk navysujici se poptavce o insemina¢ni davky skotu by
byl vhodny dalsi vyzkum ke stanoveni markeru pro urceni fertiliza¢nich schopnosti spermii po
kryokonzervaci.

Pro odhaleni mechanismu piisobeni kryokonzervace na kapacitaéni zmény na spermiich je
do budoucna tfeba ud¢lat dalsi experimenty s vy$Sim poctem opakovani a vyS$Sim poctem

zvirat.

45



8 Seznam literatury

Abou-Haila, A., Tulsiani, D. R. 2000. Mammalian sperm acrosome: formation,

contents, and function. Archives of Biochemistry and Biophysics. 379(2). 173-182.

Abou-haila, A., & Tulsiani, D. R. 2009. Signal transduction pathways that regulate
sperm capacitation and the acrosome reaction. Archives of Biochemistry and Biophysics.
485(1). 72-81.

Amirat, L., Tainturier, D., Jeanneau, L., Thorin, C., Gérard, O., Courtens, J. L., Anton,
M. 2004. Bull semen in vitro fertility after cryopreservation using egg yolk LDL: a comparison

with Optidyl®, a commercial egg yolk extender. Theriogenology. 61(5). 895-907.

Anger, J. T., Gilbert, B. R., Goldstein, M. 2003. Cryopreservation of sperm: indications,
methods and results. J. Urol. 170. 1079 —1084.

Arthur, G. H., Noakes, D. E., Parkinson, T. J., England, G. C. W. 2001. Arthur’s
Veterinary Reproduction and obstetrics. Eighth edition. Saunders. London. p. 868. ISBN: 0-
7020-2556-9.

Bailey, J. L., Bilodeau, J. F., Cormier, N. 2000. Semen cryopreservation in domestic

animals: a damaging and capacitating phenomenon. J Androl. 21. 1-7.

Ball, P. J. H., Peters, A. R. 2004. Reproduction in cattle. 3rd ed. Blackwell Publishing.
UK. p. 853. ISBN: 1-4051-1545-9.

Breininger, E., Cetica, P. D., Beconi, M. T. 2010. Capacitation inducers act through
diverse intracellular mechanisms in cryopreserved bovine sperm. Theriogenology. 74(6). 1036-

1049.

Breitbart, H., Naor, Z. 1999. Protein kinases in mammalian sperm capacitation and the

acrosome reaction. Reviews of Reproduction. 4(3). 151-159.

46



Brener, E., Rubinstein, S., Cohen, G., Shternall, K., Rivlin, J., Breitbart, H. 2003.
Remodeling of the actin cytoskeleton during mammalian sperm capacitation and acrosome
reaction. Biology of Reproduction. 68(3). 837-845.

Calogero, A. E., Burrello, N., Barone, N., Palermo, 1., Grasso, U., D'Agata, R. 2000.
Effects of progesterone on sperm function: mechanisms of action. Human Reproduction. 15(1).
28-45.

Cormier, N., Bailey, J. L. 2003. A differential mechanism is involved during heparin-
and cryopreservation-induced capacitation of bovine spermatozoa. Biology of reproduction.
69(1). 177-185.

Cormier, N., Sirard, M. A., Bailey, J. L. 1997. Premature capacitation of bovine
spermatozoa is initiated by cryopreservation. Journal of Andrology. 18(4). 461-468.

Cross, N. L. 1998. Role of cholesterol in sperm capacitation. Biology of Reproduction.
59(1). 7-11.

Chakrabarty, J., Banerjee, D., Pal, D., De, J., Ghosh, A., Majumder, G. C. 2007.
Shedding off specific lipid constituents from sperm cell membrane during

cryopreservation. Cryobiology. 54(1). 27-35.

Chenoweth, P., Lorton, S. 2014. Animal andrology: theories and applications. ChenoVet
Animal Andrology. London. p. 551. ISBN: 978-1-78064316-8.

Dubg, C., Leclerc, P., Baba, T., Reyes-Moreno, C., Bailey, J. L. 2005. The proacrosin
binding protein, sp32, is tyrosine phosphorylated during capacitation of pig sperm. Journal of
Andrology. 26(4). 519-528.

Flesch, F. M., Gadella, B. M. (2000). Dynamics of the mammalian sperm plasma

membrane in the process of fertilization. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Reviews on
Biomembranes. 1469(3). 197-235.

47



Florman, H. M., Jungnickel, M. K., Sutton, K. A. 2008. Regulating the acrosome
reaction. International Journal of Developmental Biology. 52(5-6). 503-510.

Fraser, L. R. 2010. The “switching on” of mammalian spermatozoa: molecular events
involved in promotion and regulation of capacitation. Molecular Reproduction and
Development. 77(3). 197-208.

Fraser, L. R., McDermott, C. A. 1992. Ca2+-related changes in the mouse sperm
capacitation state: a possible role for Ca2+-ATPase. Journal of reproduction and fertility, 96(1),
363-377.

Gadella, B. M. 2008. Sperm membrane physiology and relevance for fertilization.
Animal Reproduction Science. 107(3). 229-236.

Gadella, B. M., Rathi, R., Brouwers, J. F. H. M., Stout, T. A. E., Colenbrander, B. 2001.
Capacitation and the acrosome reaction in equine sperm. Animal Reproduction Science. 68(3).
249-265.

Galantino-Homer, H. L., Florman, H. M., Storey, B. T., Dobrinski, I., Kopf, G. S. 2004.
Bovine sperm capacitation: Assessment of phosphodiesterase activity and intracellular
alkalinization on capacitation-associated protein tyrosine phosphorylation. Molecular
Reproduction and Development. 67(4). 487-500.

Gamcik, P., Kozumplik, J., Schvarc, F., Zibrin, M., VIcek, Z. 1984. Andrologia a um¢la

inseminacia hospodarskych zvierat. Priroda. Bratislava. 344 s.

Gur, Y., Breitbart, H., Lax, Y., Rubinstein, S., Zamir, N. 1998. Angiotensin Il induces
acrosomal exocytosis in bovine spermatozoa. American Journal of Physiology-Endocrinology
and Metabolism. 275(1). E87-E93.

Jelinek, P., Koudela, K., Dosko¢il, J., Illek, J., Kotrbacek, V., Kovari, F., Kroupova,

V., Kucera, M., Kudlac, E., Travnicek, J., Valent, M. 2003. Fyziologie hospodaiskych zvirtat.
Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita. Brno. 414 s. ISBN: 80-7157-644-1.

48



Jones, R. 1997. Plasma membrane structure and remodelling during sperm maturation

in the epididymis. Journal of Reproduction and Fertility. Supplement. 53. 73-84.

Jones, R., Howes, E., Dunne, P. D., James, P., Bruckbauer, A., Klenerman, D. 2010.
Tracking diffusion of GM1 gangliosides and zona pellucida binding molecules in sperm plasma
membranes folloSing cholesterol efflux. Developmental Biology. 339 (2). 398-406.

Hafez, B.,Hafez, E. 2000. Reproduction in farm animals. 7th edition. Lippincott
Williams & Wilkins. Philadelphia. 509 s. ISBN: 0683305778.

Henricks, D. M., Kouba, A. J., Lackey, B. R., Boone, W. R., Gray, S. L. 1998.
Identification of insulin-like growth factor I in bovine seminal plasma and its receptor on

spermatozoa: influence on sperm motility. Biology of Reproduction. 59(2). 330-337.

Herrero, M. B., Gagnon, C. 2001. Nitric oxide: a novel mediator of sperm
function. Journal of Andrology. 22(3). 349-356.

Hille, B. 2001. lon channels of excitace membranes. Sinauer Associates, Inc.
Sunderland. pp. 788. ISBN: 0-87893-321-2.

Ho, H. C., Suarez, S. S. 2001. Hyperactivation of mammalian spermatozoa: function
and regulation. Reproduction. 122(4). 519-526.

Holt, W. V. 2000. Basic aspects of frozen storage of semen. Animal Reproduction
Science. 62(1). 3-22.

Hopper, R. M. 2014. Bovine Reproduction. Wiley-Blackwell. 1rd. pp. 816. SBN-13:
978-1-1184-7083-1.

Hu,J. H., Li, Q. W.,, Zan, L. S., Jiang, Z. L., An, J. H., Qang, L. Q., Jia, Y. H. 2010. The

cryoprotective effect of low-density lipoproteins in extenders on bull spermatozoa following
freezing-thawing. Animal Reproduction Science. 117(1). 11-17.

49



Chakrabarty, J., Banerjee, D., Pal, D., De, J., Ghosh, A., Majumder, G. C. 2007.
Shedding off specific lipid constituents from sperm cell membrane during cryopreservation.
Cryobiology. 54(1). 27-35.

Kaneto, M., Harayama, H., Miyake, M., Kato, S. 2002. Capacitation-like alternations in
cooled boar spermatozoa: assessment Dby the chlortetracycline staining assay and
immunodetection of tyrosine-phosphorylated sperm proteins. Animal Reproduction Science.
73 (3-4). 197-209.

Koolman, J., R6hm, K.-H. 2012. Barevny atlas biochemie. 4. vydani. Grada Publishing,
a.s. Praha. 512 s. ISBN: 978-80-247-2977-0.

Kumar, R., Atreja, S. K. (2012). Effect of Incorporation of Additives in Tris-Based Egg
Yolk Extender on Buffalo (Bubalus bubalis) Sperm Tyrosine Phosphorylation During

Cryopreservation. Reproduction in domestic animals. 47(3). 485-490.

Layek, S. S., Mohanty, T. K., Kumaresan, A., Parks, J. E. 2016. Cryopreservation of
bull semen: evolution from egg yolk based to soybean based extenders. Animal Reproduction
Science. 172. 1-9.

Lenzi, A., Gandini, L., Picardo, M., Tramer, F., Sandri, G., Panfili, E. 2000.
Lipoperoxidation damage of spermatozoa polyunsaturated fatty acids (PUFA): scavenger

mechanisms and possible scavenger therapies. Front Biosci, 5(1). 1-15.

Luconi, M., Baldi, E. 2003. How do sperm swim? Molecular mechanisms underlying

sperm motility. Cellular and Molecular Biology. 49(3). 357-3609.

McGeady, T. A., Quinn, P. J., FitzPatrick, E. S., Ryan, M. T. et al., 2006. Veterinary
embryology. Oxford; Ames, lowa:Blackwell Pub. 377 p. ISBN:140511147X.

Moce, E., Blanch, E., Tomas, C., Graham, J. K. 2010a. Use of cholesterol in sperm

cryopreservation: present moment and perspectives to future. Reprod Domest Anim. 45. 57-66.

Mortimer, S. T. 2000. CASA-practical Aspects. Journal of Androogy. 21 (4). 515-24.

50



Mostek, A., Dietrich, M. A., Slovinska, M., Ciereszko, A. 2017. Cryopreservation of

bull semen is associated with carbonylation of sperm proteins. Theriogenology. 92. 95-102.

Moussa, M., Martinet, V., Trimeche, A., Tainturier, D., Anton, M. 2002. Low density
lipoproteins extracted from hen egg yolk by an easy method: cryoprotective effect on frozen—
thawed bull semen. Theriogenology. 57(6). 1695-1706.

Mutalik, S., Salian, S. R., Avadhani, K., Menon, J., Joshi, H., Hegde, A. R., Adiga, S.
K. 2014. Liposome encapsulated soy lecithin and cholesterol can efficiently replace chicken
egg yolk in human semen cryopreservation medium. Systems Biology in Reproductive
Medicine. 60(3). 183-188.

Naz, R. K., Rajesh, P. B. 2004. Role of tyrosine phosphorylation in sperm

capacitation/acrosome reaction. Reproductive Biology and Endocrinology. 2(1). 75.

Naresh, S., Atreja, S. K. 2015. The protein tyrosine phosphorylation during in vitro
capacitation and cryopreservation of mammalian spermatozoa. Cryobiology. 70(3). 211-216.

Neill, J. D., Challis, J. R. G., Kretser, D. M., Pfaff, D. W., Richards, J. S., Plant, T. M.,
Wassarman, P. M. 2006. Knobil and Neill’s Physiology of reproduction. Academic press.
Amsterdam. 1726 s. ISBN: 9780125154000.

Parks, J. E., Graham, J. K. 1992. Effects of cryopreservation procedures on sperm

membranes. Theriogenology. 38(2). 209-222.

Parks, J. E., Lynch, D. V. 1992. Lipid composition and thermotropic phase behavior of
boar, bull, stallion, and rooster sperm membranes. Cryobiology. 29(2). 255-266.

Parrish, J. J. 2014. Bovine in vitro fertilization: in vitro oocyte maturation and sperm
capacitation with heparin. Theriogenology. 81(1). 67-73.

Patrat, C., Serres, C., Jouannet, P. 2000. Induction of a sodium ion influx by

progesterone in human spermatozoa. Biology of Reproduction. 62(5). 1380-1386.

51



Pawson, T. 2004. Specificity in signal transduction: from phosphotyrosine-SH2 domain

interactions to complex cellular systems. Cell. 116(2). 191-203.

Pommer, A., C., Rutllant, J., Meyers, S. A. 2003. Phosphorylation of protein tyrosine
residues in fresh and cryopreserved stallion spermatozoa under capacitating conditions. Biology
of reproduction. 68(4). 1208-1214.

Qi, H., Moran, M. M., Navarro, B., Chong, J. A., Krapivinsky, G., Krapivinsky, L.,
Clapham, D. E. 2007. All four CatSper ion channel proteins are required for male fertility and
sperm cell hyperactivated motility. Proceedings of the National Academy of Sciences. 104(4).
1219-1223.

Roldan, E. R., Shi, Q. X. 2007. Sperm phospholipases and acrosomal exocytosis. Front
Biosci. 12(1). 89-104.

Roy, S. C., Atreja, S. K. 2009. Capacitation-associated protein tyrosine phosphorylation
starts early in buffalo (Bubalus bubalis) spermatozoa as compared to cattle. Animal
reproduction science. 110(3-4). 319-325.

Ren D, Xia J. 2010. Calcium signaling through CatSper channels in mammalian
fertilization. Physiology (Bethesda). 25. 165-175.

Rivlin, J., Mendel, J., Rubinstein, S., Etkovitz, N., Breitbart, H. 2004. Role of hydrogen
peroxide in sperm capacitation and acrosome reaction. Biology of reproduction. 70(2). 518-
522.

Saez, F., Ouvrier, A., Drevet, J. R., 2011. Epididymis cholesterol homeostasis and sperm
fertilizing ability. Asian J Androl. 13. 11-17.

Schiller, J., Muller, K., Suss, R., Amhokl, J., Grey, C., Hermann, A., Lessig, J., AmokI,

K., Muller, P., 2003. Analysis of the lipid composition of bull spermatozoa by MALDI-TOF
mass spektrometry — a cautionary note. Chem Phys Lipids. 126. 85-94.

52



Schmidt, H., Kamp, G. 2004. Induced hyperactivity in boar spermatozoa and its
evaluation by computer-assisted sperm analysis. Reproduction. 128(2). 171-179.

Sieme, H., Oldenhof, H., Wolkers, W. F. 2015. Sperm membrane behaviour during
cooling and cryopreservation. Reproduction in domestic animals. 50(S3). 20-26.

Singh, A. K., Singh, V. K., Narwade, B. M., Mohanty, T. K., Atreja, S. K. 2012.
Comparative Quality Assessment of Buffalo (Bubalus bubalis) Semen Chilled (5° C) in Egg
Yolk-and Soya Milk—Based Extenders. Reproduction in Domestic Animals. 47(4). 596-600.

Singh, V. K., Atreja, S. K., Kumar, R., Chhillar, S., Singh, A. K. 2012. Assessment of
Intracellular Ca2+, cAMP and 1, 2-Diacylglycerol in Cryopreserved Buffalo (Bubalus bubalis)
Spermatozoa on Supplementation of Taurine and Trehalose in the Extender. Reproduction in
domestic animals. 47(4). 584-590.

Suarez, S. S., Ho, H. C. 2003. Hyperactivated motility in sperm. Reproduction in
Domestic Animals. 38(2). 119-124.

Sutovsky, P., Manandhar, G. 2006. Mammalian spermatogenesis and sperm structure:
anatomical and compartmental analysis. The Sperm Cell: Production, Maturation, Fertilization,
Regeneration. 1-30.

Tapia, J. A., Macias-Garcia, B., Miro-Moran, A., Ortega-Ferrusola, C., Salido, G. M.,
Pefia, F. J., Aparicio, I. M. 2012. The membrane of the mammalian spermatozoa: much more

than an inert envelope. Reproduction in Domestic Animals. 47(s3). 65-75.

Tasdemir, U., Biiyiikleblebici, S., Tuncer, P. B., Coskun, E., Ozgiirtas, T., Aydm, F. N,
Giircan, 1. S. 2013. Effects of various cryoprotectants on bull sperm quality, DNA integrity and
oxidative stress parameters. Cryobiology. 66(1). 38-42.

Tardif, S., Dubé, C., Chevalier, S., Bailey, J. L. 2001. Capacitation is associated with

tyrosine phosphorylation and tyrosine kinase-like activity of pig sperm proteins. Biology of
reproduction. 65(3). 784-792.

53



Tulsiani, D. R., Abou-Haila, A., Loeser, C. R., Pereira, B. M. 1998. The biological and
functional significance of the sperm acrosome and acrosomal enzymes in mammalian
fertilization. Experimental Cell Research. 240(2). 151-164.

Tulsiani, D. R., Zeng, H., Abou-Haila, A. 2007. Biology of sperm capacitation: evidence
for multiple signalling pathways. Society of Reproduction and Fertility supplement. 63. 257.

Yanagimachi, R. 1994. Fertility of mammalian spermatozoa: its development and
relativity. Zygote. 2(4). 371-372.

Yeste, M. 2016. Sperm cryopreservation update: Cryodamage, markers, and factors

affecting the sperm freezability in pigs. Theriogenology. 85(1). 47-64.

Visconti, P. E. 2009. Understanding the molecular basis of sperm capacitation through
kinase design. Proceedings of the National Academy of Sciences. 106(3). 667-668.

Visconti, P. E., Bailey, J. L., Moore, G. D., Pan, D., Olds-Clarke, P., Kopf, G. S. 1995.
Capacitation of mouse spermatozoa. I. Correlation between the capacitation state and protein
tyrosine phosphorylation. Development. 121(4). 1129-1137.

Visconti, P. E., Krapf, D., De La Vega-beltran, J. L., Acevedo, J. J., Darszon, A. 2011.
lon channels, phosphorylation and mammalian sperm capacitation. Asian Journal of

Andrology. 13(3). 395.

Watson, P. F. 2000. The causes of reduced fertility with cryopreserved semen. Animal
Reproduction Science. 60. 481-492.

54



9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AC — adenyl cyklaza

AKAP — kinaza ukotvujici faktor A

AR — akrozomova reakce

All — angiotenzin 11

CcAMP — cyklicky adenosinmonofosfat
CaVs — kanal selektivni vapnik

CNG - cyklicky nukleotid

DAG - diacylglycerol

IGF-1 — inzulinu podobny ristovy faktor 1
IP3 — inositoltrifosfat

NADH — nikotinamidadenindinukleotid
NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
OAM - vn¢jsi akrozomova membrana
P1P2 — fosfatidylinositol bifosfat

PKA — proteinkindza A

PLC — fosfolipaza C

PTP — tyrsinova fosforylace

ROS - reaktivni formy kysliku

SAC — rozpustna adenyl cyklaza

ZP — zona pellucida

ZP3 — zona pellucida protein 3
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11 Samostatné prilohy

Priloha ¢. 1: Membrana oSetfena protilatkou proti tubulinu.
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Priloha ¢. 3: Membrana s proc¢isténymi vzorky pfes hustotni gradient Bovi Pure a obarvena

Ponceau

Priloha ¢&. 4: Kalibracni kiivky pro vypocet molarni hmotnosti proteind.

5,45 5.2
°

54 . 5,15
5,35 "

5,3 51
5,25 5,05

5,2 °
5,15 . > ¢

5,1 4,95
5,05

4,9 v
5 y=-0,1991x +5,5364 @ :
y =-0,1775x + 5,4903 @
4,95 4,85
0 1 2 3 0 1 2 3 4
4,9 4,75
e
4,85 47 .
3 4 K
4,8 ©
4,6
4,75 (2
4,55 "
4,7 ]
- 4,5

4,65 4,45

4,6 4,4 y=-0,0813x+5,128 ®

y=-0,0957x +5,2115 @
4,55 4,35
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10

59



