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Média pro in vitro kapacitaci
Souhrn

Tato bakalatska prace shromazd’'uje dosavadni poznatky o kapacitacnich médii pro in
vitro kapacitaci spermii, u vybranych hospodarskych zvirat. Pro pochopeni ucinku slozek
jednotlivych médii byly do této prace zahrnuty poznatky o kapacitanich procesech, které
urcité latky, jako napftiklad bikarbonat nebo vapnik stimuluji.

Do kapacitacnich procest se zahrnuje naptiklad vystaveni plazmatického cholesterolu,
vlivem aminofosfolipidové reorganizace membrany. Do kapacitacnich znakt se zahrnuje také
aktivace proteinkindzy A, kterd ma za nasledek spusténi dalSich signalnich drah, které mtzou
vést k fosforylaci proteind, jejich tyrosinovych residui proteint, které by mohlo vést
k akrozomalni reakci a oplodnéni oocytu. K dal§im ucinkiim proteinkinazy A, se fadi zména
polymerizace aktinu, kterd je nezbytnd pro penetraci oocytu. Aktivovand proteinkindza A
taktéz ovliviiyje nekteré kinazy a chaperony, které jsou odpoveédné za akrozomalni reakci. Ke
kapacitaénim zménam je nutna i iniciace hyperaktivni motility, ktera napomaha utvaret silu
potfebnou pro penetraci oocytu. Hyperaktivni motilita je taktéz regulovana proteinkindzou A,
a stejné jako kapacitani zmény v hlavi¢ce spermii, byla iniciovana vapnikem a
bikarbonatem.

V ptipadé in vivo kapacitace, spermie utvareji ve vejcovodu rezervoar a jsou
vystavovany tekutindm vejcovodu. Tyto tekutiny maji riznou hodnotu pH, energetického
substratu, v zavislosti na zivo¢i§ném druhu. Také se v tekutiné vyskytuje jiz zminény
bikarbonat a akceptor cholesterolu HDL (lipoprotein o vysoké hustoté).

Oproti tomu, kapacitace in vitro zahrnuje variabilitu kapacita¢nich médii v zavislosti na
druhu zvitete. U bycich (Taurus) a kan€ich (Sus) spermii bylo osvédceno jiz nékolik
modifikovanych médii, av§ak hiebcich spermii, naptiklad, nebylo prozatim definovano takové
kapacita¢ni médium, které by vedlo k naslednému tspé€snému oplodnéni oocyti.

Klic¢ova slova: kapacitace, média, in vitro, spermie, ejakulat



Media for in vitro capacitation

Summary

This bachelor thesis congregates existing knowledge about capacitive media for in
vitro capacitance of sperm in selected livestock. To understand the effect of the components
of individual media, knowledge about capacitance processes that stimulate certain substances,
such as bicarbonate or calcium, was included in this work.

Capacitation processes include, for example, exposure to plasma cholesterol due to
aminophospholipid membrane reorganization. Capacitatory traits also include protein kinase
A activation, which results in the triggering of other signaling pathways that can lead to
phosphorylation of proteins, their tyrosine residues, which could lead to an acrosomal
response and oocyte fertilization. Other effects of protein kinase A include the change in actin
polymerization that is necessary for oocyte penetration. Activated protein kinase A also
affects some kinases and chaperones that are responsible for the acrosomal response.
Capacitive changes also require the initiation of hyperactive motility, which helps build the
force needed for oocyte penetration. Hyperactive motility is also regulated by protein kinase
A, and like capacitive changes in the sperm head, it was initiated by calcium and bicarbonate.

In the case of in vivo capacitation, sperm form a reservoir in the fallopian tube and are
exposed to fallopian tube fluids. These fluids have different pH values, the energy substrate,
depending on the animal species. The aforementioned bicarbonate and cholesterol acceptor
HDL (high density lipoprotein) are also present in the fluid.

In contrast, in vitro capacitance involves the variability of capacitance media depending
on the species of animal. Several modified media have been proven in bull and boar sperm,
but stallion sperm, for example, have not yet been defined as a capacitive medium that would
lead to subsequent successful fertilization of oocytes.

Keywords: capacitation, media, in vitro, sperm, ejaculate
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1 Uvod

Kapacitace predstavuje soubor fyziologickych zmén ve spermiich, které jsou vyvolany
prostfedim samiciho reprodukcniho traktu. I kdyz je kapacitace zndma vice jak 50 let, tento
proces neni stdle zcela pochopen (Salicioni et al. 2007). Pti kapacitatnim procesu jsou
pozorovany zmeény, které byly indukovany ptfitomnosti bikarbonatu a vapniku (Visconti et al.
1995) a akceptoru cholesterolu (Bailey 2010). Aktivuje se proteinkindza A, kterd dale iniciuje
fosforylaci proteint (Visconti et al. 1995). Fosforylace proteint a jejich nasledna redistribuce,
pravdépodobné také prispiva k akrozomalni reakci (Tardif et al. 2001). Pomocfi aktivity
proteinkindzy A, nastava zmeéna polymerizace aktinu (Cohen et al. 2004)., ktery je pfitomen
v plazmatické membrané (Cooper 2000). Jedna z popisovanych kapacitacnich zmén je
expozici plazmatického cholesterolu, zapficinénou reorganizaci aminofosfolipidu (Bailey
2010). V neposledni fadé, ucinkem proteinkinazy A, je puisobeni na rizné signalni drahy,
které se poté uplatiiuji pfi akrozomalni reakci (Awda et al. 2010). S kapacitaci je taktéz
spojovana hyperpolarizace plazmatické membrany, jejiz uloha pfi kapacitaci nebyla zcela
definovdna (Herndndez-Gonzdlez et al. 2007). Pro dosazeni fertilizaéni schopnosti, musi
kromé kapacitaénich zmén v hlavickové Casti, spermie také disponovat hyperaktivni
motilitou, ktera je definovana jako zvySeni asymetrie pohybu bi¢iku (Quill et al. 2003). I
v pfipadé hyperaktivni motility, byla nutna pfitomnost bikarbonatu a vapniku (Litvin et al.
2003). Pro ziskani energie vyuziva spermie rizné mechanismy, skrze rizné energetické
substraty (Cooper 2000). Energie je pii tom vyuzivana prevazné pro pohyb spermii (Williams
et al. 2001). Jednim z mechanisma je oxidativni fosforylace, kterd probiha v mitochondriich
(Cooper 2000), avSak zde se tvoti i reaktivni formy kysliku (Aitken 2017). Tyto reaktivni
formy kysliku poskozuji spermie ur€itych druhi, ale napfiklad u hieb¢ich spermii je vyskyt
do zna¢né miry oznaCovan za fyziologicky (Gibb et al. 2014)

Prosttedi in vivo kapacitace zahrnuje utvareni vejcovodového rezervoaru (Hung a
Suarez 2010). A oproti in vitro kapacitaci, ktera je zprostifedkovana jednotnym médiem, in
vivo kapacitace je regulovana postupné vystavenymi tekutinami, které se vylucuji v riznych
segmenech samiciho traktu (Gutiérrez et al. 1993). Oviduktalni tekutiny obsahuji razné
komponenty, které indukuji kapacitaci spermii. Hodnoty se lisily dle zivoc¢isného druhu.
Podstatnou slozkou vejcovodové tekutiny se prokazalo naptiklad pH (Hugentobler et al.
2004), energeticky substrat (Hugentobler et al. 2007), bikarbonatu (Harrison a Gadella 2005),
nebo HDL (lipoprotein o vysoké hustoté), ktery ziejmé slouzi jako akceptor pro cholesterol
(Ehrenwald et al. 1990).

Vybér latky pro kapacitaéni médium, spole¢né se stanovenim jeji koncentrace a
stanovenim doby expozice spermii v té urcité latce, hraje dalezitou roli pro procesy spojené s
in vitro fertilizaci (Goel et al. 2016). VétSinou kapacitacni média obsahuji alespon jednu ze
zakladnich slozek pro kapacitaci, jako je vapnik, bikarbondt nebo bovinni sérovy albumin
(Tsai et al. 2007). To vSak pfimo nespliiuje in vitro kapacitace u hiebcich spermii, které na
rozdil od jinych zivocisnych druhli, nemaji presné definované kapacitacni médium, G€inné pro
kapacitacni proces a ndsledné oplozeni vajicka pfti in vitro fertilizaci (IVF)(Leemans et al.
2016).



2 (il prace

Cilem této price je popsat zdsadni slozky pro in vitro kapacitaci spermii u vybranych
druht hospodarskych zvitat. Porovnavani raznych médii je postavené na dosud popsanych
mechanismu kapacitace spermii.



3 Literarni reSerse

3.1 Morfologie spermii

Spermie se, jako buika) obvykle rozdéluje do dvou morfologickych a funkénich
oblasti. Hlavicka, kterd obsahuje kondenzované haploidni jadro a ocas, ktery
zprostredkovava pohyb buriky, za G¢elem se dostat k vajicku (oocyt), a nasledné burice
napomdhd se dostat skrze obaly oocytu (Alberts et al. 2002).

Na hlavicce spermii u vétSiny druht pfiléha k prednimu konci jaderného obalu
specializovany sekrecni vacek, oznacen jako akrozomalni vacek, ktery obsahuje hydrolytické
enzymy. Tyto enzymy napomdhaji spermiim proniknout do vnéjsiho obalu vajicka. Kdyz se
spermie dotkne vajicka, obsah vezikuly se uvolni exocyt6zou, také zvanou jako akrozomalni
reakce (Alberts et al. 2002).

Pohyblivy ocas spermie je dlouhy bicik, jehoz centralni axonéma, vychdzejici z
bazalniho téliska, které je umisténého t€sn¢ za jadrem. Axonéma se skldda ze dvou
centralnich singletovych mikrotubulli obklopenych deviti rovnomérné rozmisténymi dublety
mikrotubuld. Tato husta vlakna jsou tuha a nekontrakéni. Neni znamo, jakou roli maji v
aktivnim ohybani biciku, které je zptisobeno klouzanim sousednich dubleti mikrotubuli.
Bicikovy pohyb je fizen motorickymi proteiny dyneinu, které vyuzivaji energii hydrolyzy
ATP (adenosintrifosfat) k posunuti mikrotubula (Alberts et al. 2002).

ATP je produkovano v mitochondriich, které jsou umisténé v pfedni ¢asti ocasu
oznacované jako kréek (Alberts et al. 2002).
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Popis a porovnani morfologickych ¢asti spermii u riznych zZivocisnych druhti (Reece 2011)



3.2 Kapacitace spermii

Kapacitace je souhrnny nazev, oznacujici veskeré fyziologické zmény ve spermii, které
jsou vyvoldvany v prostfedi samiciho reprodukéniho traktu (Salicioni et al. 2007). Zmény
zahrnuji fadu sekvencnéch a paralelnich procest (Visconti 2009). I kdyz je kapacitace znima
vice jak 50 let, tento proces neni stale plné pochopen (Salicioni et al. 2007).

Chang (1951) ucinil experiment, ktery obnasel vpraveni ejakulovanych kralicich
(Oryctolagus cuniculus f. domesticus) spermii do horni ¢asti vejcovodu kralic, v riznych
casovych intervalech zavislych na obdobi fije. Na zaklad¢ experimentu prokazal, ze spermie
svou fertilizacni schopnost ziskdvaji po urcité dobé, v prostiedi samiciho reprodukéniho traktu.
V téchto podminkach, zavislych na Case, podstupuji spermie fyziologickou zménu (Chang
1951). Tyto vysledky korelovaly se zadvérem vyplyvajicim z prace Austina (1951), ve které se
predpokladalo, ze studované krysi (Rattus rattus) a krali¢i spermie musi projit ur¢itou formou
ptipravy nebo kapacitace. Coz by spermiim umoznilo penetrovat zonu pellucidu. Pfedpoklada
se, ze kapacitacni proces probihd v ptirozeném prostiedi a situaci, ve vejcovodu (Austin 1951).

Kapacitacni proces rozdélil Visconti (2009) na dvé hypotetické faze, které oznacil jako
rychlé a pomalé uddlosti, at’ uz ptfi podminkach in vivo, nebo in vitro. Vysledkem rychlych
uddlosti je iniciace motility spermii, kterd nastdvd po kontaktu s izotonickym roztokem
obsahujici bikarbondt (HCOs-) a vdpenaté kationty (Ca’+). V pozdéjsi fazi, se zacinaji
projevovat pomalé uddlosti, diky kterym ziskava spermie hyperaktivni motilitu a je pfipravena
podstoupit akrozomdlni reakci. Jak pomalé, tak rychlé procesy jsou centralné regulovany
signdlni drdhou proteinkindzy A (Visconti 2009).

Béhem kapacitace nastavaji zdsadni zmény v oblasti hlavicky spermie, které jsou
vyvolané prostfedim samiciho pohlavniho ustroji. Vlivem bikarbondtu, ktery je u samic
pfitomen v mnohem vyssi koncentraci, v porovnani s koncentraci v nadvarleti (Harrison a
Gadella 2005), nastavaji kapacitacni zmény. Jako je iniciace signdlnich kaskad, skrze
pocatecni aktivaci proteinkindzy A. Do mysi spermie, se bikarbonat dostava skrze sodikovo —
aktivitu enzymu proteinkindzy A. Proteinkindza svou fosforylacni aktivitou, spolecné
s intracelularnim vapnikem, fidi dalsi kroky potfebné pro kapacitaci (Visconti et al. 1995). U
by¢ich spermii se predpokladalo, ze vzestup intracelularniho Ca’+ spojené s kapacitaci by¢iho
spermatu byl alespoti ¢astecné regulovan Ca’>+-ATP4zou (Fraser et al. 1995).

Jednim ze zasadnich krokt pro kapacitaci mysSich (Mus musculus) spermif je
fosforylace proteint.Ta je zprostfedkovana, pfimo nebo nepfimo, zminénou proteinkinazou A
(Visconti et al. 1995). Signélni kaskdda, vyvoland proteinkindzou A, vedla ke zméné
polymerizaci aktinu u byka (Cohen et al. 2004). Zmé&na polymerizace aktinu je nezbytna pro
pronikani spermii do vajicek. Byla pozorovana béhem kapacitace u kancich spermii
(Castellani-Ceresa et al. 1993).

Dalsim dilezitym ucinkem je, napfiklad reorganizace aminofosfolipidii v membrang.
Nasledkem reorganizace je expozice membranového cholesterolu, ktery je nasledn€ odstranén
z membrany pomoci cholesterolového akceptoru. Tim se zajisti jeden z ranych kroka
kapacitace, membranova fluidita. Ta zajisti presun lipidovych rafti, obsahuji proteiny,
nezbytné pro interakci s oocytem. Redistribuci raftd se tak usnadni interakce mezi spermii a
oocytem (Bailey 2010).



V neposledni fadé, proteinkindza A interaguje s riznymi drahami, proteiny a chaperony,
které jsou odpoveédné za navazani zony pellucidy a ndsledné akrozomdélni exocytéze (Awda et
al. 2010). V této podkapitole jsou shrnuty pouze signdlni drahy, které iniciuji proces
kapacitace.

3.2.1 Signalni draha proteinkinazy A

Jeden ze zasadnich Gc¢inkt bikarbonatu klicovych pro kapacitaci spermii, je stimulace
syntézy druhého posla cAMP (cyklicky adenosin 3,5 monofosfat) pfimou aktivaci enzymu
sAC (rozpustnd adenylyncykldza). Tento ucinek byl pozorovan u mysich a krysich spermii
(Chen et al. 2000). Prace Bucka et al. (1999), pfinesla vysledky svédcici o vyskytu enzymu
sAC u mysSich, krysich a lidskych spermii. Enzym se zd4 byt odli§ny od sav¢iho enzymu
tmAC (trabsmembrianovd adenylyncykldza). Jeho pfitomnost, v rdmci spermie, se zda byt
druhové specifickd (Buck et al. 1999). U mysi spermie byl navrhnut mechanismus, diky
kterému se piedpoklada, ze vysoké hladiny cAMP zapficini aktivaci enzymu proteinkindzy A.
Za vhodnych podminek a zménach vlastnosti membrany, dochéazi ke zméné metabolismu
cAMP, v diisledku ptitomnosti HCO3 — spole¢né s Ca’+. Aktivace SAC nastdva za
pfitomnosti vapenatych kationtli a bikarbonatu, a to bud’ spolecnym pisobenim, nebo
ucinkem samostatného iontu. Tim dochdzi k elevaci hladiny intracelularniho cAMP.

Tato hladina mize byt regulovana hydrolyzou jedné nebo vice nukleotidovych enzymu
fosfodiesterdz (PDE), kterd je stimulovana Ca®+. Vysoké hladiny cAMP zapficini aktivaci
proteinkindzy A (Viscotni et al. 1995).

3.2.1.1 Fosorylace proteinu

Fosforylace proteint je jeden z hlavnich mechanismt kontroly bunécné aktivity
v zavislosti na zménach podminek prostiedi. Jedna se o posttranslac¢ni modifikaci proteind,
zprostiedkovanou aktivitou proteinkindz (Berruti 1994). Proteinkindzy fosforyluji své cile, jez
meéni svou funkci vlivem modulace zprostiedkovanou fosforylaci. Proteinkinazy 1ze rozdélit
do dvou kategorii. Prvni kategorif je hlavni typ proteinkinaz. Skupina enzymu katalyzujici
adici fosfatové skupiny na aminokyseliny serin anebo threonin. Do hlavniho typu patii camp
zavisld proteinkindza A. Ddle se k nim fadi kinazy kalcium-kalmodulin-regulované a
proteinkindzy fosfolipidem aktivované. Druhd kategorie jsou kinazy, které fosforyluji
tyrozinova rezidua (zbytsich) proteinti, tyrozinové proteinkinazy. Opacny ucinek maji
fosfatazy s cilem defosforylovat urcité molekuly, ¢imz se podili na regulaci fizeni procesu
fosforylace (Tardif et al. 2001).

Proteinkinaza A, u mysSich spermii, pravdépodobné svou aktivitou stimuluje
spermatické tyrozin kinazy a také se zde nevylucuje, ze by mohla inaktivovat fosfatazu.
Vysledkem aktivity proteinkdzy A, je zvySena tyrozinova fosforylace proteina (Visconti et al.
1995).

Z proteind, které byly fosforylované na tyrozinovych zbytcich, byl popsan napiiklad
protein p32, piitomny ve spermiich kancti. Pfed kapacitacnim procesem se protein vyskytoval
v cytosolu a po dokonceni se vykytoval v membrané. Zaroven byl identifikovan enzym, o
relativni molekulové hmotnosti (Mr) 32 000, s aktivitou charakteristickou pro tyrozinkindzu
(Tardif et al. 2001). Navazujici prace Bailey et al. (2005), ktera nejen, ze potvrdila translokaci
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proteinu p32 do plazmatické membrany behem kapacitace, zaroven upiesnila, ze p32 neni
kone¢nym bodem kapacitace. Pfedbézné vysledky prace prinesly blizsi charakteristiku
enzymu — kinazy Mr 32 000 (ptivodné oznacovana jako TK- 32). Predpoklada se, ze by se
mohlo jednat o mitogenem aktivovanou proteinkindzu (MAPK) (Bailey et al. 2005).

U bycich spermii taktéz byla potvrzena fosforylace proteinti a na zakladé€ vysledki se
podpotila hypotéza, ze kapacitace spermii je zprostfedkovana signalni cestou obsahujici cross
— talk, vzdjemny vliv, mezi signdlni drahou cAMP/PKA a tyrozinkindzy/fosfotdzy (Galantino-
Homer et al. 1997). Stejné tak u hieb¢ich spermii byly prokazané vysledky nasvédcujici
zprostiedkovani kapacitace signdlni drdhou cAMP/PKA s ndslednym tc¢inkem tyrozinkindz
(Pommer et al. 2003).

Béhem kapacitace byla, nepfimou imunolokalizaci u kancich spermii, pozorovana
redistribuce fosforylovanych proteint na tyrozinu do stfedni Casti akrozomalni oblasti. Tento
pozorovany vysledek dokazuje, ze fosforylace se podili nejen na procesu kapacitace, ale i na
akrozomalni reakci. Vysledky také naznacuji, ze proteiny fosforylované na tyrozinu se béhem
kapacitace spoji s vn€j§i membranou v akrozomaln{ oblasti (Tardif et al. 2001).

3.2.1.2 Zména polymerizace aktinu

Aktin je hlavnim cytoskeletdlnim proteinem u vétSiny bunék. Jeho dlohou je vytvaret
aktinovd vldkna pomoci polymerizace. Pfi reverzibilnim procesu polymerizace aktinu se
monomery spojuji s konci aktinovych vldken a disociuji z nich. V burice jsou aktinova vldkna
organizovana do struktur vyssiho fadu, tvoticich svazky nebo trojrozmérné sité. Sestavovani a
rozkladani aktinovych vlaken, jejich zasitovani do svazka a siti a jejich asociace s jinymi
bunécnymi strukturami, jako je plazmatickd membrana, jsou regulovany fadou aktin-
vazebnych proteind. Aktinova vlakna jsou zvlasté hojna pod plazmatickou membranou, kde
tvorti sit’ s ulohou poskytovat mechanickou podporu, urovat tvar buriky a umoziiovat pohyb
bunécného povrchu (Cooper 2000).

Zmena polymerizace aktinu byla popsana u hlavicek bycich spermii. Pfedpoklada se, ze
proteinkindza A, spole¢né s proteinkindzou C, stimuluji polymerizaci aktinu ve dvou
nezdavislych cestach. u jedné drahy je aktivita proteinkindzy C podminéna inhibici
proteinkindzy A. U této drahy se vSak predpoklada, ze nastava za nefyziologickych podminek.
U druhé cesty je tak fyziologicky nezbytnd aktivni forma proteinkindzy A, vedouci ke
kapacitaci spermii. Svym uc¢inkem zabrariuje pred¢asnou aktivaci proteinkinazy C, ohrozujici
kapacitacni proces (Cohen et al. 2004).

U tohoto navrhovaného mechanismu se u by¢ich spermii navrhl i proces s moznosti
CasteCné deaktivace proteinkinazy A na konci kapacitacniho procesu. Tim, ze je deaktivovana
proteinkdnza A je moznost aktivace fosfolipazy C, vedouci k aktivaci proteinkinazy C, coz
ma za nasledek akrozomalni reakci ve spravny Cas (Cohen et al.2004).

V ptipadé hiebcCich spermii byla popsdna aktivace fosfolipdzy C pomoci
extracelularniho progesteronu navazujiciho se na sviij receptor. Tim aktivuje
proteintyrozinkindzovy receptor, ktery je spojeny s fosfolipdzou C. Aktivovana fosfolipdza C
Stépi fosfatidylinositol 4,5,- biofosfat (PIP2) na inositoltrifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG),
ktery aktivuje proteinkindzu C a pfemisti ji na plazmatickou membranu. Proteinkindza C



otevira napétove zavislé vapnikové kanaly v plazmatické membrang, coz vede k piilivu
extracelulatniho vapniku. Narast vapniku v bunce vede k akrozomalni exocytdze. (Rathi et al.
2003).

U mysich spermii byla fosfolipaza C aktivovana pomoci extracelularniho epidermalniho
rustového faktoru navazaného na receptor. Vazba na receptor spermii zpusobuje autofosforylaci
receptoru. To vede k rychlému narustu F aktinu v oblasti mezi plazmatickou membranou a vnitini
akrozomalni membranou. Aktivované receptory fosforyluji fosfolipazu C, ¢imz umozni enzymu,
navazanému na membranu, vazat se na F — aktin. Tento krok umozni fosfolipaze C, prenesené
z cytosolu, udrZet se na membran€. Pii kontaktu s oocytem, se navaze na zonu pellucidu pomoci
receptort na hlavickové oblasti. Aktivace receptort zpusobi pocatecni, avSak relativné malé
zvySeni hladiny intracelularniho vapniku. Nasledné vapnik aktivuje fosfolipazu C. Nastava
hydrolyza membranovych lipida a vysledkem hydrolyzy je zvySeni rozpustnosti membrany.
Hydrolyzou iniciovanou fosfolipazou C se zapficini uvolnéni proteinii z membrany, oddélujici
aktin. Nasledné€ je opét zvysena hladina vnitrobunééného vapniku. Poté aktivuje proteiny Stépici
aktin. Aktivaci dochazi k disperzi F-aktinové sité, vyskytujici se mezi plazmatickou membranou a
akrozomalni membranou. Tyto dvé membrany jsou pak schopné vzajemného kontaktu,
umoznujici membranovou fuzi. Isoforma fosfolipazy C hydrolyzuje fosfatiniositol-4,-5bifosfat
(PIP), ¢imz utvari dva druhé posly zavislé na Ca2+, diacylglycerol (DAG) a inositol (1,4,5)
trifosfat(IP3)(Tomes et al.1996).

3.2.1.3 Reorganizace aminofosfolipidu

Fyziologicka hladina bikarbonatu vyvolava zmény v architekture plazmatické
membrany (Harrison a Gadella 2005). Obdobné jako u somatickych bunék, jsou lipidy
plazmatické membrany ejakulovanych kancich spermii distribuovany asymetricky. Distribuce
aminofosfolipidi (fosfatidylserin — PS, fosfatidylethanolamin — PE) je popisovana ve vétsi
mife na vnitfnim listu membrany, zatimco fosfolipidy obsahujici fosfocholin se vyskytuji ve
vnéj§im listu membrany (fosfatidylcholin — PC, sfingomyelin — SM) (Gadella et al. 1999).

Udrzovani asymetrie, pomoci aminofosolipidové translokace zahrnujici ATP a thiol
zavislé mechanismy, je pravdépodobné fizené aktivitou aminofosfolipidové translokazy.
Tento enzym, znamy téz jako flipaza, zodpovida za prenos PS a PE z vné&jsiho listu membrany
do vnitiniho listu. Flopdza ma stejnou funkci pro fosfolipidy, akorat opacnym smérem,
distribuce z vnitiniho listu do vné&jsi (Gadella a Harrison 2000).

Gadella a Harrison (2002) prokazali, Ze za ptitomnosti bikarbonatu nastava expozice
PE a PS na vngjsi list membrany, u zivych kanc¢ich spermii s neporu§enym akrozomem.
Taktéz dokazali, ze kolaps asymetrie neboli vyrovnani fosfolipidi mezi dvéma listy
membrany, muize byt fizen signalni dradhou pro cAMP zavislou proteinovou fosforylaci.
Predpoklada se, ze by se mohla aktivovat aminofosfolipidova skramblédza (Gadella a Harrison
2002), umoziujici pohyb vsech ¢tyt druhti fosfolipidii obéma sméry pres lipidovou dvojvrstvu
( Gadella a Harrison 2000). Diky tomuto enzymu se presunuji aminofosfolipidy na vng&jsi list
membrany (Gadella a Harrion 2002). U kancich spermii, s nizkou hladinou cholesterolu, se
bikarbonat ukazal jako nezbytny pro lateralni redistribuci cholesterolu. Redistribuce zapficini
lepsi dostupnost cholesterolu pro jeho akceptor (naptiklad albumin) (Flesch et al. 2001).



Tato redistribuce se zd4 byt regulovdna shodnou signdlni drdhou, popsanou u kolapsu
asymetrie aminofosfolipida. Avsak, redistribuce cholesterolu je oproti expozici
aminofosfolipidd, znacn€ pomalejsi. Predpoklada se, Ze redistribuce cholesterolu je nasledny
proces aminofosfolipidové expozice. Soubor téchto zmeén, se jevi jako primarni déje ve vyvoji
fuzogenniho potencialu, ¢imz je umoznéno spermiim podstoupit akrozomalni reakci (Gadella
a Harrison 2002).

Ovsem jiné vysledky pfinesla studie u hieb¢ich (Equus ferus f. caballus) spermii.
Ukazala, Ze remodelace a destabilizace membrany nastiva bez vyznamnych strukturdlnich
zmén ve slozeni membranovych lipida. U vétSiny zivotaschopnych spermii, ktera vykazovala
zvySenou membranovou fluiditu indukovanou bikarbonatem, byla expozice PE sotva
pozorovatelnd (méné nez 5 %). Remodelaci membrany také nedoprovézel charakteristicky
odtok (efflux) cholesterolu (Maitan et al. 2021).

3.2.1.4 Lipidové rafty a SNARE proteiny

Fluidita membrany umozni lipidovym raftim se pfesunout, aby se mohla uskutec¢nit
interakce s oocytem (Bailey 2010). Lipidové rafty se charakterizuji jako platformy pro
signalizaCni zona pellucida receptory (van Gestel et al. 2005). Zona pellucida je obal oocytu,
ktery slouzi jako bariéra proti oplozeni. V zoné pellucidé se nachazeji proteiny, které fidi
akrozomadlni reakci (Alberts et al. 2002). U kancich spermii se ukazalo, ze shlukovani téchto
platforem (mikrodomén), které obsahuji proteiny vazajici zonu pellucidu, vedlo ke zvySeni
koncentrace té€chto receptor. Tim se posilila schopnost spermii vazat se na oocyty. Byly
identifikovany dva raftové proteiny, caveolin-1 a flotillin-1. Proteiny se redistribuovaly do
horni ¢asti hlavicky, za ptitomnosti bikarbonatu v médiu, indukujici kapacitaéni zmény.
Extrakce cholesterolu (efflux), zprostfedkovana albuminem, neméla zadny vliv na raftové
uskupeni. Odstranéni cholesterolu bylo pozorovano v oblasti, kde se rafty nevyskytovaly. Coz
dokazuje, ze indukovany efflux cholesterolu, mize podpofit shluknuti mikrodomén (van
Gestel et al. 2005). Také u mySich spermii byla reorganizace membranovych mikrodomén,
spojena s kapacitaci. Byla oznacena jako klicovy krok pro akrozomalni exocytézu (Thaler et
al. 2006). Avsak ve studii Watanabe a Kondoh (2011) vysledky ukéazaly, ze k pohybu
lipidového raftu dochazi pii akrozomalni reakci (Watanabe a Kondoh 2011).

U kancich spermiich byla popsana pfitomnost SNARE proteint. Konkrétné t-SNARE
syntaxinl a 2, a v-SNARE VAMP. Odhaduje se, ze SNARE proteiny jsou spojené
s lipidovymi rafty dvéma moznymi zptsoby. Bud' za pomoci zachyceni syntaxinem, nebo
pfimou modelaci, ktera poté zajisti zaclenéni mezi rafty. Béhem kapacitace probihala
distribuce nejdilezitéjsich proteint t-SNARE i komplementarniho v-SNARE VAMP. Oba
proteiny byly nalezeny pfevazné v plazmatické membrané. Piidani bikarbonatu a akceptoru
cholesterolu BSA (bovinni{ sérovy albumin) zapficinilo relokalizaci SNARE proteint
z rozptyleného rozlozeni po celé hlavic¢ce, na homogennégjsi distribuci omezenou na horni ¢ast
hlavicky spermie. Redistribuce byla tedy lokalizovana presné v misté, které odpovidd mistu
vazby spermie na zonu pellucidu a ndsledné indukci akrozomalni exocytdzy (Tsai et al. 2007).

Dalsi studie zabyvajici se SNARE proteiny kancich spermii demonstrovala
dynamickou interakci, mezi riznymi trimernimi komplexy SNARE a komplexinem 2, pfi



kapacitaci a akrozomdlni exocytoze. Vysledky naznacovaly interakci zavislou na bikarbonatu
mezi komplexem 1/2 a komplexem SNARE (syntaxin 3/SNAP 23/VAMP 2). Kdyz byla
akrozomdlni exocytéza vyvoldna ionoforem Ca’+, komplexin 2 se disocioval od komplexu
SNARE. Jedn4 se tedy o sestaven{ fiizntho komplexu, ktery provazi Ca’>+ z4vislou
akrozomdlni exocytézu (Tsai et al. 2012).

3.2.1.5 Drahy pro interakci se zona pellucida

U mysi spermie byla popsana kaskada MAPK (mitogenem aktivovana proteinkinaza),
jenz je soucasti signaliza¢niho mechanismu, ktery fidi kapacitaci. Jelikoz byl pozorovano
zvySeni fosforylace zkoumanych proteint, které korelovalo s dosazenim kapacitacniho stavu
(Nixon et al. 2010).

Povrchova exprese fosforylovaného tyrosinu byla detekovana pouze na hlavickach
zivotaschopnych spermii. Byl tedy potvrzen tiistupfiovy jadrovy systém signdlnich molekul
MAPK drihy, MAPK extraceluldrnich signdlem regulované kindzy (ERK1/2), kindza MAPK
(MAP2K, MEK1/2) a kinaza kinaza MAPK (MAP3K, REF1). Po inhibici klicovych prvki
v této kaskade byla zjisténa vyznamné zeslabena vazba spermie na zonu pellucidu. Tyto
vysledky jsou interpretovany jako mozny neptimy dikaz pro dulezitost aktivace MAPK pro
interakci se zonou pellucidou (Nixon et al. 2010).

Predpoklada se, ze drahy proteinkindzy A a proteinkindzy C mohou interagovat s Cleny
signalni drahy ERK. Fosforylované formy prvki drahy ERK byly charakterizovany také u
kancich spermii, pficemz ERK 1/2 byla oznaCena za prvek vyznamné spojen s kapacitaci
indukovanou fosforylaci tyrosinu (Awda et al. 2010).

Pti kapacitaci byla také pozorovana fosforylace molekularniho chaperonu Hsp-90 u
lidskych, mySich a krysich spermii (Ecroyd et al. 2003). Aktivovand proteinkindza A aktivuje
cilové proteiny, jako je molekularni chaperon Hsp90 (protein tepelného Soku 90). Aktivovany
protein a jeho specificky ko-chaperon Cdc37(bunécného déleni 37) tvoti proteinovy komplex
s kindzou ERK1/2. Tento komplex stabilizuje ERK1/2 a udrzuje jeho fosforylovany stav.
Hsp90 a Cdc37 tvori proteinovy komplex také s p38, diky ¢emuz se udrzuje p38
v nefosforylovaném stavu. To je prihodné pro kapacitovany stav, jelikoz fosforylovany p38
inhibuje hyperaktivaci lidskych spermif (Sun et al. 2021). U mySich spermii byl lokalizovany
dalsi fosforylované chaperony Hsp60 a endoplasmin. Mohou se podilet na interakci
zprosttedkovanych receptorem. Je mozné, ze pied kapacitaci neni receptorovy komplex pro
zonu pellucidu vystaven na povrchu spermie. Po zméné architektury membrany ve shodé
s aktivaci molekularnich chaperont se muzou usnadnit komformacni zmény, diky kterym
dojde k vystaveni receptorového komplexu. Fosforylace tyrozinovych zbytka méni
hydrofobni zbytek na hydrofilni. Takova zména mize predstavovat mozny mechanismus pro
reorientaci komplexu v membrané vedouci k povrchové expozici receptoru. Chaperony Hsp60
a ERp99 mohou byt pfitomné na cytoplazmatické strané membrany, v Cerstvé kapacitované
spermii. V prabéhu kapacitace, dochazi k jejich tyrozinové fosforylaci na vnitini strané
membrany. To aktivuje receptorovy komplex a nastdvaji konformacni zmény. Zmeény zahrnuji
vystaveni chaperonti a ZP vazebné molekuly na bunéény povrch hlavi¢ky spermii.



Receptorovy komplex zona pellucida zahrnuje molekulu vazajici ZP a také dva chaperony
(Asquith et al. 2004).

3.2.2 Zména polarizace membrany

Kapacitace je izce spojena s hyperpolarizaci plazmatické membrany, jejiz tloha pfi
kapacitaci nebyla zcela definovdna (Herndndez-Gonzdlez et al. 2007). Hyperpolarizace je
pozorovana jako zvySeni intracelularniho zaporného néboje ve srovnani s extraceluldrnim
prostfedim. (Demarco et al. 2003).

Bikarbonét u mysich spermii, ziskanych z ocasu nadvarlete, indukovala
hyperpolarizaci membrany. Pfi odtoku cholesterolu a pfitomnosti bikarbonatu mohou mit
pfimé a neptfimé vlivy na fizeni udalosti vedouci k hyperpolaraizaci. Jelikoz bikarbonat je
zaporn¢ nabity, hodnotilo se pfimé ptusobeni bikarbonatu na membranovy potencial. Oproti
dalsim aniontim (CI, ,Br, NO3) vyvolal bikarbonat hyperpolaricazi 15 +- 3 mV v populaci
spermii (Demarco et al. 2003). Kromé bikarbonatu se u€astni na zméné polarizace membrany
iontové kandly (Herndndez-Gonzalez et al. 2007).

3.2.2.1 Chlorovy kanal

Transmembranovy reguldtor vodivost (CFTR, cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) se fadi mezi Cl — kandly, jehoz aktivita je regulovana cestou cAMP
zahrnujici PKA fosforylaci. Byly pospdny u mysich spermii na krckové €asti spermii, kde byl
téz lokalizovan epitelidlni sodikovy kandl (EnaC). I kdyz v této studii nebyla popsdna
interakce, na zakladé shodného vyskytu na spermii, byla navrhnuta hypotéza inhibice ENaC
aktivovanym CFTR, ktera zapfiCini hyperpolarizaci membrany. Odhadovana aktivace CFTR
je zpusobena béhem kapacitace, po pocCatecni elevaci hladiny cAMP. To mohlo iniciovat dalsi
Cl — influx (vtok do bunky), prostfednictvim jinych transportéra. Toto intracelularni zvySeni
CL — muze spolecné s HCO3, zvysit cAMP a tim usnadnit kapacitaci (Hernandez-Gonzalez et
al. 2007).

3.2.2.2 Vapenaté kanaly

Na mysSich spermii byly popsany nizko napétové kanaly vapnikovych kationtt
subtypu T, které jsou aktivovdny zonou pellucidou. Aktivace je charakteristickd pro tento
subtyp prostfednictvim nizkych depolarizaci s prahovou hodnotou. T kanaly by zapficCinily
influx, pomoci indukce zony pellucidy, ktery vede k akrozomalni reakci (Arnoult et al. 1996).
ZP3 se prokazateln€ zapojuje do influxu vapniku pfi akrozomalni reakci. Mozny mechanismus
je zavisly na stavu membranového potencialu. Depolarizace membrany u mysich spermit,
které neprosly procesem kapacitace, s naslednou zavislou inaktivaci nizko napétove fizené
kanaly vapniku, diky cemuz se zabrani pfedCasnym déjim spojenym s akrozomalnim
reakcim, az do ukonceni kapacitacniho procesu. V tu chvili nastava hyperpolarizace
membrany a muze tedy pfijit interakce skrze ZP3 — zavislou aktivaci (Arnoult et al. 1999).

Béhem kapacitace, u lidskych spermii, bylo vyhodnoceno, ze vlivem zvysSeni
intracelularniho pH, alkalizaci, se stimuloval influx vdpniku vyvolany depolarizaci (ze — 71
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mV na - 30 mV, mV — membranovy potencial). To mize do zna¢né miry objasnit stimulaci
napétove fizenych kanall vapniku béhem kapacitace. Pozorovana alkalizace byla dostacujici
k téméf 30 % stimulace influxu vipniku, indukovaného depolarizaci (Gonzélez-Martiinez et
al. 2002).

3.2.2.3 Sodikové kanaly

Uzavieni sodikovych kanalt béhem kapacitace je spojeno s hyperpolarizaci spermie.
Pti inkubaci mySich spermif byla inhibovana depolarizace. Depolarizace indukovana Na+,
byla téz pozorovana pii nizkém extracelularnim pH (6,8). Tato inhibice depolarizace nebyla
pozorovana u populace nekapacitovanych spermii. Pfedpoklada se, Ze inhibice epitelialnich
sodikovych kandli je zprostiedkovana pomoci zvyseni koncentrace cAMP. Inhibice influxu
Na+ poté podporuje hyperpolarizaci membrany (Hernandez-Gonzélez et al. 2006).

Inhibici napétove fizenych sodikovych kanald, u lidskych spermii, byly lokalizovany
jak na biciku, tak i na krcku, a i na riznych ¢astech hlavicky. I v ptipadé€ tohoto typu kanalt
se spekuluje, ze by hraly dulezitéjsi roli u nekapacitovanych spermii. Pii kapacitaci by pak
jejich inhibice taktéz vyvolala hyperpolarizaci. Zaroven aktivace napeét'ove fizenych
sodikovych kanali zptisobila zvySeni progresivni motility, zavislé na koncentraci a na Case
(Pinto et al. 2009).

3.2.2.4 Kanal Slo (Ksper)

Slo3 je draslikovy kanal jehoZz exprese byla hojné exprimovana u spermii savct. Je
fizen jedineCnym typem regulace jak intracelularnim pH a, tak membranovym napétim. Kanal
mSlo3 je specificky fizen unikatni kombinaci napétové zavislosti a citlivosti na pH (Schreiber
et al. 1998). Pomoci prutokové cytometrie byla prokazana dalsi slozka u lidskych spermif,
ovliviiujici hyperpolarizaci. Déle se ukazuje, ze tento proces je zavisly na propustnosti K+,
kdy se ukazaly alespon dva K+ kandly. Jeden z nich je pravdépodobné Slol, jenz se ucastni
hyperpolarizace spermii spojené s kapacitaci. Také Slo3 kandl se prokazal jako aktivni pfi
spusténi signaliza¢ni kaskady zapojené do kapacitaci indukovanou hyperpolarizaci. Tato
hyperpolarizace korelovala se zvySenim koncentrace Ca2+ a zvySenim intraceluldrniho pH,
coz jsou charakteristické parametry kapacitace (Lopez-Gonzélez et al. 2014).

3.2.3 Hyperaktivni motilita

ZvySeni asymetrie pohybu biciku (hyperaktivni motilita) je nezbytna pro oplodnéni
oocytu, jelikoz spermie pii penetraci musi vynalozit patfi¢nou ,,silu®, kterou by se standardni
motilitou(hybnost) nemohla vytvofit. I za pfedpokladu, ze by spermie spliiovala kapacitacni
stav, bez hyperaktivni motility by nebylo mozné oplozeni. Pro tento dé&j je potfebna
ptitomnost vapniku (Quill et al. 2003) bikarbonatu a aktivitu signalnich drah a kanalt (Litvin
et al.2003).

Hyperaktivni motilita spermif je charakterizovadna jako vysokd amplituda ohybu biciku
s asymetrickym bitim (Marquez a Suarez 2007).

Motilitu bic¢ika fidi proteinovy fosforylac¢ni/defosforylacni systém, ktery je regulovan
enzymy cAMP — dependenti proteinkindzou (fosforylace) a fosfatdza (defosforylace)
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ucinkujici na proteiny bi¢iku. Tento mechanismus byl objeven u spermif jezovek
(Pseudocentrotus depressus, Hemicentrotus pulcherrimus, a Anthocidaris crassispinu)
(Murofushi et al. 1986).

3.2.3.1 Vapnik (Ca2+)

V kr¢ku bycich spermii byly popsdny zdsobarny (rezervodr) vapniku. Tyto zdsobarny
by mohly byt odvozeny od RNE (redundant nuclear envelope, nadbyte¢ny jaderny obal), coz
jsou organely ohrani¢ené membranou. Tyto zasobarny jsou odpovédné za uvoliiovani
intraceluldrniho vépniku pro zahdjeni hyperaktivni motility. Axonema je timto pfimo
ovlivnéna nezavisle na vliv mitochondrii. Hypoteticky se predpoklada, ze uvolnénim vapniku
dochazi ke stimulaci mitochondrii, které vede ke zvySeni tvorby ATP.Tato studie byla
zaméfena piedev§im na stav pii vyvolani hyperaktivni motility. Pro udrzeni hyperaktivniho
stavu se predpoklada, ze je vyzadovan influx vapniku nebo ptipadnou aktivaci mitochondrii
(Ho a Suarez. 2003).

Role vapniku v regulaci hyperaktivované motility je iniciace asymetrického ohybani,
nebo umoznéni zvySeného ohybani na jedné strané biciku. Asymetricky pohyb bic¢iku a
ostfej§i ohyby jsou mozné za pritomnosti ATP. (Ho et al. 2002).

Mezi Ca?+ a bikarbonatem byl popsan synergicky vztah pro indukci aktivity sAC.
Bikarbonit indukuje sAC enzymatickou reakci s maximalni rychlosti, zatimco Ca+ ptimo
zvysuje afinitu sAC k jeho substrdatu ATP — MG?+ (Litvin et al. 2003).

3.2.3.2 Signalni draha proteinkinazy A

Hyperaktivace pomoci vapenatych iont u kancich spermii byla popsana jako zavisla
na fosforylaci tyrozinovych zbytkd, indukovanych proteinkinazou A (Harayama et al.2012).

Reaktivace motility spermii byla pozorovana za ptitomnosti CAMP zdvislé
proteinkinazy, avSak dal$i vysledky naznacovaly, Ze kindza se samotnd nepodilela na
reaktivaci. Proto byla navrhnuta kombinace, vedouci k reaktivaci, pisobenim cAMP-zavislé
proteinkinazy spolecné s fosfatdzou. Fosfatdza zapficinila pokles ATPazové aktivity. Cile
fosfatazy se zdaji byt bud’ to proteiny nebo ¢ast molekuly dyneinu. Proteiny nepfimo reguluji
funkci dyneinové ATPdzy, ¢imz se reguluje bicikova hybnost a ¢ast molekuly dyneinu fidi
pouze pohybové spojenou hydrolyzu ATP. Vysledky také prokazaly fosforylaci nékterych
proteint, nezbytnou pro pohyb biciku. Jeden z proteint se odhaduje, ze by mohl byt faktor
vazajici se na axonemu (Murofushi et al. 1986).

Carrera et al. (1994) popsal u mySich spermii specificky protein p82 (protein Mr 82
000), ktery ma regionédlni homologii ke proteinu kotvici kindzu A (AKAP). Jednd se o
polypeptidy, odpovédné za ukotveni proteinkinazy A do cytoskeletu. Lokalizace proteinu 82
000 Mr (p82) byla popséana ve fibr6zni pochvé hlavniho segmentu bi¢iku spermie (Carrera et
al 1994).

Homologicky protein AKAPS2 a pro-AKAPS2 (polypeptidovy prekurzor) objevil
Carrera et al. (1996) v lidskych spermii. Zaroveni popsal zmény spojené s hyperaktivni
motilitou. Inkubované spermie, ve vhodnych podminkach pro kapacitacni proces, vykazovaly
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zvysenou fosforylaci popsanych proteint. Po dramatickém zvyseni fosforylace nasledné
zustala konstantni. Coz naznacuje, ze se fosforylované proteiny podileji na nereverzibilnich
pochodech spojenych s aktivaci hyperaktivni motility (Carrera et al. 1996).

Vijayaraghavan et al. (1997) identifikoval izoformy proteinkindzy A a AKAP u
spermii byka, clovéka a opice (Rhesus). Vysledky této studie také ukazaly, ze ukotveni
podjednotky proteinkindzy A RII je nezavislé na katalytické aktivité proteinkindzy A.Také se
ukdzalo, ze interakce podjednotky (RII) s AKAP, nezavisle na katalytické aktivité
proteinkindzy A, je klicovym regulatorem motility. Tedy ze aktivita proteinkindzy neni tak
nezbytnd jeho interakce RII podjednotky s AKAP (Vijayaraghavan et al. 1997).

Mannowetz et al. (2012) navrhl u mysich spermif sled mechanismi posilujici bi¢ikovy
rytmus pohybu, s naslednou aktivaci proteinkinazy A. Vstup glukozy do buriky je
zprosttedkovan pomoci transportéru glukézy (GLUT). Laktat spolecné s protony, opousti
intraceluldrni prostor, skrz monokarboxylatové transportéry (MCT). Tim stoupd intracelularni
pH a zintenzivni se glykolyticky proces. Transport GLUT a MCT je obousmérny. Produkt
glykolyzy, pyruvat, je poté metabolizovan béhem mitochondrialniho citratového cyklu za
vzniku CO2, nasledné CO; je hydratovan intracelularni karbonickou anhydrdzou na
bikarbonat. Poté se jiz mize aktivovat draha proteinkindzy A, ktera se podili na zvysené
frekvenci ohybu bi¢iku (Mannowetz et al. 2012).

3.2.3.3 Signalni drahy kalmodulinu

Odstranénim proteinu kalmodulinu z axonemy, u spermii jezovky (Lytechinus pictus)
v piitomnosti milimolarniho Ca?+ byl indukovén potencidlni symetricky stav. Stav byl
zvracen piidanim exogenniho kalmodulinu pro ziskdni asymetrického ohybu (Brokaw a
Nagayama 1985).

U izolovanych bicikt spermii psu, kancu a jezovky (Strongylocentrotus purpuratus),
obsahovaly aktivni fosfatdzu zdvislou na Ca®+. U kan¢ich spermii byla aktivity specifické
fosfatazy vyssi, oproti nizké aktivité u psich spermii. Jednd se o jediny enzym, ktery
katalyzuje proteinovou defosforylaci v zévislosti na Ca’+. Vysledky prokdzaly vyznamnou
roli této fosfatazy pii regulaci motility (Tash et al. 1988).

U lidskych spermii byly popsédny kindzy regulované viapnikem a kalmodulinem,
zndmé jako podrodina kalmodulin kinédz. Jedna se o serin/threoninové kinazy, do kterych se
radi kinazy CaMK I, IT a IV. (Marin-Briggiler et al.2005). Tato draha byla u myS§ich spermii
lokalizovéana v hlavni ¢asti bi¢iku, ve fibrézni pochvé. Kalmodulin se také vyskytoval
v hlavové ¢asti spermie. Pozorovani poskytlo mozny mechanismus, pro motilitu spermif,
sprazeny s vapnikem. Muze se jednat o dvé oddélené drahy iniciované s vipenatym iontem.
Jedna drdha byla nezdvisld na kalmodulinu, drdha zahrnujici proteinkindzu A. Druhd drdha
pak zahrnuje Uc¢inek kalmodulinu. Vysledky ukazaly schopnost kompenzovat ztratu funkce
kalmodulin drahy a obnovit motilitu, za predpokladu, ze budou pfitomny metabolické
substraty, jako je pyruvat a laktat. AvSak pfi opacné situaci, kdy byla aktivovana pouze
kalmodulinové drdha, byly spermie bez ndznaku pohybu (Schlingmann et al. 2007). Signélni
drahy téchto kinaz, které vedou k hyperaktivaci, byly pfitomné také u bycich spermii.
Ukazalo se, ze navazujici cile drahy zahrnujici vapnik, kalmodulin a CaMKII umoziiuji
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zvySeni klouzani miktorubula na jedné strané axonemy. Slozky této drahy tak mohou byt
soustfedény na jedné strané biciku (Ignotz et al.2005).

3.2.3.4 Kanaly regulujici hyperaktivni motilitu

Catsper kanaly

Proteiny rodiny CatSper jsou charakterizovdny jako vdpnikové kandly, které jsou
exprimované vyhradné v membranach biciku mysich spermii. CatSperl je napétové fizeny
kanal nezbytny pro depolarizaci vyvolany vstup Ca*+ do bi¢iku, ktery je spojen s hyperaktivni
motilitou bi¢iku. Avsak, nebyl podstatny pro cAMP signdlni drahu, kterd vede k fosforylaci.
Predpoklada se se, ze influx vapniku fidi CatSperl bud’ sam, nebo spolecné s dal§imi
membranovymi proteiny, jako napiiklad CatSper2 nebo jiny protein rodiny CatSper (Carlson
et al 2003). Quill et al (2003) popsal ztratu hyperaktivni motility v pfipad€, ze byly poskozeny
oba kanaly, CatSperl a 2, coz poukazuje na moznou sdilenou funkci. Také potvrdil dilezitost
kandlu Catsper2 poskozenim tohoto kandlu a zvySenou viskozitou média bylo reflektovano
absenci hyperaktivni motility. Na zakladé vysledkt pak navrhl hypoteticky model pro
zahdjeni hyperaktivace spermii pohyblivost. Nedefinované zenské faktory jsou navrzeny ke
spusténi signalizaéniho mechanismu, ktery otevie CatSper a umozni vstup vapniku do biciku
spermii. Vapnik pak interaguje se slozkami axonémy a vysledkem je zména bicikového rytmu
ze symetrické formy na asymetrickou. Potvrdil také zavislost na elevaci intracelularniho pH
(alkalizaci) (Quill et al. 2003).

Lidsky CatSper je silné potencovan progesteronem a vybranymi prostaglandiny, a to
za vyuZziti riznych vazebnych mist k aktivaci, nea¢inkuji pomoci G-proteint, proteinovych
kinaz nebo skrze druhé posly. Je tedy mozné, Ze receptory pro progesteron nebo
prostaglandiny jsou lokalizovany pfimo v komplexu CatSper. Stejné jako Catsper, je
progesteronem vyvolany vdpenaty tok siln¢ podporovan intracelularni alkalizaci. Zajimavé je,
ze lidsky CatSper mize byt dale potencovan prostaglandiny, ale ziejmé prostiednictvim
jiného vazebného mista, nez je misto progesteronu (Lishko et al. 2011).

Hv1 kanal

Hv1 je kanal vodikovych protonti, popsany u lidskych spermif, ktery se nachazi v
hlavni Casti bi¢iku). Je pravdépodobné odpovédny za fizeni aktivity CatSper kanald, a tedy i
intraceluldrni koncentraci Ca’+. Protoze je Hv1 specificky lokalizovan v hlavni asti biciku
spermie, ma dobré postaveni, aby reguloval pH v biciku spermie (Lishko et al. 2011). Kandl
se nepodili na influxu vapniku vyvolaném progesteronem nebo prostaglandiny (Lishko 2011).
Ocekava se, ze po otevieni Hv1 kandlu nastane intraceluldrni alkalizace, vyrovnanim
kyselého intracelularniho pH spermii (6,0-6,5) s alkalickym extracelularnim prostfedim.
Navic se predpoklada, ze by u lidskych spermii mél byt pfitomen opa¢ny mechanismus, ktery
aktivné pumpuje vodikové protony zpét do buriky, proti koncentraénimu gradientu, k podpote
nizkého intraceluldrniho pH, alkalizace, které se bézné pozoruje v klidovém stavu spermie.
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U mySich spermii se vyhodnotilo, ze protonovou extruzi zprostiedkovava jiny mechanismus,
nez je kanal Hv1(Lishko et al. 2010).

3.2.4 Energetické substraty kapacitace

Spermie mize ziskavat energii, v podob¢ adenosintrifosfatu (ATP) pomoci glykolyzy
u které je vyuzivan substrat glukéza. Anebo pomoci oxidativni fosforylace, vyuzivajici
substrat laktat a pyruvat. Oxidativni fosforylace probihd v mitochondrii, za pfitomnosti
kysliku, oproti procesu glykolyzy (Cooper 2000). Energie je pfevazné vyuzivana pro motilitu
spermii (Williams et al. 2001).

U hiebcich spermii se prokazala produkce ATP predevsim skrz oxidativni fosforylaci
k ziskani energie potfenou pro motilitu spermii. Pfi inhibovani glykolyzy pomoci
specifického inhibitoru nebo byly spermie vystavené mediu bez glukdzy a pyruvéatu. Inhibice
meéla za nasledek dramaticky pokles rychlosti pohybu a byly téz pozorovany zmény
v procentu progresivni pohyblivosti. I kdyz nebyla pfitomna glukéza ani pyruvat nemelo to
zadny vliv na stav ATP, 1 v pfipad¢, kdy doslo k ovlivnéni motility a rychlosti spermii po
tfech hodinach inkubace (Plaza Davila et al. 2015).

Oproti tomu, u mySich spermii v pfitomnosti substratd, laktat a pyruvat, nebyla
motilita udrzovana, kdyz nebyla glykolyticka draha funk¢ni. Glykolyza by u myS$i mela hrat
hlavni roli pfi dodavani ATP pro motilitu spermii. I kdyz glykolyza neni tak vysoce t¢inna,
oproti mitochondrialnimu dychacimu fetézci, zda se, ze hraje hlavni roli pro zaji§t ovani
energie v celém ocasu mys$i spermie (Mukai et al. 2004).

Lidské spermie taktéz vyzadovaly pfitomnost glukozy ¢i jiného sacharidu (fruktéza),
ktery lze glykolyzovat, ¢imZ se zvysi produkce ATP a tim 1 pohyblivost spermii. Oproti tomu,
na akrozomalni reakci a kapacitaci se neprokazal zasadni pozadavek pro jakykoliv jiny
produkt metabolismu glukézy. Stejné jako u mySich spermii, i pfi dostate¢né koncentraci
laktatu a pyruvatu pro podporu mitochondrialniho dychaciho fetézce, nebylo v tomto pripadé
dostatecné pro udrzeni motility. Predpokladem se zda byt pfitomnost glukézy jako substrit,
ktery se zda byt potfebny pro podporu motility a hyperaktivni motility, avSak v pfipade
kapacitace u lidskych spermii, se nezda, ze by glykolyza mela zasadni roli, kromé
poskytovani ATP (Williams et al 2001).

V ptipadé bycich spermii studie prokézala, ze motilita je zdvisld na mitochondrialn{
produkci ATP. Regulace probihd skrze mitochondridlni drdhu proteinkindzy A. V reakci na
metabolicky generovany bikarbonat. Mitochondrialni aktivita spermii, nikoli v§ak
glykolyticka aktivita, zavisi na bikarbonatu, ktera aktivuje mitochondridlni proteinkindza A
systém, vedouci k aktivaci oxidativni fosforylace a produkci ATP. Bunétné hladiny ATP,
produkovany mitochondriemi nebo skrze glykolyzu, byly na obdobné urovni. Pfedpoklada se
tedy, ze kazdy systém muze poskytnout dostatek ATP pro podporu motility. V zavislosti na
pritomnosti dostatku kysliku a bikarbonatu je vysoka mitochondrialni aktivita patrna, pfi
dostatku glukézy je znatelnd glykolytickd aktivita. To znaci, Ze mohou byt pfitomny dva
alternativni systémy produkujici ATP. Za fyziologickych podminek mize byt jeden systém
nahrazen druhym aktivnim systémem (Mizrahi a Breitbart 2014).
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3.2.5 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) predstavuji metabolity kysliku, jako je superoxidovy
aniont (O.2), hydroxylovy radikal (OH.) a peroxid vodiku (H202). ROS také zahrnuje
molekuly odvozené z reakce uhlikové centrovanych radikalt s kyslikem, naptiklad
peroxylové radikdly (ROQ.), alkoxylové radikély (RO.) a organické hydroperoxidy (ROOH).
ROS muze také obsahovat dalsi silné oxidanty, jako je peroxydusitan (ONOO-) nebo kyselina
chlorna (HOCI), stejné jako biologicky aktivni volné radikaly dusiku, oxid dusnaty (.NO).

V této kategorii molekul sidli volné radikély, coz jsou atomy nebo molekuly, které obsahuji
jeden nebo vice neparovych elektroni. Tyto molekuly maji zna¢nou reaktivitu se Sirokym
spektrem bunécnych cilt, jako jsou sacharidy, lipidy, proteiny nebo nukleové kyseliny. Tato
vlastnost je kriticka pro definovani patologické aktivity radikalt obecné. Nejbéznéjsi ROS
jsou 0.2 a H202 (Aitken 2017).

Mitochondridlni produkce ROS je fizena oxidacnim stresem v samoc¢inném redoxnim
cyklu. Biochemicky zdklad této cyklické aktivity zahrnuje schopnost ROS spoustét kaskady
peroxidace lipidi, které konci tvorbou malomolekularnich aldehydt (naptiklad akrolein,
malondialdehyd a 4-hydroxynonenal) (Aitken 2017).

Gibb et al. (2014) porovndval ve své praci hieb¢i a lidské spermie, v zavislosti na
vnéjsich podminkach. Spermie obou druhti byly inkubovany v anaerobnim a aerobnich
podminkach. Hrebci spermie vykazovaly naruSenou schopnost motility, pokud byly
inkubovany v prostfedi anaerobnim. Coz znaci zavislost hieb¢ich spermii na mitochondridlni
oxidativni fosforylaci, pro ziskani ATP. Zaroven byla také pozorovédna vysokd produkce
ROS, ktera vSak byla hodnocena jako fyziologicka. Zdrojem ROS je mitochondridlni
elektronovy transportni fetézec, ze kterého unika superoxid pii procesu oxidativni fosforylace.
ZvySseni ROS bylo pozorovéno v pozitivnim vztahu s rychlosti pohybu spermie. Také zvySeni
ROS korelovalo s peroxidaci lipida. V opa¢ném pripad€, prostiedi bohaté na kyslik se
prokazalo jako velmi §kodlivé v pfipadé lidskych spermii. Tento vysledek zduraziuje téz
vysokou nachylnost lidskych spermii na toxické ucinky kysliku, a tedy citlivé na oxidativni
stres. Zajimavym vysledkem této studie byla nizsi vitalita hiebcich spermii, hodnoceny jako
koncep¢né schopny. Vykazovaly vyssi poskozeni, vyvolané ROS nez u spermii, které byly
hodnoceny jako nekoncep¢ni. Proto se predpoklada, ze béhem skladovani a prepravy in vitro,
se vzorky z plodnéjSich hiebct vyCerpavaji ve vyssi mife, v dasledku vyssi metabolické
aktivity. Tim bunky podlehly rychlému zaniku pravé v disledku nahromadéni metabolickych
vedlejsich produktt, jako jsou ROS a cytotoxické lipidové aldehydy (Gibb et al. 2014).

Vyssi odolnost hiebCich spermii, Gibb et al. (2014) pfisuzoval také vysoké aktivité
semindlniho enzymu kataldzy (Gibb et al. 2014).

Inkubaci bycich spermii v pfitomnosti a nepfitomnosti katalazy potvrdila, ze vyssi
procento pohyblivosti vykazovaly spermie v pfitomnosti katalazy, a to po 15 dnech ve
zloutkovém mediu pfi teploté 5 °C. Dle vysledku katalaza nevstupuje do bunky, proto se
predpoklada, ze jeji funkce v médiu spocivala odstranénim peroxidu vodiku. Katalaza u byku
byla zhruba 25 % koncentrovanéjsi, v porovnani s beranim vzorkem, kde byla koncentrace
katalazy v priméru 12 mcg /ml. Primérna hodnota kataldzy, ptitomna v kancim ejakulatu
byla extrémné nizkd, dosahovala hodnoty 0,2 mcg/ml, coz je hodnota, ktera je pod citlivosti
metody. Koncentrace katalazy v ejakulatu kralikti vykazovala vysoky stupen podobnosti
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v zavislosti na pfibuznosti jedinca. Tento vysledek naznacuje, ze tento parametr muze byt
castecné ovlivnén dédi¢nosti (Foote 1962).

3.3 Invivo kapacitace

Spermie musi projit velkou vzddlenost, aby se dostaly do mista ur€eného ve
vejcovodu, kde dochézi k oplozeni. Kdyz spermie vstupuji a prochdzi vejcovodem, jsou
podrobeny selektivnim procesim k odstranéni téch, které nemaji fertilizacni schopnost.
Uterotubularni spojeni slouzi jako usek pro selekci spermii. Umoziiuje tak prostup spermii
dale do vejcovodu jen pro ty, které vykazuji progresivni pohyb a exprimovaly specifické
proteiny. Ve zuzeném tseku vejcovodu (isthimus) (Hung a Suarez 2010), presnéji v
kauddlnim ¢asti, se spermie vazou na bunky fasinkového epitelu (Topfer-Petersen et al. 2002).

V tomto rezervodru setrvavaji az do ovulace (Hung a Suarez 2010), uvolnéni oocytu
z vajecniku (Alberts et al. 2002), do té doby jsou stdle zivotaschopné (Hung a Suarez 2010),
dochazi zde k modulaci sub-populace spermii, kterd iniciuje kapacitacni proces a
pravdépodobné predchazi akrozomalni reakci (Ghersevich et al. 2015). Tvorba rezervodru, v
této Casti vejcovodu, je rozSifenym jevem mezi savci, véetné€ hospodarskych zvirat (Suarez
2002).

U byka byl navrzen mozny proces vazby spermii na epitel vejcovodu skrze protein
semindlni plazmy PDC-109, ktery je pfichycen na plazmatickou membranu spermie. Po
odstranéni slozek semenné plazmy v reprodukcnim traktu kravy, se PDC-109 vaze na
fukosylované molekuly epitelu vejcovodu. Po kapacitacnim procesu se PDC-109 protein
ztraci z povrchu membrany spermie a tim se spermie mize oddélit od bunék vejcovodu.

K oddéleni od epitelu vejcovodu také dopomahd spermii hyperaktivni motilita. (Suarez 2002)

Zasadni roli, pro regulaci vazby mezi vejcovodem a spermii, maji zfeymé samici
steroidni hormony progesteron a 17 B-estradiol. Jak se ukdzalo u by¢iho in vitro modelu,
progesteron iniciuje uvolflovani spermii z rezervodru a tim se vyselektuje sub — populace,
ktera prosla kapacitaci a je schopna oplozeni oocytu. Oproti tomu, 17 B-estradiol mé inhibicni
ucinek na uvolnéni (Lamy et al. 2017).

Po uvolnéni z rezervodru, mohou spermie dale prochazet do rozsifeného useku
vejcovodu (ampula), kde jsou spermie ddle sméfované k oocytu a nasledné dochazi k
oplodnéni (Hung a Suarez 2010)

Vazba hiebcich spermii na buriky vejcovodu se zda byt slozitéjsi. Studie v in vitro
prostiedi ukazalo, ze hieb¢i spermie, vazané na vejcovod, vykazovaly vy§si miru
intraceluldrnich alkalizace a fosforylace tyrozinovych rezidui nez nevazané spermie.
Zpocatku se predpokladalo, Ze interakce mezi spermiemi a vejcovodem in vitro bylo nutné
aktivovat intracelularné kapacitacni procesy. Nicméné se ukazalo, ze spousténi kapacitace
spermii, které byly navazané na explantat vejcovodu, je spiSe kvili uvolnéni faktora
podporujici kapacitacni procesy. Tyto faktory se uvoliiuji ze sekre¢nich bunek vejcovodu.
Celkové vysledky naznacuji, Ze expozice tekutin vejcovodu, vyluCované primarné
ampuldrnim epitelem, maze byt vyznamnéjsi pro indukci kapacitace u hiebCich spermii nez
vazba spermie na vejcovod. Proto bylo navrzeno, ze in vivo vazba spermii na vejcovod a
vytvoreni rezervoaru vejcovodi spermatu spise fakultativni neZ povinné a v zavislosti na
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estralnim cyklu. Pokud nekapacitované spermie dorazi v ¢asném predovulacnim obdobi do
vejcovodu, dojde k navdzani vyznamné populaci spermii. Spermie se navdzou na epitel
ve zuzené Casti vejcovodu a vytvori rezervoar. Tyto spermie budou ulozeny ve vejcovodu,
dokud nejsou kapacitacni induktory pfitomné, tedy tésné pied ovulaci. Jestlize
nekapacitované spermie dorazi do vejcovodu v dobé periovula¢niho obdobi, tyto buiiky
okamzité prichdzeji do kontaktu s tekutinami vejcovodu, které obsahuji kapacitacni induktory
pro kapacitaci, a tim spermie a ztraci afinitu k navazani se na vejcovod (Leemans et al. 2016).
Dalsim aspektem fyziologie konskych vejcovodu, dulezitym pro kapacitaci, je
acidobazicka rovnovaha. V piipade€ in vitro prostiedi, se prokazalo, Ze spermie hiebct
vykazuji fosforylaci tyrozinovych residui, kdyz byly navdzané na epitelialni bunky
vejcovodu. Epitelialni buiiky obsahuji alkalicka sekre¢ni granula, kterd po navazani spermie
utvorii lokalni navySeni pH (Leemans et al.2016).

3.3.1 Kapacitacni slozky in vivo

Oproti in vitro kapacitaci, kterd je zprosttedkovana jednotnym médiem, in vivo
kapacitace je regulovana postupné vystavenymi tekutinami, které se vylucuji v riznych
segmentech samiciho traktu (Gutiérrez et al. 1993).

Vysledky studie zaméfené na kravské vejcovodové tekutiny a folikuldrni tekutiny,
poukézaly mozny vliv na kapacitacni proces v in vivo prostredi. Folikuldrni tekutina, ziskana
z vajeCnikd, je znama jako bohaty zdroj glykosaminoglykant a proteind. Jeji u¢inek na
kapacitaci se v prostiedi in vitro prokézal jako u¢inny pro iniciaci kapacitacnich zmén a
vyvolani akrozomalni reakce, dokonce v krat§im ¢asovém useku nez vejcovodova tekutina.
Oproti folikuldrni tekuting, vejcovodova tekutina obsahuje relativné nizkou koncentraci
proteind i glykosaminoglykand. Nicméné i tato tekutina je stejné€ ucinna pro iniciaci
kapacitacniho procesu a udrzeni motility spermii. Zarover se také ukazal rozdil v rychlosti
iniciace kapacitace vejcovodovou tekutinou v zavislosti na fizi estrdlniho cyklu samice.
Ovsem ve vejcovodové tekuting, z kazdé faze estrdlniho cyklu, byla celkova koncentrace
glykosaminoglykant shodnd. Souhrnné tyto vysledky ukazaly, ze tekutiny, které se mizou
vyskytovat ve vejcovodu, mohou obsahovat rizné kapacitacni slozky, podilejici se na
kapacita¢nich mechanismech (Mcnutt a Killian 1991).

U prasnice byla prokazana naopak inhibi¢ni modulace pomoci periovulacni
vejcovodové tekutiny, kterd miize zabranit kapacitaci spermii snizenim aktivity proteinkindzy
a tim tak snizit fosforylaci tyrozinu ve spermiich. I kdyz pfesny mechanismus tcinku této
vejcovodové tekutiny neni v této studii popsan, alespori se navrhuje par mechanismu, na které
tento ucinek cili. Faktory v této tekutiné mohly napftiklad snizit vstup bikarbonatu, pomoci
regulace bikarbonatového kandlu a tim syntézy cAMP. Nebo muzZze ucinek vejcovodové
tekutiny aktivovat fosfodiesterazy ¢i nékteré fosfatazy (Zapata-Carmona et al. 2020).

Ve vejcovodové tekuting kravy byly definovany koncentrace glukézy v rozmezi od
1,87 do 3,17 mM, koncentrace laktitu v rozmezi od 5,35 do 6,66 mM a koncentrace pyruvatu
ve vejcovodu se pohybovaly od 0,09 az 0,12 mM (Hugentobler et al. 2007). U kobyl byla
koncentrace glukézy stanovena v zavislosti na obdobi sbéru po 2 a 24 hodinach, a
porovnavéna s obdobim estralniho cyklu. Ve sbéru po 2 hodinach byla v estrdlni vejcovodové
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tekutiné zhruba 2.84 mg/ 100 ml. Zatimco koncentrace mimo fiji byla odhadem 4.76 mg/ 100
ml. U vzorkt ze sbéru po 24 hodinach se hodnota pohybovala v piipadé estru 4.32 mg/ 100
ml a v obdobi mimo estrus kolem 5.92 mg/100ml (Campbell et al. 1979). U prasnic zvolili
meéfeni koncentraci energetickych substratii ve vejcovodové tekuting, z periovulacniho
obdobi, kterd pochdzela z ampularné-istmické oblasti (glukéza 0,2-0,5mmol 1(-1), laktat 6,3-
6,5mmol 1(-1), pyruvat 0,23-0,27 mmol 1(-1)) (Nichol et al. 1992).

Dalsi potfebnou slozkou byl identifikovan ve vejcovodové tekutiné u kravy, béhem
folikularni faze, HDL slouzici zfeymé jako akceptor pro cholesterol ve spermiich byka
(Ehrenwald et al. 1990).

pH u kravské vejcovodové tekutiny 7,60 (Hugentobler et al. 2004). pH vejcovodové
tekutiny prasnice se mezi druhy li§i (v rozmezi 6,83 az 7,35 a 6,7-8,3), v zavislosti na fazi
estralniho cyklu ovlivnéné fazi estralniho cyklu (Lépez-Albors et al.2021).

V neposledni fadé byly prokazany ve vejcovodové tekutiné kravy volné anionty chloridu,
fosfatu a siranu. Z volnych kationtli zde byly sodik, vapnik, hoi¢ik a draslik (Hugentobler et
al. 2007).

V samicim reproduk¢nim traktu se spermie setkdvaji se zvySenou koncentraci
bikarbondtu, ktery je nezbytny pro vyvoléani kapacitacnich zmén (Harrison a Gadella 2005).

3.4 Invitro kapacitace

In vitro kapacitace je soucasti procesu IVF (in vitro fertilizace). Fertilizace je
multifaktoridlni a komplikovany proces. Zahrnuje interakce vajicka a spermie, fuzi téchto
dvou bunék a iniciaci vyvoje embrya. In vitro technika, oplodnéni mimo reproduk¢ni trakt, je
vhodna technika pro reprodukci u ohrozenych druhii zvifat nebo u téch se s nizenou
reproduk¢ni schopnosti. Pro optimdlni vysledek oplodnéni oocytu, je nutné vybrat vhodné
kapacita¢ni médium a dobu inkubace (Rahman et al. 2020).

3.5 Média pro in vitro kapacitace spermii

Spermie musi projit procesem, ktery je zavisly na aktivacnich faktorech. Jako je
bikarbondt, bovinni sérovy albumin (BSA) a extraceluldrni Ca+. Vysledkem jsou spermie
s hyperaktivni motilitou a reorganizaci membrany v hlavic¢ce spermii prochdzi reorganizaci.
Tyto zmény umoziiuji spermii proniknout vrstvou bunek obklopujici oocyt, navdzat se na
zonu oocytu a spustit akrozomovou reakci (Tsai et al. 2007). Vybér latky pro médium,
spolecné se stanovenim jeji koncentrace a stanovenim doby expozice spermif, hraje dulezitou
roli pro procesy spojené s in vitro fertilizaci (Goel et al. 2016).

3.5.1 Slozky pro kapacitacni média u byka

Pro uspésnou in vitro kapacitaci by¢ich spermii bylo popsdno vice slozek pro
kapacita¢ni média. Pro kapacitaci se osvéd¢il Tyroduv roztok, bez piidanych vapenatych
iontl, ktery také obsahuje bikarbondt a bovinni sérovy albuminu (BSA) (Ijaz Hunter 1989).
Utinek cholesterolového akceptoru BSA, se ukdzal jako nahraditelny uginkem
polyvinylalkoholu, ktery vSak ptisobi rozdilnym mechanismem (Parrish et al.1989). Ionofor
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véapniku (A23187) se prokazal jako velmi dilezita slozka pro iniciaci jak progresivni motility,
tak akrozomaln{ reakce (Pereira et al 2000). Uprava pH Tyrodova roztoku taktéz ovlivnila
rychlost kapacitace a nastup akrozomalni reakce (Ijaz a Hunter 1988). U by¢ich spermii byla
také popséna in vitro kapacitace indukovand heparinem (Parrish et al. 1988), kterd je
regulovana nekolika dalsimi slozkami. Jako je typ energetického substratu (Parrish et. al
1989), L — arginin (Leal et al. 2008) nebo analogy cAMP (Parrish et al. 1994). Heparin také
prokazal odlisné pisobeni na kapacitaci by¢ich spermii v porovnani s oviduktalni
(vejcovodovou) tekutinou a se slozkou HDL (lipoproteiny s vysokou hustotou). HDL a
oviduktaln{ tekutina taktéz iniciuji kapacitaci, avsak rozdilnym zpisobem a s riiznou ucinnosti
(Parrish et. al 1994) (Bergqvist et al. 2006) (Lane et al. 1999). Ze slozek pro iniciaci
hyperaktivni motility 1ze vyzdvihnout u¢inek pH média (Marquez a Suarez 2007) (Ho et al.
2002), prokainem, kofeinem (Marqueza Suarez. 2004) a pentoxifylinem (Barakat et al. 2015).
Pro zamezeni negativnich ucinka reaktivnich forem kysliku, se u byka osvédcil antioxidant
resveratrol (Tvrdd et al. 2015) a mangan (Bilaspuri et al. 2008).

3.5.1.1 Bikarbonat a BSA

Jako jedno z u¢innych kapacita¢nich médii, které vyvolalo kapacitaci in vitro u byc¢ich
ejakulovanych spermii, byl oznacen Tyroduv roztok, mimo jiné obsahujici BSA a bikarbonat,
s pH 7,6 a osmolalitou 308 mOsmol/kg (Ijaz a Hunter 1989)

Inkubace v médiu obsahujici BSA, mélo za nasledek kapacitaci spermif, a to
v zavislosti na inkubacni dobg, ktera byla kolem 2-3 hodin. Toto zjisténi bylo vyhodnocené na
zaklad€ méteni fluorescence, pouzitim spektrofluorometrie a fluorescencni mikroskopie.
Hladina fluorescen¢niho T-HCI (tetracyklin HCL), navdzaného na spermie, byla zavisld na
koncentraci BSA, pfitomnosti vapniku a inkubac¢ni dobé. BSA se ukazalo i jako dulezity
faktor pro navozeni akrozomalni reakce, z ¢ehoz vyplyva, ze BSA muze napodobovat
podminky in vivo (Byrd 1981). (Ijaz a Hunter 1989).

V ramci pokusu zméteni pH, bylo nutné provést zménu v inkuba¢nim médiu,
vyménou akceptoru cholesterolu (BSA) za PVA (polyvinylalkohol). Doslo se k piekvapivému
zavéru, kdy PV A nahradil do urcité miry BSA. V pfipadé€ vysledka akrozomalni reakce, byla
ptitomnost BSA nezbytna. Na zakladé mozného nahrazeni BSA byla navrhnuta moznost, ze
v piipadé media obohacen¢ho o PVA, se cholesterol nemusi piesouvat do akceptort, ale
mozna se muze redistribuovat do jinych Casti spermie (Parrish et al.1989).
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3.5.1.2 Ionofor Ca A23187

Spermie inkubované v médiu, obsahujici ionofor Ca A23187, BSA a Tyroduv roztok
(pH 7,4), vykazovaly v 93 % znaky akrozomalni reakce. Ztrata akrozomalnich Cepicek nastala
po 120 minutach inkubace pfi teploté 37 °C. Zbylych 7 % nereagovalo ani po 5 hodindch.
Tyto spermie pak byly oznacené jako mrtvé nebo nepohyblivé. Pocatecni pohyblivost
ejakulatt byla mensi nez 25 % a doslo u nich k vyraznému nartstu motility (pfes 90 %) po
promyti a resuspendovani v Tyrodové médiu. Tyto promyté spermie vSak rychle ztracely
motilitu za pfitomnosti inoforu Ca A23187. (Byrd 1981).

Podobné ptiznivé vysledky pfinesla studie Pereira et al. (2000), kterd popisuje vySssi
procento spermii prochdzejici akrozomalni reakei v pfitomnosti ionoforu Ca A23187 (Pereira
et al 2000).

3.5.1.3 pH

Akrozomadlni reakce byla u bycich spermii vyvoldna po pouziti média, jehoz pH
hodnota se pohybovala v hodnotach 7,6, 8,0 a 8,4. Vysoka uspésSnost nebyla popisovana
v piipad& promyvani spermii v médiu s hodnotou pH 7,2. Cim alkali&t&jsi bylo médium, tim
rychlejsi bylo dosazeni penetrace oocytu. Akrozomalni reakce byla v tomto experimentu
zavisla na inkubacni dobé€, kdy delsi inkubacni doba méla za nasledek vyssi procento vyskytu
akrozomalni reakce. Jako inkuba¢ni medium byl pouzit Tyrodovy roztok prosty od
vapenatych kationtd. Promyvaci roztok byl zvolen fyziologicky roztok, ktery obsahoval (150
mM) NaCl a 0,1 % BSA. Osmolalita obou medii byla 305 mOsmol/kg. Zmény pH média tedy
ovliviiovaly rychlost kapacita¢niho procesu. (Ijaz a Hunter 1989).

3.5.1.4 Heparin

Byci spermie, které byly ptred inkubaci s oocyty, vystaveny ptitomnosti GAG
(glykosaminoglykanu), heparinu, mély nejvétsi ispesnost v oplozeni oocytd. Tento vysledek
se zdal byt uspesnéjsi nezli pouziti heparinu béhem IVF, tedy pfed smichanim s oocyty.
Uginky heparinu se tedy uplatiiuji v priib&hu po&atedni inkubace a da se tedy fict, Ze G&inkuji
na kapacitacni proces. ZvySeni koncentrace heparinu také korelovalo se zvySenim
procentudlnim zastoupenim spermifi, které reagovaly akrozomélni zmeénou (Parrish et al.
1988).

Byl testovan Gcinek ¢tyt vybranych glykoaminoglykana (chlorid sulfat, dermatan
sulfat, kyselina hyaluronova a heparin) na rozmrazené by¢i spermie. Po péti hodinach
inkubace spermii byl popsan pozitivni vliv na in vitro fertilizaci. VyS§si procento
kapacitovanych spermii nebo spermii vykazujicich akrozomdlni reakci, bylo prokazatelné u
vzorkl exprimovanych heparinem a kyselinou hyaluronovou. Dile, i fertilizace in vitro a
vyvoj embryi pozitivn€ ovlivnila pfitomnost pravé téchto dvou glykoaminoglykant,

v porovnani se vzorky, které byly oSetfené jinym glykoaminoglykanem (Kim et al. 2013).

Pti inkubaci ejakulovanych spermii v médiu obsahujici heparin, se ukézalo, ze oxid
dusnaty (NO) se podili na progresivni motilité, vitalit€, zachovani integrity membrany a
mitochondrialni aktivité, skrze oxidacni proces NOS / NO (oxid dusnaty syntiza / oxid
dusnaty). NO je syntetizovan ze substratu L-argininu ptsobenim katalytické aktivity enzymu
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NOS (Dixit a Parvizi 2001), pfi pfeméné L — argininu na L — citrulin (Aquiar et al. 2019).
Spravna koncentrace L-argininu pomérem k NO v kapacitatnim médiu muze zesilovat ucinky
heparinu, nebo samostatné pisobit na zvyseni kvality a poctu kapacitovanych spermii.
Pridanim 10 m ML-NAME (Nw-nitro — l-arginin), doslo k poklesu procenta spermii (77 %)
penetrujicich oocyty. To by mohl byt dusledek poklesu syntézy NO, jelikoz L-NAME je
inhibitorem NO. V tomto experimentu, pfidani 10mML-NAME po 5 hodinéch kultivace bylo
pozorovano az 40% snizeni mitochondridlni aktivity. Pfidanim ,6 mM L — argininu mélo za
nasledek obnoveni mitochondrialni aktivity, pouze vSak 20 %. V této studii L — arginin
neprokazal samostatny ucinek, ale ukézalo se, ze L — arginin lze pouzit spole¢né s heparinem
pro zesileni kapacitacniho u€inku. L — arginin/NO se podili na modulaci mitochondridln{
aktivity béhem kapacitace (Leal et al. 2008).

Parrish at al. (1989) pospali inhibi¢ni u¢inek glukézy na heparinem indukovanou
kapacitaci. Zda se, ze glukdza a glykolyzovatelné substraty by mohly zapficinit snizeni
intraceluldarniho pH, vlivem jejich metabolismu. Standardni kapacita¢ni médium
neobsahovalo glykolytické substraty, obsahovalo pouze laktat a pyruvét. Coz zapficinilo
klesajici hladinu ATP, béhem inkubac¢ni doby. Piidanim glykolytického substratu, hladina
ATP zistava zachovana a tim se zabrani nebo oddali kapacitace. Béhem metabolismu glukézy
(glykolyzy) dochazi nejen k tvorbé cytoplazmatického ATP, ale jako vedlejsi produkt se
generuji vodikové protony. Béhem glykolyzy ve spermii tak pH klesne z 7,4 piiblizné na 7,2
behem 4hodinové inkubace s gluk6zou. Kdyz byl v inkuba¢nim médiu ptitomen heparin,
nedochézelo k inhibici kapacitace. Pfidani heparinu mize ¢aste¢né zvratit a¢inek glukézy na
pH. Odhaduje se, ze dlouhodobd inkubace glukézy s heparinem podpoii kapacitacni proces a
zpusobi alkalizaci intracelularniho prostoru, ktera je s kapacitaci spjata (Parrish et al. 1989).

Nicméné, Galantino — Homer et al. (2004) se domnivaji, ze glykolyzovatelné
monosacharidy, jako je glukéza, oddaluji, ale neinhibuji kapacitaci spermii. Zpomaleni
kapacitace se nezdd byt iniciovdna produkci laktatu z glukézy (Galantino — Homer et al.
2004).

Inhibiéni Gcinek glukdzy je mozné také zvratit v zavislosti na koncentraci pfidaného
analogu cAMP (8-bromo-cAMP) nebo pridanim inhibitort fosfodiesterazy IBMX
(isobutylmetylxantin) ¢i kofeinu. To naznacuje, ze cAMP hraje dalezitou roli v kapacitaci
navozené heparinem. Avsak, tyto slozky nemohly stimulovat kapacitaci pti absenci heparinu.
Kapacitace asociovana ucinkem heparinu zahrnuje aktivaci drahy proteinkindzy A.
Vysvétleni, pro¢ analog cAMP samotny neindukuje kapacitaci je, ze rozsahlé signalni dréhy,
z nichz je cAMP pouze v jedné, je aktivovan skrze heparin (Parrish et al. 1994).

Zaroveti, Smetanina et al (2019) popsali iniciaci kapacitace pfidanim 100 uM cAMP
analogu dbcAMP (dibutyryl cyklicky adenosin monofosfat) a to bez ptidanych latek aktivujici
kapacitacni procesy. dbcAMP byl pfidan do média experimentélni skupiny spermii. Jeho
ucinkem dokazal iniciovat kapacitaci u spermii jednoho byka stejné ucinng, jako heparinem
indukovan4 kapacitace, kterd byla pozorovana v kontrolni skuping. U¢inek byl také vyssi u
mnozstvi oplodnénych oocytl, vyvinu embryi a jejich rychlejsi rast, oproti a€inkiim heparinu
(Smetanina et al. 2019).

Vliv heparinu v porovnani s vlivem kofeinu a Ca ionoforu A23187 na akrozomalni
reakci a progresivni motilitu srovnavala studie Pereira et al. (2000) na rozmrazenych by¢ich
spermii. Zatimco nejlepsi vysledky pro progresivni motilitu prokazal uc¢inek heparinu (po 30
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minutdch inkubace), akrozomalni reakce byla indukovana u vétsi populace spermii, ktera byla
inkubovéna s Ca ionorforem A23187 (Pereira et al 2000). Byl zaznamenén i moZny
synergicky ucinek heparinu s kofeinem, jehoz vysledkem byla indukce, ktera potom umoznila
u rozmrazenych spermii penetrovat oocyt. (Niwa a Ohgoda 1998)

Mozné interakce slozek médii popsala studie Breininger et al. (2010) u mrazenych
spermii. Zatimco kapacitace indukovana bikarbonatem vykazovala predevsim aktivitu
proteinkinazy A, v piipadé iniciace kapacitace kofeinem a heparinem, byla vyzadovana ti¢ast
jak proteinkindzy A, tak i aktivitu proteinkindzy C (PKC) a proteintyrozinkindzy (PTK). Tyto
rozdily naznacuji, ze elevace cCAMP je iniciovana riznymi signalnimi drdhami, v zdvislosti na
charakteru pfitomného kapacitacniho induktoru (Breininger 2010).

3.5.1.5 Oviduktalni (vejcovodova) tekutina

Uginky heparinu na kapacitaci byly porovnany s uéinkem oviduktalni tekutiny. U
spermii inkubovanych v médiu obsahujicim heparin, inhiboval kapacitaci protamin-sulfét, ale
jen Castecné byla pozorovana inhibice kapacitace u spermii inkubovanych v oviduktaln{
tekutin€. Oproti znatelné elevaci koncentrace cAMP u spermii stimulovanych heparinem, byl
v piipadé oviduktalni tekutiny narist cAMP nizky, a jen u malé ¢asti spermii byla spojena
kapacitace s naristem cAMP. Glukéza nebo protamin — sulfat inhiboval téz kapacitaci
indukovanou oviduktalni tekutinou. Jedno z moznych vysvétleni pro rozdilné hladiny cAMP
pii kapacitaci ve dvou odliSnych mediich, je, ze v oviduktalni tekutiné se vyskytuje
kapacitacni latka, ktera plisobi na jiném principu, nez je heparinem indukovana kapacitace.
Nemusi se jednat o molekulu podobnou heparinu. cAMP je tedy nezbytny pro kapacitaci
iniciovanou heparinem. Rijova (estralni) oviduktalni tekutina a heparin jsou ob& vhodné
slozky pro in vitro kapacitaci, ale béhem kapacitace dochazi k rozdilnym slozitym
intracelularnim d€jim, v zavislosti na pfitomnosti jedné nebo druhé slozky (Parrish et al.
1994). Bergqvist et al. (2006) popsali vyssi ucinnost oviduktalni tekutiny, oproti jednotlivym
glycosaminoglykant, na kapacitaci spermii. Vysledky také potvrdily efektivni iniciaci
kapacitace pomoci bikarbonatu, ktery byl schopen, oproti GAG, iniciovat kapacitaci bez
albuminu, tedy bez cholesterolového effluxu (Bergqvist et al. 2006).

3.5.1.6 Lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL)

Kromé oviduktalni tekutiny, byl heparin porovnavan s u¢inkem HDL, ktery také
indukoval kapacitaci. Zde jsou zohledriovany proteiny semindlni plazmy BSP (bovine seminal
protein) a jejich Gcinek na kapacitaci. U heparinem navozené kapacitace ptsobi proteiny BSP
vazané na spermie jako heparinové receptory. Heparin by tak mohl interagovat s membrinou
spermii, prostiednictvim BSP proteind, za tiCelem indukce fady intracelularnich procest
zahrnujici alkalizaci intracelularniho prostedi, elevaci koncentrace Ca>+ a cAMP. HDL by
v in vivo prosttedi vyvolal ve vajeCniku druhy efflux cholesterolu a tim tak iniciovat
vyznamné zmény na membrané. Tento krok by byl na BSP proteinech nezavisly. HDL
vyvolana kapacitace nezahrnovala kaskadu cAMP, protoze nedoslo k vyznamnému zvySeni
fosforylace tyrozinovych zbytkt (Lane et al. 1999).
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3.5.1.7 Progesteron

V experimentu Thérien et al (2003) se progesteron prokdzal, jako inicidtor
akrozomalni reakce, nikoliv kapacitacniho procesu, jelikoz neovliviioval efflux cholesterolu.
At uz byly spermie inkubovany s heparinem, nebo dlouhodobé& inkubovany s BSP proteiny,
odpovéd’ na progesteron byla identicka. Piesto Ze byly pouzity rizné metody pro vyvolan{
kapacita¢niho procesu, progesteron vzdy stimuloval akrozomadlni reakci u kapacitovanych
spermii (Thérien et al 2003).

3.5.1.8 Slozky podporujici hyperaktivni motilitu

Stimulace influxu extraceluldrniho véapniku, ktery je nezbytny pro hyperaktivni
motilitu, byla u by¢ich spermii iniciovdna zvySenym intraceluldrnim pH. Alkalické K+
médium ziejmé zplsobilo uvolnéni intracelularniho Ca’+ ze zdsobarny v kréku, kdyz byl
snizeny extracelularni vapnik v médiu regulovan. Nésledkem byl asymetricky pohyb biciku.
Obdobné pozorovani bylo taktéz s pridanim NH4Cl (chlorid amonny), av§ak dosdhlo se pouze
nizkointenzivni hyperaktivace. lonomycin nestimuloval tak intenzivné hyperaktivaci jako
NH4Cl, i kdyz stimuloval influx Ca®+. A¢koliv NH4ClI nevyvolal pfisun extracelularniho
vapniku, pro hyperaktivni pohyb stacilo pouhé zvyseni pH v bi¢iku (Marquez a Suarez 2007).

Nejvhodnéjsi pH pro reaktivaci motility bylo stanoveno hodnotou pohybujici se
kolem7,0-8,5 pH (Ho et al. 2002).

Studie Barakat et al. (2015) prokézala pozitivni vliv kofeinu a pentoxifylinu na
motilitu mrazenych spermii, v zdvislosti na aplikované koncentraci (SmM u kofeinu, u
pentoxifylinu 1-5 mM). Studie dale ukazala, ze ¢im niz§i koncentrace pfidané latky, tim je
lepsi vysledek pro motilitu, proto doporucuji pridavat kofein do media v koncentraci SmM.

V této studii bylo vyuzité univerzalni IVF médium obsahujici, syntetickou ndhradu séra,
lidské albuminové sérum, glukdzu, sacharézu, laktat sodny, fyziologicky roztok soli, glycerol,
HEPES, hydrogenuhli¢itan sodny, penicilin a streptomycin. Kallikrein se ukazal jako nejméné
vyhodny pro iniciaci motility spermii a byl oznacen za méné ucinny pro in vitro (Barakat et
al. 2015).

Hyperaktivace vyvolana prokainem nebo kofeinem je zprostiedkovana cestou zavislou
na Ca’+ signalni molekule, ale neni zdvisld na regulaci drahy proteinkindzy A a fosforylaci
tyrosinu. Tyto drdhy, regulujici akrozomdln{ citlivost a hyperaktivaci, se rozchazeji
pusobenim prokainu nebo kofeinu, nebo Ze jsou zcela oddélené. Inhibice signalni drahy
proteinkindzy A tak nema vliv na hyperaktivaci stimulovanou prokainem, popiipadé
kofeinem. Hyperaktivace je zprostiedkovana cestou signalni drahy Ca’+, kter4 je oddé&len4
nebo odlisna od drahy spojené se ziskanim akrozomalni reakce (Marquez a Suarez. 2004).

3.5.1.9 Antioxidanty

Resveratrol je pfirodni polyfenol a fytoestrogen a také chelatacni ¢inidlo ROS
(reaktivni formy kysliku). I v pfipadée spermii resveratrol prokédzal své vyznamné antioxidacni
vlastnosti, které mohou zabranit §kodlivym ucinkiim zpisobenym ROS. Vysledky ukazaly, ze
resveratrol je schopen zabranit poklesu vitality spermii a funk¢ni aktivity, které by jinak
nastaly v disledku nadprodukce ROS. Stanovena koncentrace resveratrolu v rozmezi od 25 do

24



50 umol L (-1), s inkubacni dobou 6 hodin, se zdéla jako dostate¢na k ochrané spermif proti
poskozeni oxidanimi procesy in vitro, prostfednictvim prevence peroxidace lipidl a zaroven
stabilizace enzymatickych antioxidant ve spermii (Tvrd4 et al. 2015).

Také mangan, dobfe znamy antioxidant a silny inhibitor oxida¢niho stresu, prokdzal
svou udinnost pii in vitro kapacitaci. Mn>+ (60 uM) chrani by¢i spermie proti lipidové
peroxidaci a usnadnuje tim tak prub€h kapacitace a akrozomalni reakce. Hypoteticky ucinek
Mn?+, pfidany k by¢im spermiim, umozni zvyseni intraceluldrni hladiny Ca’+ bez snizeni
jejich zivotaschopnosti. Dale ma Mn?+ pozitivni Géinky na preziti spermii a podporuje
hyperaktivni motilitu béhem kapacitace a akrozomalni reakce. Dalsi mozné vysvétleni ucinku
na kapacitaci spermif a akrozomdln{ reakci, spojené s piitomnosti Mn+, by mohlo souviset se
zvysenim intracelularniho obsahu Ca%+. Podle této hypotézy, se kalmodulinové, nebo
kalmodulinu podobné proteiny, volné vazou bud’ na plazmatickou membrénu & Ca’+ nebo
Mg?+-ATP4zu, ¢imz se reguluje nizka hladina Ca®+. Vlivem pfitomnosti extracelularniho
Mn?+, se viak stimuluje odstranéni kalmodulinu z jeho receptorti, ¢imz zvysuje hladinu Ca’+.
Zvysujici se intracelularni hladina Ca*+ vede k vezikulaci akrozomu, tim zplisobuje fiizi
vnéj$i akrozomalni membrany s plazmovou membranou, coz vede k akrozomalni reakci.
Extracelularni piitomnost Mn?+ také zvysuje hladinu cAMP stimulaci Ca>+ nebo Mg?+-
ATPizy, ktera vede k aktivaci kalciovych kanald, a tim k ukladani vétsiho mnozstvi Ca’+.
(Bilaspuri a Bansal. 2008).

3.5.2 Slozky pro kapacita¢ni média u kance

U kance se podobné¢ jako u byka prokéazal kapacitacni u¢inek bikarbonatu a vapniku,
obsazeny v Krebs — Ringer bikarbonatovém roztoku. Avsak potfeba bovinniho sérového
albuminu (BSA) se prokdzala jako méné zasadi pro in vitro kapacitaci (Tardif et al. 2003).
Také ucinek heparinu se u kanci in vitro kapacitace prokazal jako ucinny, avSak jeho ptisobeni
je znatelné, pokud jsou pritomné dalsi kapacitacni slozky jako vapnik a bikarbonat (Dapino et
al. 2006). U akrozomalni reakce byla potfebna extracelularni ptitomnost chloridového aniontu
(CI') (Melendrez a Meizel 1995). Pozitivni vliv na kapacitacni proces u kanct, byl zapfic¢inén
pusobenim progesteronu, ktery kapacitaci urychlil (Barboni et al 1995). U rozmrazenych
kancich spermii, byla prokdzana ROS (reaktivni formy kysliku) protektivni funkce
resveratrolu. Ten pravdépodobné aktivuje AMPK (5" AMP-aktivovana proteinkindza). AMPK
snizuje produkci ROS a podporuje obranny antioxidacni systém spermie (Zhu et al. 2019).
Poslednim zajimavym faktorem, ktery md vliv na in vitro kapacitaci kancich spermii, je
koncentrace spermii. VyS$§i koncentrace méla za nasledek indukci kapacitacnich zmén, jako je
naptiklad fosforylace proteinu p32, dezorganizace lipidii v membrané nebo indukce
akrozomové reakce (Martin-Hidalgo et al 2022).

3.5.2.1 Kerbs-Ringer bikarbonatovy roztok

Je obecné uznavano, ze fosforylace tyrozinovych residui doprovazi kapacitaci savcich
spermif, nicméné urcité aspekty tohoto procesu jsou druhové specifické. Pravé cilem studie
Tardif et al (2003) bylo vyhodnotit dilezitost slozek (vapnik, bikarbonat a BSA) média na
kapacitaci kancCich spermii, pfesnéji dalezitost jejich ucinku na fosforylacni stav proteinu Mr

25



32 000 (p32) a na aktivitu tyrosin kindzy (TK-32). Hlavni pouzita kultiva¢ni média byla
zalozena na Krebs-Ringer bikarbonatovém roztoku, které mimo jiné obsahovalo bikarbonat a
BSA. Nekapacitacni médium meélo obdobné slozeni jako kapacitacni médium, ale postradalo
vapnik, hydrogenuhlicitan a BSA. Medium mélo stejné pH jako kapacitatni médium a
slouzilo pro kontrolni populaci spermii. Spermie byly inkubovany pii teploté 39 °C, po dobu
az 4,5 hodiny. Vépnik (2 mM) byl ptidan do média ochuzeného o vapnik (kontrolni skupina).
Kapacitace spermii byla definovana jako schopnosti spermii podstoupit akrozomdlni reakci,
indukovanou ionoforem Ca A23187. Prokazalo se, ze v kapacitanim médiu prostého od
Ca’+, byla inhibovdna veskerd aktivita kinazy a fosforylace proteinu p32 byla nizkd. Také
bikarbonat prokazal svoji dilezitou roli v kapacitacnich procesech, spojené s aktivitou kinazy
TK-32. Avsak ukazalo se, ze BSA nebyl nezbytny pro aktivitu kinazy, a tim i1 pro kapacitacni
proces. Pfedpoklada se, ze v plazmatické membrané kancich spermii je pomér cholesterolu
vuci fosforu (C:P) relativné nizky, proto albuminem zprostiedkovany efflux cholesterolu
nemusi byt nezbytny béhem kapacitace u kance (Tardif et al. 2003). Pro bikarbonét byla
stanovena nejvhodné&jsi kapacitacéni koncentrace 15 mmol/l, kterd je dostatend k aktivaci
kapacitacni kaskady spermif, k udrzeni zvyseného intracelularniho pH a zvyseni
fosforylovaného stavu tyrozinovych residui (Soriano-Ubeda et al. 2019).

Jako mozna slozka média, ktera by zapficinila odtok cholesterolu z membrany, a tim
tak iniciovala kapacitacni proces, se jevil metyl — B — cyklodextrin, ktery je zndm pro jeho
ucinek k depleci cholesterolu. Pravé jeho ucinek byl zkouman u kancich spermii, které byly
porovndvany s psimi kmenovymi buiikami z ledvin (somatické buiiky), jenz byly taktéz
vystaveny tomuto komponentu. Ukézalo se, ze metyl — B — cyklodextrin, kromé zadouci
deplece cholesterolu, vyvoldvd rozpad membrdny u spermii kance. Negativni dopady byly
pozorovany jiz pii nizkych koncentracich (>1 mM). Zatimco u somatickych bunék se integrita
membrany nemeénila, i pfi relativné vysokych hodnotidch. Koncentrace metyl — 3 —
cyklodextrinu u spermii také zapticinila umélé naruseni akrozomu. Diky t€émto spermicidnim
ucinkim neni doporucovano pouzivat pro in vitro kapacitaci a fertilizaci tuto slozku (van
Gestel et al. 2005).

3.5.2.2 Heparin

U kancich spermii se také prokéazal uc€inek heparinu, ktery je pfitomen v samicim
reproduk¢nim traktu a jehoz vazebna mista byla popsana u kanci spermie vétSinou v
akrozomalni oblasti. Opét byly sestaveny média s riznou kombinaci zastoupeni slozek jako
Ca’+, bikarbonat a BSA. V zdvislosti na vzorku, byl pfidan heparin (10 mM). Inkubaéni doba
byla stanovena na 120 minut. Znovu se potvrdilo, ze v médiu, které postradalo bikarbonit a
Ca’+ nevykazovaly spermie kapacitaéni zmény, i kdyz byl pfitomen heparin. V neptitomnosti
BSA a pritomnosti vapniku s bikarbondtem v médiu, byla kapacitace indikovana, a s pfidanim
heparinu byly kapacitacni projevy zesileny. Tyto vysledky naznacuji, ze heparin napomaha
k iniciaci kapacitaniho procesu in vitro, ale jen v pfipadé pritomnosti kapacitacnich slozek,
jako je vapnik a bikarbondt. Heparin se v této studii zfejme také zapojoval do akrozomalni
reakce, jelikoz procento akrozomdlni reakce spermii bylo signifikantné vyssi nez u v§ech
ostatnich médii, které heparin neobsahovala (Dapino et al. 2006).
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3.5.23 Cr

Iniciace akrozomalni reakce u kancich spermii vyzadovala extraceluldrni pritomnost CI-,
a zaroven se prokazala pfitomnosti riznych kanalt spjatych s Cl-. Glycin/Cl-, je kanal
s glycinovym receptorem, ktery hraje roli v zonou pellucidou indukované akrozomdlnf{ reakci.
Kapacitované kanci spermie nepodstoupily zonou a progesteronem iniciovanou akrozomalni
reakci, kdyz byly suspendovany v médiu s deficitem Cl-. Aktivace influxu ClI- ptes glycin/ClI-
kandl, je umoznéno bud’to pfimou interakci zony pellucidy s pfimou vazbou na receptor
glycin/Cl- kanalu, pomoci glykoproteina zony pellucidy. Nebo vazbou glykoproteinti zony
pellucidy na jiné receptory spermii a naslednou aktivaci receptorti kanali prostfednictvim
cross-talk receptort (Melendrez a Meizel 1995).

3.5.2.4 Progesteron

I v pfipadé kancich spermii, se progesteron prokazal jako slozka, ktera tiCinkuje na
kapacitacni proces. Svym uc¢inkem kapacitaci urychluje, aniz by ptimo ovliviioval
akrozomalni reakci. Tento ucinek se projevuje pomérné rychle. Spermie vystavené
progesteronem jiz po 30 minutach, vykazovaly vétsi reaktivitu nez kontrolni skupina spermi,
ktera nebyla progesteronem oSetfena. Vyhodou inkubace spermif s progesteronem je
zachovaly aktivni stav spermie, po celou inkubacni dobu. I kdyz po 180 minutich kultivace
vzorkl, jak inkubovanych s progesteronem, tak bez progesteronu, byl stav v obou vzorcich
témeér shodny. Progesteron uc¢inkoval v zavislosti na koncentraci. Koncentrace 10 nM stacila k
urychleni procesu kapacitace (Barboni et al 1995).

3.5.2.5 Antioxidant

U rozmrazenych kancich spermii, se taktéz prokazal antioxidant resveratrol, jako
protektivni latka, kterd chrani spermie pred ucinky reaktivnich forem kysliku (ROS). Bylo
zjisténo, ze pridanim 50 uM resveratrolu vyznamné zlepsilo progresivni motilitu spermii po
rozmrazeni, integritu membrany, integritu akrozomu a mitochondridlni aktivitu. Zatimco
ucinky hladiny ROS, jako je peroxidace lipida a apoptdza spermii, byly snizené za
pfitomnosti 50 uM resveratrolu. Mozny zptisob Gcinku resveratrolu je pravdépodobné
aktivace AMPK (5' AMP-aktivovand proteinkindza), ktera snizuje produkci ROS a posiluje
antioxidacni obranny systém spermii (Zhu et al. 2019).

3.5.2.6 Koncentrace spermii

Také vyssi koncentrace spermii se zda byt klicova u kanci in vitro kapacitace. Kdyz
byly spermie inkubovany v mnozstvi 100 nebo 200 mil/ml, bylo pozorovano zvySeni
tyrozinové fosforylace proteinu p32, ve srovnéni s koncentraci inkubovanych spermii pii 50
mil/ml. Dal§i zmény, které korelovaly se zvySenou koncentraci inkubovanych spermif, byla
pozorovana i dezorganizace lipidi v plazmatické membrané, indukce akrozomalni reakce a
zivotaschopnost spermii (Martin-Hidalgo et al 2002).
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3.5.3 Slozky pro kapacitacni média u hirebce

Na rozdil od lidi a mnoha jinych druhd, neni in vitro fertilizace (IVF) s koniskymi
gametami uspésSnd. Zjevna neschopnost hiebcich spermii proniknout do zony pellucidy in
vitro, je s nejvétsi pravdépodobnosti zptsobena nedplnou kapacitaci spermii, v dusledku
nedostateCné upraveného kapacitacniho média (Leemans et al. 2016). Pouziti standardnich
kapacitacnich slozek, jako je bikarbondt, vapnik a bovinni sérovy albumin (BSA) vedlo k
atypickym interakcim mezi jednotlivymi uc¢inky slozek, které se i, v nékterych ptipadech,
vzajemné inhibovaly (Macias-Garcia et al. 2015). Mozna nahrada za BSA se osvédcil
polyvinylalkohol, ktery byl zastoupen v médiu, obsahujici modifikovany Krebs-Ringer roztok
(Choi et al. 2003). I kdyz nebyly zatim definovany vSechny kapacitacni slozky v prostredi in
vivo, v ptipad¢ in vitro se nékteré kapacitacni projevy, jako naptiklad fosforylace proteind,
objevovaly v pritomnosti vysokého pH (Leemanse et al. 2014) (Leemans et al. 2016). Jako u
predeslych vybranych druhg, i u hiebCich spermii heparin napomahal v kapacitacnimu
procesu, ktery vedl k akrozomalni reakci (Varner et al. 1993). Dulezitou slozkou
kapacitacniho média se ukazal byt prokain, ktery vyvolava hyperaktivni motilitu v prostredi,
neobsahujici extracelularni vapnik (Loux et al. 2013). Nicméng¢, prokain vyvolava pouze
zmény spojené s hyperaktivni motilitou. Neindukuje fosforylaci protein nebo akrozomalni
reakci, proto v médiu musi byt pfitomné jesté dalsi slozky, které iniciuji kapacitacni déje
(McPartlin et al. 2009). Jako nejdilezitéjsi zdroj energie pro motilitu se zda byt pyruvat a
laktat. Oproti tomu glukéza miize snizovat mitochondrialni funkci (Darr et al. 2016). Stejné
jako u predchozich druhg, také u hiebce byl popsan pozitivni vliv progesteronu na kapacitaci
spermii in vitro (Meyers et al. 1995).

3.5.3.1 Bikarbonat, vapnik, BSA

Vysledky studie Macias-Garciaet et al. (2015) ukézaly atypické vztahy mezi effluxem
cholesterolu, produkci ROS a fosforylaci tyrozinovych residui, pii pouziti béznych
kapacitacnich slozek. U inkubace spermii v pfitomnosti vapniku, BSA a bikarbondtu, at’ uz
samostatné nebo v rizné kombinaci, se ukazaly riizné nezadouci interakce, které ovlivnily
kapacitaci. Bikarbonat vyvolal zvySeni hladiny ROS, kterd byla ale snizena, kdyz byl pfidan
vapnik nebo BSA. Naopak fosforylace tyrozinovych residui, indukovand bikarbonatem, byla
znatelnd { za pfitomnosti vapniku nebo BSA. Z4dn4 kombinace téchto komponenti vak
nebyla spojena s vyznamnym effluxem cholesterolu. Naproti tomu, spermie oSetfené methyl-
B-cyklodextrinem, vykazovaly vyznamné snizeni hladiny cholesterolu, ale zas nebyla
prokdzana zvySend fosforylace nebo zvySeni ROS. Ptitomnost BSA zvysila vazbu spermii na
zonu pellucidu, nezdvisle na indukci fosforylace tyrozinu, tvorby ROS ¢i odtoku cholesterolu.
To potvrdilo druhovou specifi¢nost kapacitacnich podminek, u hfeb¢ich spermi (Macias-
Garcia et al. 2015)

Mozna nahradni slozka, kterd by 1épe zastoupila funkci BSA, se osvédcil PVA
(polyvinylalkohol). Spermie hiebce byly inkubovany v modifikovaném Krebs-Ringer
bikarbonatovém médiu (TYH). Takto pfipravené médium bylo dale modifikovano, doplnéné
bud’ o PVA (1 mg/ml) nebo BSA (4 mg/ml). Kapacitace byla indukovana 8-bromoadenosin
3',5'-cyklicky monofosfatem (8BrcAMP; 0,5 mM), a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci s
0,1 uM ionomycinem. Hieb¢i spermie byly spolecné s oocyty inkubovany v médiu TYH/PVA
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nebo TYH/BSA po dobu 18 az 20 hodin. Cést spermif, kterd byla inkubovédna v médiu
obsahujici 8BrcAMP a ionomycinu a PVA, vykazovala vys$si miru praniku do oocytu (35 %),
nez v jakémkoliv médiu obsahujicim BSA (5 az 6 %). Také se ukazalo, ze PVA byl v kazdém
testovaném systému lepsi, nez BSA (Choi et al. 2003).

3.5.3.2 Ph

Predpoklada se, ze hieb¢i kapacitacni médium vyzaduje vyssi pH nez u jinych druht
savcl. Nicméné, ani tyto predpoklady, spojené s vysokym pH, nevyvolaly akrozomalni
reakci, a tedy neumoznily uspeésné oplodnéni (Leemanse et al. 2016). Studie Leemanse at al
(2014) prokdzala zavislost fosforylace tyrozinovych residui na pH média, které se muselo
pohybovat kolem 8 pH, a to bez ohledu na pfitomnost dalSich slozek, jako je BSA nebo
bikarbonat. Kromé extracelularniho vapniki byl také pozitivné hodnocen ptidany kalmodulin
(Leemanse et al. 2014). Navic se ukdzalo, Ze pii vysokém pH, nebyla zvySena produkce ROS
(Macias-Garcia et al. 2015). Vyvoj definovaného kapacitacniho média pro podporu uspésného
koriského IVF bude zatim zaviset na identifikaci necharakterizovanych kapacitacnich faktord,
které jsou pritomné ve vejcovodu. Tedy je dale potfeba zkoumat interakce mezi spermii a
vejcovodem, véetné kapacitace spermii, fertilizace a rané faze vyvoje embrya. Ocekava se, ze
v budoucnu objasni roli vejcovodové tekutiny, a jejich slozek, nové technologie, jako je 3D
tisk vejcovoda a mikrofluidni automatizace (Leemans et al. 2016).

3.5.3.3 Heparin

Vzhledem k tomu, ze heparin reguluje akrozomovou reakci spermie u jinych druht,
byl proveden experimen pro zkoumani u€inku heparinu 1 u hieb¢ich spermii. I v pfipadé
hiebcCich spermii, se heparizované prosttedi prokdzalo jako schopné, u procentualni ¢asti
populace spermii, urychlit ndstup kapacitace vedouci k akrozomélni reakci (Varner et al.
1993).

3.5.3.4 Prokain

Bézné inkubacni slozky pro indukci hyperaktivni motility, jako je bikarbonat nebo
vapnik, se nezdaji byt dostate¢né pro stimulaci hiebCich spermii. Loux et al. (2013) tedy
predpokladaji, ze mechanismus odpovédny za hyperaktivni motilitu spermii tohoto druhu je
odlisny, oproti ostatnim druhd. Analyzovany korisky protein — kanal CATSPERI, se ukazal
jako druhové specificky odlisny ve své struktufe, presnéji v oblasti senzoru pH. Pfi vystaveni
zvyseného extracelularniho pH, byl vyvolédn vzestup intracelularniho vapniku, ktery byl
v rdmci experimentu, inhibovdn zndmym blokdtorem CatSper kandlu. Médium s nedostatkem
vapniku a s vysokym pH, indukovalo ztratu motility. Nicmén¢ spermie oSetiené prokainem s
nedostatkem véapniku v médiu, si zachovaly pohyblivost a nasledné vykazovaly hyperaktivaci,
coz naznacuje, ze prokain nepisobil otevienim kanalu CatSper. Zda se, Ze prokain neptsobi
prostfednictvim CatSper ve spermatu koni, a jeho pocate¢ni hyperaktivacni u¢inek neni
zavisly na influxu vépniku. Coz ukazuje ze vztah hyperaktivované motility u hebcich spermii
k nérustu intracelularniho védpniku je slaby (Loux et al. 2013).
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K uspésnému umélému oplodnéni u koné je nutna jak kapacitace, tak hyperaktivace.
Coz potvrdily i vysledky studie McPartlin et al. (2009), kde byla zkoumand kombinace
kapacitacniho prostiedi a prokainu, ktery indukuje hyperaktivni motilitu. Spermie byly
inkubovany v kapacitacnich podminkach, v modifikovaném Whittenovém médiu (MW).
Kapacitacni podminky byly dale upraveny pfidanim bikarbonétu a BSA. Kone¢né pH
s pfidanim HCI bylo sniZzeno na hodnotu 7,2. Absence prokainu v kapacitacnim médiu, vedlo
k nulové fertilizaci oocytu klisen (0 z 66 oocytil) pii in vitro fertilizaci. Na zakladé téchto
vysledkd, byl proveden dalsi experiment, pfi kterém se zkoumal uCinek inkubace spermif
v nekapacitacnim prostfedi (neupravené MW, které postradalo BSA a bikarbonit), s cilem
zjistit uCinek samotného prokainu v nezavislosti na kapacitacnich slozkach. Tento vzorek
spermii byl porovnavan se vzorkem spermif, které byly inkubovany v kapacitacnim médiu
(upravené MW) s pfidanym prokainem. Inkubaci spermii v kapacitaénim modifikovaném
médiu, které zaroven obsahovalo i prokain, me¢lo za nasledek 40 % (2 z 5) oplodnénych
oocytu. Zatimco spermie inkubované v nekapacitacnim prostiedi, s obsahem prokainu, byla
oplozovaci schopnost nulova (0 %, 0 z 5). Vzhledem k tomu, Ze u¢inek prokainu nebyl
spojovan se zménami ve fosforylaci proteint a ani s indukci akrozomalni exocytdzy, je
nepravdépodobné, ze by prokain usnadnil oplodnéni jinym mechanismem nez indukci
hyperaktivni motility. Pro in vitro fertilizaci u koni, byla tedy nejvyhodné;si volba inkubace
hiebcich spermii za kapacita¢nich podminek a za podminek indukce hyperaktivni motility,
pomoci prokainu (McPartlin et al. 2009).

3.5.3.5 Energeticky substrat

Spermie hiebctl se primarné spoléhaji na oxidativni fosforylaci pro produkci ATP,
vyuzivaného pro motilitu a metabolismus spermii. Méfeni byla provedena s riznymi
koncentracemi laktatu, pyruvatu, a glukézy. Pritomnost glukézy v médiu se neukdzala jako
nutnd, pro kratkodobé skladovani koniskych spermii. Jeji pfitomnost muze dokonce vést ke
snizeni mitochondrialni funkce. Vysledky naznacuji, ze laktat a pyruvat jsou nejdilezitéjsimi
zdroji energie pro motilitu a rychlost spermii hiebci. Také se ukazalo, ze fizeni metabolismu
spermii pomoci média mize byt technika pro lepsi uchovani a zvySeni spermatické funkce
ptfed inseminaci. Navic, promyté a nasledn€ inkubované spermie v médiu, s obsahem
pyruvatu nebo laktatu, se ukdzalo byt prospésné, pro urychleni mitochondridlni funkce vzorku
spermii, které byly dfive chlazeny nebo zmrazeny (Darr et al. 2016).

3.5.3.6 Progesteron

Také u hiebCich spermii prokazal progesteron sviij u¢inek v podobé€ vyssiho vyskytu
akrozomdlni reakce, oproti spermiim, které nebyly s progesteronem inkubovéin (Meyers et al.
1995). Draha zprostfedkovana ucinnosti progesteronu je nezavisla na pritomnosti bikarbonatu
a na draze proteinkyndzy A. Progesteron piisobi pomoci svého receptoru, ktery je pfitomny na
plazmatické membrané (Rathi et al. 2003).
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4 Zavér

Cilem této prace bylo shrnout poznatky o kapacitacnich in vitro médii, v zavislosti na
urcity vybrany zivoci$ny druh. Pro lepsi pochopeni ucinku slozek médii, zde byly popsany
mechanismy kapacitace, které byly iniciovany ucinky bikarbondtu, vapniku a akceptorem
cholesterolu. Hlavni kapacitacni zmény byly popisovany v hlavickové Casti spermie a byly
doprovazeny popisem hyperaktivni motility, zmeény polarizace membrany, vyuziti
energetického substrtu. V rdmci ziskdvani energetického zdroje byl popsan vliv reaktivnich
forem kysliku na spermie. Podkapitola “Proteinkindza A* a “Hyperaktivni motilita“ zahrnula
predev§im vybrané Casti kinaz, které se podileji na kapacitaénim procesu. Bylo tak ucinéno
z divodu komplikovanych interakci dalSich signalnich drah. Také jsou urcité drahy obecné
malo popsdny a pochopeny, jelikoz je kapacitace stdle malo popsana.

Kapacitace v sami¢im prostiedi, in vivo, probihd ve vejcovodu, kde spermie utvari
rezervoar. Utvafeni rezervodru zajisti spermiim zivotaschopnost do ovulace, kdy se
z vajecniku uvolni oocyt. Na kapacitacnim procesu se zde podileji slozky, které jsou ptitomné
v tekutindch vejcovodu.

Kapacitacni média se snazi co nejvice napodobovat slozky, které se bézné vyskytuji ve
vejcovodech samice. Také se vSak osvéd¢ily slozky, které bézné nejsou pfitomné v samicim
reprodukénim traktu a zfejme iniciuji kapacitaci jinym mechanismem, nez je to u béznych
slozek. U by¢ich spermii bylo prokazano Siroké spektrum riznych slozek, podporujici in vitro
kapacitaci. U kancta vSak nékteré tyto slozky neprokazaly vzdy stejnou uspésnost a nékteré
slozky, jako je naptiklad akceptor cholesterolu BSA, se prokazal jako nepottebny. AvSak u
obou zminénych druhti se prokazal ucinek bikarbonatu a vapniku. Odlisné vysledky byly
zjisténé u hiebcCich spermii. Pro hiebli spermie nebylo zatim stanoveno u¢inné médium, které
by podpoiilo kapacitacni a nasledny oplozovaci proces. Zjisténé naroky na kapacitacni slozky
bylo vysoké pH, oproti ostatnim druhtim. Jednou z moznych kapacita¢nich slozek se prokazal
prokain, ktery vSak neucinkuje samostatné na proces spojeny s oplodnénim. Podili se
predevsim na hyperaktivni motilité.
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