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Fosforylace proteinii hi‘eb¢ich spermii jako indikator
kapacitace

Souhrn

Ejakulované spermie nejsou schopné oplodnit oocyt, proto musi spermie podstoupit
sérii funkénich zmén souhrnné oznacovanych jako kapacitace. Hlavni pozorované déje béhem
kapacitace jsou zmeény v metabolismu buiky, uspotaddni plazmatické membrany
a hyperaktivace motility. In vivo jsou tyto procesy vyvolany kontaktem spermie s oviduktem.
V laboratornich podminkach bylo zjisténo, ze na zahajeni kapacitace vétSiny savcl maji vliv
tvorbu cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP). Produkce cAMP slouzi k aktivaci
proteinkinazy A nutné k fosforylaci proteint na tyrosinu, kterd je spojovana s hyperaktivaci
k ¢asteéné kapacitaci u hieb¢ich spermii, proto se zda se, ze u hiebce probiha kapacitace
specifickym, zatim nezndmym zplisobem.

Tato prace se zabyvala hodnocenim rozdilu fosforylace proteinti hiebéich spermii
mezi nativnimi a kryokonzervovanymi vzorky. Béhem kryokonzervace cCasto dochazi
k nezadoucim zménam podobnym kapacitaci oznaCovanych jako kryokapacitace.
Kryokapacitované spermie nejsou vhodné k oplozeni.

Nejdiive byla v této praci hodnocena lokalizace fosforylovanych proteinti u nativnich
a kryokonzervovanych vzorkl hiebCich spermii pomoci imunofluorescenéni mikroskopie.
Byly objeveny jisté rozdily v lokalizaci signalu mezi porovnavanymi vzorky. U nativnich
vzorkd prevladal signal v oblasti ekvatoridlniho segmentu a zéaroven bic¢iku, zatimco
u kryokokonzervovanych vzorkt byl nejéastéjsi signal v oblasti akrozomu, ekvatorialniho
segmentu a biCiku zaroven. Signal v oblasti bi¢iku byl vyraznéjsi v oblasti stiedni Casti
U nativnich vzorkl, u kryokonzervovanych byl signal v celém bic¢iku rovnomérny. Signal
v ekvatoridlnim segmentu nativnich vzorkli byl rozmistén rovnomérné po celém segmentu,
zatimco u kryokonzervovanych byl uspofddan uprostied do tvaru trojihelniku. Byla
hodnocena také piitomnost akrozomu a detekce signdlu protilatky proti fosfotyrosinu.
Ptitomnost nebo nepiitomnost akrozomu neméla vliv na detekci signalu v této oblasti.

Pomoci metody Western Blot imunodetekce byla hodnocena mira signélu
fosforylovanych proteinii hiebcich spermii. U kryokonzervovanych vzorkl bylo detekovéano
veétsi mnozstvi proteinii se signdlem proti fosfotyrosinu nez u nativnich vzorkli. Mezi
jednotlivymi hiebci byl patrny rozdil v mife detekovaného signalu. Ztoho vyplyva
individudlni citlivost hiebcli na kryokonzervaci a kryokapacitaéni zmény.

Klic¢ova slova: fosforylace, spermie, hiebec, kapacitace, kryokonzervace, kryokapacitace



Stallion sperm protein phosphorylation as an indicator

of capacitation

Summary

Ejaculated sperm are unable to fertilize the oocyte, so they must pass a series of
functional changes referred to as capacitation. The main events observed during capacitation
are changes in sperm metabolism, reorganisation of the plasma membrane, and
hyperactivation motility of a sperm tail. These changes are in vivo initiated after contact of
spermatozoa with the female oviduct. In laboratory conditions, three initiating factors of
capacitation for most mammalians were discovered: HCOs, Ca?* and albumin. HCO3
activates adenylat cyklase A, which iniciates releasing cyclic adenosin monophosphate
(CAMP). Production of cAMP activates also protein kinase A necessary for protein tyrosine
phosphorylation. Protein tyrosine phosphorylation is connected with sperm ftail
hyperactivation and used as a marker of capacitation. These three initiating factors of
capacitation lead not to full capacitation in horse, therefore, the stallion sperm appear to be
capacitated in a specific, as yet unknown manner.

This work compared differences in protein tyrosine phosphorylation between native
and cryopreserved stallion sperm. During cryopreservations sperm often undergo undesirable
changes similar to capacitation described as cryocapacitation. Sperm which undergo
cryocapacitation changes are not suitable for fertilization.

In this work localization of phosphorylated proteins in native and cryopreserved
samples was observed using immunofluorescence microscopy. Particular differences in the
localization of the signal were observed. In native samples, dominated signal was located
in the equatorial segment and sperm tail simultaneously, whilst in cryopreserved sperm
dominated signal was located in the acrosome, equatorial segment, and sperm tail
simultaneously. Detected signal was stronger in midpiece of a sperm tail in native samples,
whilst in cryopreserved samples was signal equal throughout sperm tail. The observed signal
in equatorial segment was equal in native sperm, in cryopreserved sperm it was located
in the middle in a shape of a triangle. The presence of acrosome and signal of protein tyrosine
phosphorylation was studied. The presence or absence of acrosome did not affect the signal in
this area.

Using method of Western Blot imunodetection was detected measurement of signal
of phosphorylated proteins in stallion sperm. In cryopreserved samples, more phosphorylated
proteins were detected than in native samples. Differences in the measurement of observed
signal between particular stallions were detected. In conclusion, stallions seem to have
different sensitivity to cryopreservation and cryocapacitation.

Keywords: phosphorylation, sperm, stallion, capacitation, cryopreservation, cryocapacitation
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1 Uvod

Ejakulované spermie nejsou schopné oplozeni, ptestoze jsou zralé a motilni. Aby byly
schopné navazat se na zonu pellucidu oocytu, musi spermie projit sérii funkénich zmén
oznaCovanych jako kapacitace. Kapacitace je proces zréani, ktery spermie podstupuje
pii prichodu sami¢im pohlavnim traktem (Suarez 2002). Bé&hem kapacitace se méni
metabolismus spermie, v plazmatické membrané dochazi k redistribuci proteini a effluxu
cholesterolu, takze se stavda mnohem fluidnéjsi a dochazi k hyperaktivaci motility bi¢iku. Zmény
na spermii vyvolané kapacitaci jsou nezbytné pro dosazeni akrozomalni reakce a flize s oocytem
(Leemans et al. 2019a). U vétSiny druht savei je mozné dosahnout kapacitace in vitro pomoci
kultivace v médiu obsahujicim HCO3-, Ca?* a albumin. Pfesto tyto 3 inicidtory kapacitace nestaci
k aplné kapacitaci hieb¢ich spermii. Hieb¢i spermie kapacitované in vitro nejsou schopné
akrozomalni reakce. Z toho plyne specificky pribéh kapacitace u koné (Tremoleda et al. 2003).

Béhem kapacitace dochazi také k zahajeni signalnich drah fosforylace. Fosforylace
proteinu tyrosinu ma patrné velky vliv na hypermotilitu. Béhem kapacitace ale dochazi
k fosforylaci vétsiho mnozstvi proteini. Proto je fosforylace brana jako jeden z markeru
kapacitace (McPartlin et al. 2008).

Kryokonzervace je jednou z vyuzivanych reprodukénich metod. Presto neni u koni piilis
uspésnd, jelikoz hiebCi spermie jsou Spatné mrazitelné. Kryokapacitace ma na spermie casto
negativni vliv. Nezfidka dochazi k nevratnému poskozeni spermii vyvolanych kryokapacitaci.
Kryokapacitace se velmi podoba bézné kapacitaci, ale je vyvolana stresem plisobicim na spermie
béhem mrazeni nebo rozmrazovani (Naresh & Atreja 2015). Béhem kryokapacitace dochazi téz
k tyrosinové fosforylaci proteini spermii (Bailey et al. 2000). Jelikoz je kryokapacitace vyvolana
pfedcasné, nejsou tyto spermie schopné navazat se na zonu pellucidu a dosdhnout akrozomové
reakce a oplozeni. Pfesné mechanismy kapacitace u hiebCich spermii nejsou jesté plné znamy
(Leemans et al.2019a). Na rozdil od jinych druhti hospodaiskych zvifat, kdy jsou znamy
dosahnout in vitro fertilizace, u koni tento proces stale selhava. Pochopeni principu kapacitace
a vlivil kryokapacitace by mélo velky vliv na reprodukci koni. K tomuto pochopeni miize pispét
detekovani rozdilné fosforylace jako markeru kapacitace mezi nativnimi a kryokonzervovanymi
vzorky hiebc¢ich spermii.



2  Védecka hypotéza a cile prace
Cilem préce je pomoci lokalizace a miry fosforylace proteini vyhodnotit kapacitaéni stav

spermii hiebci pfed a po kryokonzervaci na zdkladé hypotézy, ze béhem kryokonzervace
u spermii nastavaji zmény podobné kapacitaci ozna¢ované jako kryokapacitace.
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3 Literarni reSerse

3.1 Spermie

Spermie jsou samci pohlavni buiikky nesouci genetickou informaci. Obsahuji polovicni
pocet chromozomt, jsou tedy haploidni. Spermie vznikaji spermatogenezi ve varleti a dozravaji
a ukladaji se v nadvarleti. Spermie opoustéjici varlata jsou je$té nezralé a nepohyblive.
Az béhem pruchodu nadvarletem zraji a ziskavaji motilitu (Varner & Johnson 2007). Ale ani
po ejakulaci stale jeste nejsou schopné oplodnit oocyt. To dokazou az po zménéach vyvolanych
kontaktem se sami¢im reproduk¢énim traktem. Tyto zmény jsou souhrnné oznacovany jako
kapacitace (Yanagimachi 1994).

3.2 Hriebdi spermie

Spermie savcu se sice mohou morfologicky lisit, ale jejich struktura a stavba plazmatické
membrény je podobnd. Mezidruhové rozdily jsou na prvni pohled patrné v rozdilné velikosti.
Tato prace se zamétuje na hiebCi spermie, ostatnim druhtim je vénovano méné pozornosti a jsou
zminény spiSe pro srovnani. Ejakulat koné obsahuje 25-100 x 10° spermii/ml. Na mnozstvi
a kvalitu spermii ma vliv mnoho faktord — v€k, ro¢ni obdobi, vytiZzenost hiebce, plemeno
atp. (Katila 1997). Velky pocet spermii V ejakulatu je nutny, protoze fertilizace in vivo je
extrémné neefektivni proces. Pouze 0,0007 % ejakulovanych spermii dosdhne vejcovodu klisny,
kde probiha fertilizace (Rigby et al. 2000).

Hiebci spermie maji podobnou strukturu jako spermie byka, ¢lovéka, kozla, kance a psa.
Primérna délka ¢ini 61-86 um. V porovnani s velikosti téla jsou hieb¢i spermie mensi nez
napiiklad u mysi (123 um), potkana (190 um), kiecka (189 pm), ¢lovéka (57 um) (Cummins
& Woodall 1985).

Spermie jsou ¢lenény na hlavicku a bic¢ik (viz obr. ¢.1). Hlaviéka obsahuje jadro
s genetickou informaci, kryté akrozomem a nizky pocet cytosolickych elementt. Bi¢ik je
organela pohybu. Cela spermie je kryta spole¢nou plazmatickou membranou, ktera se rozdéluje
na regionalni domény. Ty ovliviiuyji vlastnosti membrany: pfilnavost k vejcovodu, prubéh
akrozomalni reakce, aktivaci a hyperaktivaci motility, penetraci kumulem oocytu, adhezi
a naslednou fazi pohlavnich bun¢k (Varner et al. 2015).
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Obrézek ¢. 1: Kreshy stavby hieb¢i spermie: sttedosagitalni prifez (vlevo), celd spermie
(uprostied) a Casteny prufez (vpravo). Podélna déleni spermii: vlevo hlavicka (head) a bi¢ik
(flagellum), vpravo spojovaci ¢ast (midpiece), hlavni ¢ast (principal piece) a koncova ¢ast bic¢iku
(end). Dalsi ¢asti: a. akrozom, b. plazmaticka membrana, c. jadro, d. mitochondrie, e. axonema,
f. vnéjs$i husta vlakna, g. vlaknité pouzdro, h. mikrotubuly axonemy. Upraveno podle Varner
& Johnson (2007).

3.2.1 Plazmaticka membrana spermie

Plazmatickd membrana (PM) spermii je velmi slozitd, heterogenni a dynamicka dvouvrstva
struktura, ktera pokryva cely povrch spermie (Flesch & Gadella 2000; Varner et al. 2015). Jeji
sloZeni a organizace jsou zodpovédné za afinitu spermie K vejcovodu, permeabilitu rozpusténych
latek, bunécnou signalizaci a fuzni procesy (Flesch & Gadella 2000). Je tvofena lipidy (zejména
fosfolipidy), cholesterolem a proteiny. Lipidy tvoii dvojvrstvu s hydrofilnimi konci
orientovanymi ven a hydrofobnimi dovnité (Juhasz et al. 2000). Za normalnich okolnosti jsou
lipidy rozmisténé ve dvouvrstvé asymetricky (Friend 1982). Naptiklad u kancii jsou
sfingomyelin, fosfatidylcholin a glykosfingolipidy umisténé ptfednostné na vné&j§i vrstve
plazmatické membrany, zatimco jiné lipidy jako fosfatidylserin a aminofosfolipidy jsou umisténé
spise ve vnitini vrstvé (Gadella et al. 1999). Mezi lipidy jsou rozmisténé proteiny. Nékteré z nich
funguji jako transportni kandly nebo membranove receptory. Mnoho proteinii obsahuje
sacharidové postranni fetézce schopné vazat jiné proteiny z okolniho prostfedi. Pomér
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cholesterolu a fosfolipidii a povaha fosfolipidli ovliviiuji pruznost membrany. Za béZznych
podminek je membrana polotekutad (Hammerstedt et al. 1990; Juhész et al. 2000).

Béhem kapacitace podstupuje plazmatickd membrana zmény ve své struktute, coz vede
ke ztraté jeji bézné asymetrie (Harrison 1996). Zvysuje se fluidita a dochazi k reorganizaci
lipidt, nékteré lipidy (napi. fosfatidylserin, fosfatidilethanolamin) se piesouvaji z vnitini vrstvy
membrany do vné&jsi, a naopak lipidy wvnéjsi vrstvy (sfingomyelin, glykosfingolipidy)
se piesouvaji do vnitini. Pfesun lipidi vede ke zvySeni fluidity membrany, coz ushadiuje
od¢erpani cholesterolu z plazmatické membréany (Gadella & Harrison 2002).

Plazmatickd membréna spermie je diferencovdna na 4 segmenty: apikalni ¢epicku, pre-
ekvatoridlni, ekvatorialni a post-ektvatorialni segment. Kazdy ztéchto segmentl hraje
pii oplozeni specifickou roli. Apikalni Cepicka zprostfedkovava navazani na zonu pellucidu
a spolu s pre-ekvatorialnim segmentem hraje roli pii akrozomalni reakci. Ekvatorialni segment
zahajuje vazbu s plazmatickou membranou oocytu (oolemou) a naslednou fuzi gamet (Gadella
et al. 2008).

3.2.2 Hlavicka spermie

Hlavicka hieb¢i spermie ma elipticky tvar, je dorsoventralné zplostéla a v apikalni ¢asti
se zuzuje (Juhasz et al. 2000). Hlavicka je tvofena jadrem, akrozomem, postakrozomalni
laminou a implanta¢ni jamkou. Vé&tSinu hlavicky vypliuje jadro s haploidnim poctem
chromozomu, nesouci geneticky material. Chromatin v jadie spermatické buiky je velmi
kondenzovany, zabird pouze 5-10 % velikosti jadra somatické bunky. Jaderny obal sestava
z dvojité lipidové membrany a na rozdil od jaderné membrany somatickych bunék neobsahuje
témef zadné pory. Ty se na membrané nachazeji pouze lokalné (Varner et al. 2015).

Jadro je kryto ze 2/3 akrozomem (Katia 1997, Juhasz et al. 2000). Akrozom vznika
Z Golgiho aparatu a b&hem prichodu nadvarletem dokoncuje morfologické a biochemické
zmény (Gerton 2002). Zraly akrozom obsahuje proteinové receptory a hydrolytické enzymy

vvvvvv

enzymy patii proakrozin a hyaluronidaza (Gadella & Harrison 2002).

Akrozom je tvofen akrozomalni matrix krytou membranou, rozdélenou na 2 ¢asti: vnitini
a vnéjsi. Vnitini ¢ast akrozomalni membrany se napojuje na jaderny obal, vn&jsi ¢ast lezi pod
plazmatickou membranou spermie. V oblasti ekvatorialniho segmentu se membrany sbihaji.
Membréanu akrozomu je mozné rozdélit na apikalni, hlavni a rovnikovy segment. Rovnikovy
segment neobsahuje enzymy a neucastni se akrozomalni reakce, ale plazmatickd membrana této
oblasti splyva s membranou oocytu (Juhasz et al. 2000). Béhem akrozomalni reakce splyne
vnéj§i akrozomalni membrana s plazmatickou membranou, kterd ji piekryva. Splynutim
membran vznikaji pory, skrz které je uvoliovan akrozomalni obsah (Toshimori & Ito 2003).
Postakrozomalni segment mutize hrat roli béhem piichyceni spermie k oocytu (Juhasz et al. 2000).
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Implanta¢ni jamka je misto, kde se bi¢ik pfipojuje k hlaviéce. U hiebce se ¢asto nachazi mimo
osu spermie (Amman & Graham 1993; Johnson et al. 1997).

3.2.3 Bi¢ik spermie

Bi¢ik mizeme rozdé€lit na kréek, stiedni (spojovaci) ¢ast, hlavni ¢ast a koncovou cCast.
Kréek je oblast spojeni mezi bi¢ikem a hlavickou. Sklada se ptredevsim ze segmentovanych
sloupcii vlaken oznacovanych jako capitulum a proximalnich a distalnich centriol. Tato ¢ast
slouzi k pfipojeni biciku k hlavic¢ce a tvorbé strukturalnich slozek bi¢iku. Capitulum se jemnymi
filamenty pfipojuje k bazalni ploténce. Okolni centrioly vytvareji spojovaci ¢ast axonemy
(hlavni cytoskeletarni struktura bi¢iku) a zaklady hustych vldken (Varner et al. 2015). Tato
oblast je velmi kiehkd, ale odsud je nejspise zahajeno kmitani biciku (Juhasz et al. 2000).

-----

annulus. Stiedni ¢ast biciku obsahuje mitochondrialni pochvu. Mitochondrie jsou spiralovité
usporadany kolem hustych vlaken obklopujicich axonemu. Jejich funkci je produkce ATP
k pohybu bic¢iku. Délka stfedni ¢asti a pocet mitochondrii je druhové rozdilna, u hiebce je to
40-50 mitochondrii (Varner et al. 2015). Poruchy v jejich poétu a uspofadani vedou az ke
snizené plodnosti hiebeit (Love et al. 2000). V centru mitochondrii je devét hustych vlaken
tvofenych mikrotubularnimi dublety, tdhnoucich se od kréku celou stiedni a vétSinou hlavni
Casti. Tato husta vladkna se nestahuji, ale poskytuji pruznost a pevnost. V jejich stiedu je
stazitelna axonema (viz obr. 2; Varner et al. 2015). Centrdlni p&r mikrotubuld je propojen
spojovacim mostem a obklopen vladknitym pouzdrem. Na pouzdro jsou pfipojené dublety, které
jsou navzajem spojené nexinovymi rameny. Hlavni slozkou dubletl jsou tubulinové proteiny.
Rozdéluji se na valcovitou A podjednotkou a B podjednotkou tvaru C. Podjednotky A slouzi
K uchyceni vnéjsich dyneinovych ramének. Dyneinova raménka maji ATP aktivitu, jelikoz slouzi
ke generovani pohybu bi¢iku pomoci piiblizovani a oddalovani A a B podjednotek sousednich
dublett. Vzajemne klouz&ni mezi dubletovymi mikrotubuly vytvaii pohyb bic¢iku (Varner et al.
2015).

Stiedni Cast prechazi v hlavni ¢ast na prstenci (annulus, viz obr. ¢.2) v misté, kde je
mitochondridlni pouzdro z hustych vldken nahrazeno vlaknitym pouzdrem. V této oblasti
seplazmatickd membrana poji pevné k cytoskeletalnim strukturam (Juhész et al. 2000). Hlavni
¢ast je nejdelsi casti spermie. Kromé axonemy a hustych vladken, obsahuje také vlaknitou vrstvu,
ktera slouZzi jako podpora pruznosti pohybu. VIaknit vrstva se tahne po celé délce hlavni ¢asti
aje tvorena 2 podélné usporddanymi vlaknitymi sloupci vzdjemné propojenych vldknitymi
zebry. Poskytuje biCiku nejen potifebnou podporu a elasticitu, ale také umoznuje bunécnou
signalizaci a metabolické déje (Varner et al. 2015). Koncova ¢ast obsahuje pouze axonemu nebo
jednotlivé mikrotubuly obklopené plazmatickou membranou (Amman & Graham 1993, Johnson
et al. 1997, Juhasz et al. 2000). Cely bi¢ik kryje plazmaticka membréana (Varner et al. 2015).
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Obréazek ¢. 2: Priény fez spojovaci a hlavni Casti bi¢iku hiebéi spermie: a. plazmaticka
membrana (PM), b. mitochondrie, c. vnéjsi husta vlakna, d. axonemalni dublet, e. centralni par,
f. radidlni raménko, g. vldknité pouzdro (vrstva), h. prstenec (annulus), i. vn&jsi dyneinové
raménko, j. vnitini dyneinové raménko, k. podélny sloupec (column) vlaknitého pouzdra,
i. spojovaci most centralniho paru, m. nexinové spoje, n. plast obklopujici centrélni par.
Upraveno podle Varner & Johnson 2007.

3.3 Kapacitace spermie in vivo

Oplozeni u savcu je zavislé na aktivaci spermii, ozna¢ované jako kapacitace (Visconti et
al. 2009). Kapacitace je proces zrani, ktery spermie podstupuje po ejakulaci béhem prichodu
sami¢im pohlavnim traktem. Po ejakulovani zahdji Zivotaschopné spermie transport
do vejcovodu, kde dochazi k oplozeni po setkani s vajickem. U nékterych druht, véetné koné,
mohou byt nekapacitované spermie ulozeny v rezervoaru spermii ve vejcovodu. Rezervoar
se nachazi v kaudalni ¢asti vejcovodu oznacované jako isthmus (Suarez 2002). Zde jsou spermie
uloZeny, ale také zde dochazi k vybéru spermii s normalni morfologii a progresivnim pohybem
(Scott & Owverstreet 1998; Scott el al. 2000). Vazba spermie na vejcovod prodluzuje
zivotaschopnost spermie, coz je dulezité, protoze doba ejakulace (inseminace) a ovulace nejsou
synchronizovany (Maitan et al. 2021a). Kdyz se blizi ovulace, dochazi ke kapacitaci spermii
a hyperaktivaci motility potiebné k jejich uvolnéni z epitelu vejcovodi a zahajeni transportu
ke zralému oocytu (Yanagimachi 1969; Suarez 2002). Po kontaktu se zonou pellucidou oocytu
dochazi k akrozomalni reakci a fazi spermie s oocytem. Pokud K ejakulaci (inseminaci) doslo
v dob¢ ovulace, spermie nemusi byt ulozeny v isthmu a mohou rovnou postupovat vejcovodem
k oocytu. To naznacuje, ze ulozeni v rezervoaru neni nutné pro zahajeni kapacitace (Maitan et al.
2021a).
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Po ejakulaci nebo inseminaci jsou hieb¢i spermie transportovany z délozniho téla klisny do
vejcovodu pomoci kontrakei délohy (tzv. pasivni transport spermii) S malym pfispénim aktivni
motility spermii (Katila 2001). Pouze malé mnozstvi spermii doputuje do vejcovodu a podstoupi
kapacitaci (Scott & Overstreet 1998). Do mista oplodnéni se dostanou jen spermie s vynikajici
zivotaschopnosti, morfologii a pohyblivosti (Hunter et al. 1987; Fazeli et al. 1999). Mrtvé a
poskozené spermie jsou fagocytovany. Béhem transportu do vejcovodu je nutné zabranit
predCasné kapacitaci spermii. Proto jsou spermie béhem a po ejakulaci pokryty dekapacitacnimi
faktory ze semenné plazmy (Maitan et al. 2021a).

Pouze kapacitované spermie jsou schopné oplodnit zraly oocyt. Hlavni pozorované déje
kapacitace jsou hyperaktivace motility (potfebna pro pohyb spermie a penetraci zonou
pellucidou) a zmény v metabolismu buiiky a uspoiadani plazmatické membrany (Gadella 2008;
Leemans et al. 2019a). Cast latek pokryvajicich povrch membrany je piesunuta, nebo povrch
opousti. V membrané¢ je redukovan obsah cholesterolu, méni se struktura proteinil
a glykoproteinti (Gadella & Harrison 2002). Tim se zvysuje fluidita membrany. Pravé
redistribuce membranovych lipidd umozni odCerpani cholesterolu. Diky tomu je spermie
schopna akrozomalni reakce a navazani na oocyt (Flesch et al. 2001a).

Tekutina vejcovodu ovliviiuje spermie mnoha zpisoby, véetné¢ kapacitace. Viskozita,
objem a slozeni tekutiny vejcovodu se méni béhem estralniho cyklu. Viskozita se po ovulaci
snizuje. Usnadiuje se tak transport spermii (Hunter et al. 2011). Dulezité jsou i zmény
molekularniho slozeni (Killian 2011). Zmény koncentrace lipidd (zejm. fosfolipidi)
a cholesterolu maji vliv na fluiditu membrany. Dalsi faktory jako hladina elektrolyta
(Ca?*, HCOg3", energetickeé substraty a dalsi faktory, p¥ispivaji k vytvofeni optimalnich podminek
k oplozeni (Maitan et al. 2021a). Pravdépodobné hraje roli také pH vejcovodu. Predpoklada se,
Ze u hiebct ma narist pH vliv na kapacitaci (Leemans et al. 2014).

3.3.1 Signalni drahy a zahajeni kapacitace

Béhem laboratornich pokust bylo zjisténo, ze po oddéleni spermie od semenné plazmy
dochazi k rapidnimu zvySeni fluidity membrany, naristu koncentrace intracelularniho HCO3~
a aktivace drahy druhého posla zahrnujici rozpustnou adenylatcyklazu a zvyseni intracelularniho
Ca?* (Gadela et al. 2008; Rathi et al. 2003). Narist HCOs~ vede k aktivaci adenylatcyklazy.
Enzym adenylatcyklaza zahajuje tvorbu cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP) uvoliiovanim
pyrofosfatu z adenosintrifosfatu (ATP). Cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP) je dulezity druhy
posel, slouzici k pienosu signalu (Rall & Sutherland 1958). Jeho mnozstvi v buiice reguluji
fosfodiesterazy jeho degradaci (Housler et al. 2010). Aktivace cAMP vede k vycerpani
cholesterolu z plazmatické membrany pomoci akceptort cholesterolu, jako je naptiklad albumin.
To umozni sérii funkénich zmén a preskupeni lipidovych domén na membriné smérem
k apikalnimu konci hlavicky. Tyto domény obsahuji komplexy proteini vazajicich se na zonu
pellucidu (van Gestel et al. 2007). Zaroven produkce cAMP slouzi k aktivaci proteinkinazy
A (PKA) nutné k fosforylaci tyrosinu (Signorelli et al. 2012). Ta je spojovana s hyperaktivaci
motility v bi¢iku spermie a je povazovana za marker esencialnich ¢asti kapacitace. U riznych
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druht je fosforylace proteinu tyrosinu na cAMP zavisla. (Flesch et al. 1999; Harayama et
al. 2012).

Kapacitace mize byt vyvolana také uméle pomoci inkubaéniho média bohatého na
HCOs~, Ca?* a albumin (Gadella et al. 2008). Nejprve je spermie nutné pomoci centrifugace
oddélit od semenné plazmy a poté vlozit do média. HCO3-, Ca®* a albumin jsou u vétsiny druhti
téi hlavni kapacita¢ni faktory spoustéjici zmény na spermii nutné K ziskani oplozovaci schopnosti
kapacitace. Napi. u skotu jsou to glykosaminoglykany (Chamberland et al. 2001). Nanestésti
pfesné slozeni média a potiebné podminky spoustéjici kapacitaci in vitro u koni zatim nebyly
objeveny. Pouzitim tii zdkladnich kapacita¢nich faktorG dochdzi pouze k ¢astecné kapacitaci
hiebcich spermii (McPartlin et al. 2008; Leemans et al. 2016b).

3.3.2 Fosforylace proteinu tyrosinu béhem kapacitace

Fosforylace proteinil je jeden z regulacnich mechanismi pro kontrolu riznych bunéénych
procest. Ve spermiich serin/threonin a tyrosin podléhaji fosforylaci. Fosforylace tyrosinu patii
mezi indikatory kapacitace (Urner et al. 2001). Z vysledkd mnoha studii vyplyva zasadni vliv
fosforylace tyrosinu v proteinech (PTP) na funkci spermii a indikaci kapacitace (Brener et al.
2003). U mysi bylo prokazano, Ze inhibice PTP bréni kapacitaci, akrozomalni reakci a zamezi
uspésné in vitro fertilizaci (IVF) (Urner et al. 2001; Visconti 2009).

Fosforylaci ovliviiuji podobné faktory jako kapacitaci: snizeni cholesterolu, narast HCOz™,
zvy$eni hladiny intracelularniho Ca®*, cAMP, volnych radikala (ROS). Kinazy regulované
extracelularnim signalem, cAMP/PKA jsou dulezité signélni drahy zapojené do fosforylace
proteini spermie (Naresh & Atreja 2015).

PTP byla pozorovéna v rozdilnych lokacich na spermii béhem kapacitace i navazani
spermie na zonu pellucidu (Urner et al. 2001). Proteinii podstupujicich fosforylaci béhem
kapacitace je na celé spermii mnoho. Jsou rozmistény na ekvatoridlnim segmentu hlavi¢ky a po
celém bi¢iku (Naresh & Atreja 2015). Nejvice PTP probiha na biciku spermie a predpoklada se,
ze hraje zasadni roli béhem hyperaktivace (Saccary et al. 2013).

Béhem redistribuce proteinti do oblasti krcku a akrozomu dochazi u lidskych spermii téz
k fosforylaci tyrozinu, coz ma vliv na vazbu spermie se zonou pellucidou (Sati et al. 2013).
U mysi, ¢loveéka a kieCka byla fosforylace prokazéna u kotevnich proteini kinazy A: AKAP3
a AKAP4. Tyto proteiny se nachazi na vlaknitém pouzdie bic¢iku a slouzi k regulaci motility.
Protein CABYR (protein vézajici vapnik u lidské spermie) také podléha regulaci PTP a ma
pravdépodobné vliv na hyperaktivaci motility spermie. Fosforylaci podstupuji také proteiny
cytoskeletu, véetné spektrinu, tubulinti, dyneinu a aktinu (Brener et al. 2003).

Pomoci pratokové cytometrie se prokazalo, ze u kancii ne vSechny spermie podstupuji
fosforylaci tyrosinu v zavislosti na podminkach kapacitace a kryokonzervace. Existuji dil¢i
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populace spermii vykazujici riznou citlivost na fosforylaci tyrosinu (Kumaresan et al. 2012).
PTP hraje roli v ptipravé spemie na podstoupeni akrozomalni reakce a oplozeni. Ackoli PTP je
povazovana za dulezitou soucast kapacitace, presny vztah mezi fosforylaci a schopnosti oplodnit
oocyt neni znam (Naresh & Atreja 2015).

3.4 Kapacitace hi‘eb¢i spermie in vitro

V porovnani s ostatnimi druhy savct konvenéni in vitro fertilizace (IVF) u koni neni p#ilis
uspésna. V in vitro podminkach nejsou hieb¢i spermie schopné penetrovat zonu pellucidu,
nejcastéji kvuli neuplné aktivaci (kapacitaci) spermie (Tremoleda et al. 2003). Pokud jsou
spermie vystaveny vhodnym inicidtoram Kkapacitace, dojde k zahajeni molekularnich
a biochemickych procest vedoucich ke zménam v plazmatické membrané a cytoplazmé. Na
arovni plazmatické membrany dochazi ke zvySeni fluidity, snizeni obsahu cholesterolu
a preskupeni lipidi. Soucasti cytoplazmatickych zmén je fosforylace proteind, zvyseni pH
a koncentraci CAMP a Ca?*. Tyto procesy vedou ke zménam motility spermie z progresivniho
pohybu do hyperaktivovaného a zahajeni akrozomové reakce. U vétSiny savcu (zejm.

------

.....

znalost pribcéhu kapacitace a spoustée u jinych druhii savei ndm mize pomoci pochopit
procesy vedouci ke kapacitaci hieb¢ich spermii (Leemans et al. 2019a).

Kapacitace spermie je nezbytny krok pro dalsi déj vedouci k oplozeni — akrozomalni reakci
(Okabe M. 2016). Jako indikator tspésné kapacitace se povazuje schopnost spermie vazby se
zonou pellucidou, nebo schopnost reagovat na progesteron (Cross & Razy-Faulkner 1997,
McPartlin et al. 2008). Spermie, ktera podstoupi kapacitaci by méla byt schopna tspésné fuzovat
soocytem. Pro hodnoceni kapacitatniho stavu spermii se s oblibou vyuziva barveni
chlortetracyklinem, ktery reaguje s Ca®*, a lze tak odlisit fize zrani spermii: pied kapacitaci,
kapacitované s intaktnim akrozomem a kapacitované se zreagovanym akrozomem (Gadella &

Harrison 2002).

3.4.1 Vliv média na kapacitaci

Od pocatku popsani kapacitace r. 1951 Austinem a Changem (Austin 1951; Chang 1951)
zaCaly pokusy s docilenim kapacitace v in vitro podminkach pomoci vhodného inkuba¢niho
média (Gadella et al. 2002). Kapacitatni média se skladaji z proteinového komponentu
(nejéastéji serum albumin skotu BSA) a energetickeho substratu (pyruvat, laktat, glukdza), dale
obsahuji Ca?* a NaHCOs~ (Kopf et al. 1999). Pfesna role Ca®* v procesu kapacitace zatim neni
jasnad. Pravdépodobné ma zasadni vliv na hyperaktivaci motility. Pifedpoklada se, ze serum
albumin pisobi jako vychytava¢ cholesterolu z plazmatické membrany. Odstranéni cholesterolu
vede ke sniZzeni poméru cholesterolu a fosfolipidii, coz ma vliv na transmembranovou signalizaci
a dalsi bunécéné funkce. Hydrogenuhlicitan byl prokazéan jako klicovy pro kapacitaci fady druht.
Zajimavé je, ze v nadvarleti je jeho koncentrace nizka, ale ve vejcovodu vysoka. Studie
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prokdzaly, Ze jeho funkci je stimulace adenylatcyklazy, coz vede k zvySeni koncentrace cAMP
a aktivaci PKA (Gadella & Harrison 2000; Gadella et al. 2002; Signorelli et al. 2012).

Piesné slozeni média a potiebné podminky k inkubaci hieb¢ich spermii zatim nejsou znamy.
U spermii inkubovanych po 4-6 h ve Whittenové médiu (MW) obohaceném o NaHCO3™ a BSA
(kapacita¢ni médium) byla namétena vysoka uroven fosforylace proteinu tyrosinu. Pokud byla
do MW média pfidana membranou propustnd forma cAMP a fosfodiesterazovy inhibitor
(IBMX) bez piitomnosti HCO3~ a BSA, fosforylace nebyla vyvolana. Ztoho vyplyva, Ze
k vyvolani fosforylace pouze cAMP nestaCi a hieb¢i spermie v porovnani s ostatnimi savci
reaguji specificky na dané komponenty média. Inkubace spermii v ur¢itych kapacita¢nich
podminkach se pojila svysokym procentem akrozomdlni exocytézy. Pokud bylo
pouzito meédium bez pfitomnosti BSA a NaHCOs~, dochazelo pii vystaveni spermii progesteronu
k exocytoze 44,6 % spermii, pfi vystaveni ionoforu vapniku exocyt6za dosahovala 51,6 %
(McPartlin et al. 2008).

Neékteré kapacitacni procesy ovliviiuje pH prostfedi. ZvySeni pH média vyvola zvySeni
cytoplazmatického pH, coz vede k zahajeni fosforylace proteinu tyrosinu (PTP) v bi¢iku spermie
(Gonzéalez Fernandez et al. 2012; Gonzéalez Fernandez et al. 2013). Navic k hypermotilité,
zavislé na naristu Ca?* uvnitf buiiky, dochazi pouze pii zvySeni pH média (Loux et al. 2013).
Hodnota pH pro motilitu spermii je druhové specificka. Maximalni motilita spermii byla
naméfena u byka pii pH 7,0-8,1, u berana pti pH 7,5-8,0, u ¢lovéka pH 7,8 a u hiebce pii pH
7,0. Vhodné¢ pH umoziuje symetricky pohyb bi¢iku a tim progresivni pohyb spermii vpted
(Leemans et al. 2019a). K hypermotilité¢ dochazi u hiebet pii zvyseni pH z 7,4 na 7,9 (Leemans
et al. 2019b).

Pii inkubaci hieb&ich spermii v kapacitaénich podminkach pti pH 7,4 ma Ca®" inhibi¢ni
tginek na fosforylaci diky komplexu Ca?*/kalmodulin podporujici fosfatdzovou aktivitu
(Gonzalez-Fernandez et al. 2012). Naopak hodnota pH mezi 7,4 az 7,9 zahajuje hypermotilitu
spermii zavislou na Ca?* (Loux et al. 2013; Leemans et al. 2019a).

Na modelu vyuZivajicim spermie zbavené plazmatické membrany Loux et al. (2014)
dokazali, 7e zvyseni extracelulirniho Ca?* nevyvolava hyperaktivaci hieb&ich spermii bez
ohledu na hodnotu pH. Oproti tomu zvySeni pH vyvolalo jak hyperaktivovanou motilitu, tak
néarist cytoplazmazického Ca?*. Loux et al. (2013) pozoroval nartist pH z 7,1 na 7,3-7,4 béhem
hyperaktivace. Podle téchto studii samotné Ca?" na hyperaktivaci motility nesta¢i a naznaduji
nezanedbatelnou roli zmény pH v procesu kapacitace (Leemans et al. 2019a).

3.4.2 Energeticky metabolismus hi'eb¢ich spermii

Kapacitace a dalsi procesy vedouci k oplozeni vyZzaduji velké mnoZstvi energie. Aby byly
splnény vysoké naroky na energii, musi spermie generovat velké mnozstvi adenosintrifosfatu
(ATP). U vétsiny savct, vCetné Cloveka zavisi pohyblivost spermie a integrita membrany hlavné
na ATP ziskaném pomoci glykolyzy, tedy anaerobnim rozkladem glukozy (Mucai & Okuno
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2004; Storey 2008; du Plessis et al. 2015). Glykolyzovatelné substraty mohou byt pfitomny
v semenné tekutiné (Clovek, byk), nebo v sami¢im pohlavnim traktu (prase, ovce, mys).
Enzymaticka aktivita glykolyzy byla detekovéna v sav¢ich kancich a mysich spermiich. Enzymy
souvisejici s glykolyzou jsou lokalizovany v bi¢iku spermii (Mucai & Okuno 2004).

Omezeni mitochondrialniho dychani vede k prudkému snizeni koncentrace ATP
V cytoplazmé hieb¢i spermie, coz vedlo k témét uplnému zastaveni pohyblivosti spermie (Davila
et al. 2016). Podle Gibb et al. (2014) jsou hieb¢i spermie zavislé na aerobni produkci ATP.
Zvyseni koncentrace aerobné produkovaného ATP vede k ndrGstu volnych radikali (ROS)
a jejich redukovanych forem. Jako ochranu vuéi oxidativnimu stresu obsahuje hieb¢i semenna
plazma vysoké koncentrace antioxidantli (katalazu, ergothionin, superoxid dismutdzu,
glutathionin). Zasoba antioxidantii mtze byt vyCerpana a jeji nedostatek mize vést k bunééné
smrti (Leemans et al. 2019a). Studie Gibb et al. (2014) vedla k ptekvapivému pozorovani
zavislosti oxidativniho stresu a plodnosti spermii. U hiebci, kteti dosahovali vyssi oplozovaci
uspésnosti, bylo nalezeno vé&tSi mnozstvi spermii, Které mély procentualné vice porusené
membrany a také vyssi procento poskozeni bunky vyvolané oxidativnim stresem. Predpoklada se
tedy, Ze plodné&jsi hiebci produkuji vice metabolicky aktivni spermie, které vykazuji vyssi
hladinu oxidativni fosforylace a nasledné¢ vy$si hladiny reaktivnich forem kysliku — ROS
(Leemans et al. 2019a). ROS vznikaji nasledkem energetického metabolismu burnky (Aitken et
al. 1997). Tvorba ROS vede ke zvySené oxidaci lipidi, ale také ke zhorSené pohyblivosti
aintegrit¢ membrany plodngjSich hiebcti. Moznym vysvétlenim by mohl byt rychlejsi
metabolismus spermii vysoce plodnych hiebcli, ktery ma za nasledek zvySeni oxidativni
fosforylace v mitochondriich, a tim i generovani vét§iho mnozstvi ROS (Davila et al. 2015). Na
zaklad¢ toho se da predpokladat, ze se spermie plodnych hiebct rychleji vyCerpavaji, ale tispésné
podstupuji kapacitaci a ziskavaji oplozovaci schopnost (Gibb & Aitken 2016). To vedlo k teorii,
zZe spermie téchto hiebet ,,ziji rychle a umiraji mladé* (Leemans et al. 2019a).

3.4.3 Zmény v plazmatické membrané spermie

Redistribuce fosfolipidi PM na hlavicce spermie je klicovym krokem kapacitace. HCOs3
rozpustna adenylatcyklaza a cAMP zprostiedkovavaji zvySeni fluidity membrany, a tim
umoznéni distribuce cholesterolu z ekvatoridlniho segmentu smérem k apikalnimu konci
a pfesunuti lipidli opaénym smérem. Cholesterol a lipidy jsou povazovany za stabilizatory
plazmatické membrany, které brani fuzi membran pied kapacitaci. HCOs~ umoziiuje
preskupovani lipidi a uvolnovani cholesterolu, coz zvysi tekutost membrany (Leemans et al.
2019a).

V in vitro podminkach muaze byt dosazeno extrakce cholesterolu oxidaci membrénovych
sterolii, nebo pomoci aktivnich transportérii cholesterolu (Flesch et al. 2001a). Nezbytna pro
formaci oxysterolti (oxidované derivaty sterolii, hlavné cholesterolu) je produkce ROS. Tento
proces ma pravdépodobné také vliv na regulaci fosforylace proteint pomoci produkce cAMP
a potlacenim tyrosin fosfatazové aktivity (Leemans et al. 2019a). Oxysteroly jsou vice hydrofilni
nez samotny cholesterol, a tak mohou snaz cestovat skrz plazmatickou membranu a navazat se
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na akceptor sterolu, napf. albumin. Pfitomnost BSA v médiu je esencialni kvuli jeho schopnosti
pohlcovat hydrofilni produkty oxidace, a tim usnadnovat extrakci cholesterolu (Boerke et al.
2008). Alternativni makromolekulou, kterou lze vyuzit k extrakci cholesterolu, je methyl-p-
cyclodextrin. Ten ale neni pro zvifata pfirozeny. Zatimco albumin extrahuje 20 % cholesterolu,
methyl-B-cyclodextrin extrahuje 50 % cholesterolu z plazmatické membrany spermie.
Nevyhodou je, ze methyl-pB-cyclodextrin miize mit na spermie negativni vliv. Jeho zhorSujici
ucinek na index oplodnéni byl popsan také na mysich oocytech. Také u déle inkubovanych
oocytd vyvolal bunécnou smrt, zpisobenou jinymi, nez bézn¢ znamymi apoptickymi drahami
(Buschiazzo et al. 2013).

U htebéich spermii zajisténi standardnich kapacitaénich podminek (HCOsz~, Ca?*, BSA)
neznamena snaz§i uvoliovani cholesterolu z plazmatické membrany. Ackoli HCO3™ vyvolava
narist ROS, jeho efekt je zruSen piidanim Ca?* nebo albuminu. Vysledky studii naznaduji
specificky rozdil v remodelaci plazmatické membrany béhem kapacitace hieb¢ich spermii oproti
jinym druhim savct (Macias Garcia et al. 2015). Maitan et al. (2021b) ptisel s hypotézou, Ze
u hebc¢ich spermii dochazi oproti jinym druhtim savci k malému uvoliiovéani cholesterolu z PM.

3.5 Hyperaktivace motility spermii

Hyperaktivace je nutna pro ziskani rychlosti a odlepeni spermie z oviduktarniho rezervoéru,
migraci oviduktem a naslednou penetraci kumuldrni matrix a zonou pellucidou ovulovaného
oocytu (Stauss et al. 1995). U savcii je motilita zajistovana ATP, HCOz; a Ca?" a fizena
fosforylaci proteint bi¢iku zavislou na CAMP (Tash 1989; Ho et al. 2002).

Hyperaktivaci vyvolava a udrzuje piiliv Ca?* do cytosolu bi¢iku (Ho et al. 2002). U mnoha
druhtli je hyperaktivace charakterizovana velkou amplitudou kmitani pfipomindjici pohyb bice
(Yanagimachi 1994). Ca?* piimo reguluje rozpustné adenylatcyklazy, které maji vliv na produkci
CAMP a aktivaci PKA, kterd vyvola fosforylaci tyrosinové Kkinazy v bi¢iku spermie.
Defosforylaci dyneinu zajist'uje serin/threoninova fosfataza a kalcineurin (Tash & Bracho 1994).
Pokud je aktivita serin/threoninove fosfatazy dominantni, spermie jsou nepohyblivé. U nékterych
druht savci bylo popsano, ze dominantni serin/threoninova kinaza naopak souvisi se zvySenou
pohyblivosti spermii (Cloveék, makak Rhesus: Smith et al. 1996; byk: Vijayaraghavan et al.
1996).

3.5.1 Vztah mezi Ca?* a hyperaktivaci

Jak jiz bylo zminéno vyse, hyperaktivaci vyvolava a udrzuje narist Ca?* v cytosolu bi¢iku.
Progresivni pohyb byc¢ich spermii zbavenych membrany byl zachovan pti intracelularni
koncentraci Ca?* ~50 nM. B&hem hyperaktivace stoupla koncentrace Ca?* na 400 nM (Ho et al.
2002). Loux et al. (2014) uvedl, ze stupen hyperaktivované motility hieb¢ich spermii nepiimo
souvisi s hladinou cytoplazmatického Ca?*. Jako silny induktor hyperaktivace se u hiebct da
vyuzit také prokain, ktery piisobi nezivisle na extracelularnim Ca?'. Z téchto studii vyplyva
druhové specificka citlivost na Ca?* a hyperaktivaci spermii u kon& (Loux et al. 2013)
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Spermie nékterych druhii, véetné ¢lovéka, ziskavaji Ca?* z intraceluldrniho prostfedi pomoci
CatSper kanalt pritomnych v membrané bi¢iku (Hwang et al. 2019). Hlavnim spoustééem téchto
kanala je zvySeni pH tekutiny vejcovodu. Kontakt spermie a alkalického prostiedi oviduktu
CatSper kanaly aktivuje (Leemans et al. 2019a). Aktivaci dojde k otevieni CatSper kanald, coz
umozni prinik extracelularnich iontd Ca?* do buiiky. Tim je vyslan signal pro zahajeni
hyperaktivovaného kmitani bic¢iku (Hwang et al. 2019). Podle Loux et al. (2013) je citlivost
proteinu CATSPERI na pH druhové specificka. V hieb¢ich spermiich byla nalezena mRNA
CATSPER1 a protein CATSPER1 byl lokalizovdn v hlavni c¢asti bi¢iku. U hiebce je
piedpokladan slaby vztah mezi hyperaktivitou spermii a extracelularnim zdrojem Ca®* (Loux et
al. 2013; Leemans et al. 2019a). Zvyseni pH oviduktu a nasledné zvyseni cytoplazmatického pH
spermie vedouci k aktivaci CatSper kanali bylo pozorovano u makakt Rhesus. U lidi bylo pro
zménu prokazano, ze je mozné CatSper kanaly aktivovat progesteronem a prostaglandinem
(Lishko et al. 2011).

Kromé extracelularniho piilivu Ca®* pies CatSper kandly existuji také intracelularni zdroje
Ca?* ulozené v tzv. redundantnim jaderném obalu (RNE — redundant nuclear envelope), umisténé
na bazi bigiku, schopné poskytnout Ca?* pro cytoplazmu buiiky (Ho & Suarez 2001; 2003). Vliv
intraceluldrnich zdroji Ca?" na zahajeni hyperaktivace spermie u hfebci je zatim pouze
teoreticky (Leemans et al. 2019a). Extracelularni i intracelularni zdroj Ca?* ptispiva k nartistu
audrzeni vysoké koncentrace Ca?* b&hem hyperaktivace motility. Navic se predpoklada podil
aktivace CatSper kanali na nasledné akrozomalni reakci spermii (Quill et al. 2003).

U mysich spermii bylo dosazeno hyperaktivace pomoci Ca?* ionoforti, napt. A23187, nebo
ionomycinu (Tateno et al. 2013). Pfesto podobny pokus u koné vedl k Gplné ztraté motility
a membranové integrity spermii do 1 hodiny (Rathi et al. 2001). Je mozné, Ze tento nepfiznivy
mitochondrialni ATP. Vtom piipadé mlze nadbyteéna koncentrace Ca®" vést
k mitochondridlnimu selhani a bunééné smrti (Contreras et al. 2010). Navic ionofory Ca?* brani
oxidativni fosforylaci inhibici mitochondridlni ATPazové aktivity. Pfi naruseni tvorby
mitochondrialni ATP rychle dochéazi k porucham motility a integrity membrany (Gibb et al.
2014; Davila et al. 2016). To je v in vitro podminkach velky problém, protoze je nutné zachovat
zivotaschopnost a pohyblivost spermii n€kolik hodin. U mysi byly vyzkouseny i jiné spoustéce
uvoltiovani intracelularnich  Ca?": kofein, thapsigargin, thimerosal, vSechny evokujici
asymetrické kmitani bi¢iku. Utinek té&chto molekul na cytoplazmatickou koncentraci Ca?*
a hyperaktivaci u hteb¢ich spermii zatim nebyl studovan (Ho & Suarez 2001).

3.5.2 Souvislost mezi hyperaktivaci a fosforylaci béhem kapacitace hieb¢i spermie

Hyperaktivace se poji s fysforylaci tyrosinu bic¢iku, kterd je zavisld na hladiné cAMP.
Proteinkindza A je spojena s bi¢ikem pomoci kotvicich proteini (AKAP), které maji vyznam pti
aktivaci  tyrosinkindz a nasledné fosforylaci proteint (Leemans et al. 2019a).
Nezavisle na PKA se na motilité podili Ca?*. Ten vaze kalmodulin z hlavni ¢asti bi¢iku. Tato
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vazba aktivuje kinazy na nich zavislé. Kinazy déle fosforyluji konkrétni axonemalni proteiny,
a tim vyvolaji hyperaktivaci (Suarez 2008). Kinazy se tedy poji s hyperaktivaci motility. Oproti
tomu fosfatazy ptisobi jako antagonisté kinaz a reguluji ATPazy dyneinu (Leemans et al. 2019a).

Jak uz bylo zminéno vySe, u vétSiny savcli je prokazana souvislost mezi zvySenim
CAMP/PKA a Ca?'/kalmodulin dependentni kindzovou aktivitou, ktera indukuje tyrosinovou
fosforylaci proteint bi¢iku spermie, a tim ovlivnéni klouzani mikrotubult bi¢iku (Leemans et al.
2019a). Prekvapiveé hyperaktivace motility a fosforylace proteini miize nastat nezévisle na sobé
(Marquez & Suarez 2004). Tato pozorovani se u hieb¢ich spermii potvrdila. Naptiklad rozpustna
adenylatcyklaza (typ 10) indukuje fosforylaci proteinu na tyrosinu bez zahajeni hyperaktivace
(McPartlin et al. 2011). Zvysena aktivita PKA a fosforylace proteini bez hyperaktivace byla
pozorovana u hieb¢ich spermii v in vitro podminkach srozpustnymi analogy cAMP nebo
inhibitorem fosfodiesterazy, kterym je kofein (Pommer et al. 2003). Stejné tak vazba spermie na
preovula¢ni epitel oviduktu in vivo indukuje fosforylaci bez vyvolani hyperaktivace. Fosforylaci
Vv tomto piipadé vyvolava primarné vysoké pH v prostiedi oviduktu (Leemans et al. 2014).

Oproti jinym druh@im savci nedochazi u hiebéich spermii k zvyseni koncentrace Ca?* ani
hyperaktivaci motility po vystaveni progesteronu nebo prostaglandinu E; (Loux et al. 2013).
Byly popsany také dal$i spoustéCe hypermotility hiebCich spermii, které ale nepodporuji
fosforylaci v bi¢iku spermie. Kupiikladu tii zakladni parametry progresivni motility
(ptimocarost, ptimocara rychlost, linearita) byly u hiebce snizeny pti inkubaci v 10% folikularni
tekutiné, coz indikuje hyperaktivovanou motilitu (Lange-Consiglio & Cremonesi 2012). Take
Leemans et al. (2015b) prokazali pti vystaveni hiebéich spermii alkalické folikularni tekutingé
hyperaktivovanou motilitu spermii. Podobné¢ indukoval hypermotilitu také prokain. Obé& latky ale
nezpusobily fosforylaci proteind spermie (McPartlin et al. 2009; Leemans et al. 2015a).

3.6 Kryokapacitace

Kryokonzervace spermatu vystavuje spermie stresu, ktery casto vede ke zméndm
ptipominajicim kapacitaci — tzv. kryokapacitaci (Naresh & Atreja 2015). Béhem kryokapacitace
je pozorovano pied¢asné zahajeni fosforylace tyrosinu (Bailey et al. 2000; Watson 2000)
azvyseni fluidity membrany (Ortega-Ferrusola et al. 2017). PoSkozeni vzniklé chlazenim
zpusobuje aktivaci itracelularnich drah jako cAMP a Ca?*, a tim dochazi Kk vyvolani jevii
podobnych kapacitaci. Po kryokonzervaci spermie vykazovaly zvy$ené hodnoty intracelularniho
Ca?*, ROS a snizenou antioxida¢ni kapacitu (Leemans et al. 2019a). Postup zmrazovani
arozmrazovani béhem kryokonzervace velmi ovliviiuje fosforylaci tyrosinu. Proces PTP je
béhem kryokapacitace naruSen. Kumar et al. (2012) ve své studii buvolich spermii vypozoroval
narist PTP ze 2 proteind u spermii Cerstvé davky na 9 proteinti u kryokonzervované davky.
Kryokapacitované spermie obvykle vykazuji jiné vzorce fosforylace proteini nez in vitro
kapacitované spermie. Spermie, které podstoupily PTP béhem kryokonzervace, mély
prokazatelné snizenou schopnost vazby na zonu pellucidu oproti spermiim kapacitovanym
in vitro. To by mohlo vysvétlovat snizenou schopnost oplozeni u kryokonzervovanych spermii
(Naresh & Atreja 2015).
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Studie Ortega-Ferrusola et al. (2017) provéfovala vliv kryokonzervace hieb¢ich spermii
na apoptozu a predCasné zmény podobné kapacitaci. Vysledky studie odhalily, Ze b&hem
kryokonzervace dochazi ke zvySeni aktivity kaspazy 3, translokaci fosfatidylserinu z vnitini do
vnéjsi lipidové dvojvrstvy plazmatické membrany, snizeni mitochondrialniho membranového
potencialu a zvySeni koncentrace Na* v cytoplazmé. VSechny tyto zmény naznacuji pfitomnost
apoptického procesu kryokonzervovanych hiebCich spermii (Ortega-Ferrusola et al. 2017).

Uprava kryokonzervaéniho média by mohla sniZit negativni vliv kryokonzervace. B&znym
celosvétové vyuzivanym postupem pro zvySeni kvality hiebCich spermii po rozmrazeni je
odstranéni téméf celé semenné plazmy pied zmrazenim (Love et al. 2005). Absence semenné
plazmy u kryokonzervovanych vzorkii ma moznd negativni vliv na samotné mrazeni, protoze se
pfedpokladd, Ze rtzné faktory pfitomné v semenné plazmé maji vliv na zmrazeni, motilitu
a metabolismus spermii (TOpfer-Petersen et al. 2005). Oproti tomu pfidani semenné plazmy po
rozmrazeni snizilo PTP u hiebc¢ich a kancich kryokonzervovanych spermii (de Andrade et al.
2012). Proteiny semenné plazmy maji ziejm& vyznamny vliv na fyziologii spermii. Ptidani
proteinii semenné plazmy pii kryokonzervaci mélo vliv na zlepSeni preZitelnosti a funk&nich
parametrii spermii. Pfesto je ale piesnd role mnoha téchto proteini neznama (Calvette et al.
1994, Bubenickova et al. 2020).

Pro lepsi pochopeni kapacitace je potieba objasnit rozdily mezi in vitro kapacitovanymi
spermiemi a kryokapacitovanymi spermiemi. Vyzkum zaméfeny na proteiny podstupujici
fosforylaci tyrosinu béhem kapacitace a kryokapacitace by mohl vést k lepSimu chapani celého
procesu a zlepseni uchovavani spermii (Naresh & Atreja 2015).

3.7 IVF u koni

Konven¢ni metoda in vitro fertilizace (IVF) zahrnuje spole¢nou inkubaci zralych oocytl se
spermiemi v petriho misce. Dochazi tak k samovolnému oplozeni. Jedna se o standardni proces
vyuzivany k produkci embryi rlznych druhli vcéetné clovéka, skotu, prasat a rOznych
laboratornich zvifat (Leemans et al 2019). Tato metoda ale neni u koni pfili§ usp&sna. Uspéchu
brani neschopnost hieb¢ich spermii proniknout zonou pellucidou in vitro (Tremoleda et al.
2003). Predpokladalo se, Ze je to zpusobeno bud’ in vitro neuplné kapacitovanou spermii, nebo in
vitro dozravajicim oocytem. Bylo prokazano, Ze oocyty produkované in vitro je mozné oplodnit
in vivo v oviduktu (Hinrichs et al. 2002), ale oocyty zralé in vivo neni mozné oplodnit in vitro.
Z toho vyplyva problém se spermii (Palmer et al. 1991). Neschopnost spermii proniknout zonou
pellucidou in vitro je pravdépodobné zplisobeno nedostatecnou kapacitaci a aktivaci spermie
(Tremoleda et al. 2003). Ackoli je jiz mozné dosdhnout navazani hiebich spermii na zonu
pellucidu, nedochazi k zahajeni akrozomové reakce, a tudiz ani k oplozeni oocytu (Tremoleda et
al. 2003). V porovnani s ostatnimi druhy postradaji hieb¢i spermie produkované za obvyklych
podminek IVF (kultivace v médiu s obsahem HCOs ,Ca?* a albuminu) také dalsi znaky
kapacitovanych spermii jako je hyperaktivita, zvySeni fluidity membrany a fosforylace proteinu
tyrosinu (Tremoleda et al. 2003).
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Na celém svété se narodila pouze 2 hiibata metodou IVF. Povedlo se to v letech 1990-91
(Palmer et al. 1991). Uspéch je piiditan inkubaci oocytd se spermiemi obohacenymi o ionty
vapniku. Bohuzel tento postup se ukézal jako nereprodukovatelny. Snaha navézat na tyto pokusy
vedla kvelmi Spatnym vysledkim (Leemans et al. 2016a). Béhem posledni dekady se
spekulovalo o vyuziti prokainu v IVF médiu. Prokain patii mezi aminoestery a vyuziva se jako
lokélni anestetikum. U hieb¢ich spermii indukuje hyperaktivitu (McPartlin et al. 2009).
Dokonce prokain muze vyvolat hyperktivaci hiebCich spermii V kapacitatnim médiu
neobsahujicim Ca?* (Loux et al. 2013). Takto indukované hyperaktivace se podle vseho
neticastni CatSper kanaly, které slouzi jako bézny zdroj Ca®*. Fosforylace proteinu byla v tomto
ptipad¢ pravdépodobné vyvolana jinymi slozkami média, nebo vysokou hladinou pH (McPartlin
et al. 2009). Pii téchto pokusech se ale zadny z inkubovanych oocytli nevyvinul do stadia
blastocysty. Leemans et al. (2015a) prokazal, ze prokain sice vyvolal hyperaktivaci spermie
a déleni oocyti, ale k aktivaci oocytu nedoslo. Navic bylo prokdzano, Ze mnozstvi prokainu
nutné pro hypermotilitu spermii je pro DNA toxické (Leemans et al. 2015a). Spise, neZz pravé
oplozeni prokain zpiisobil fragmentaci DNA s degeneraci $tépeni blastomer ve stadiu 8-16 bunck
(Leemans et al. 2019a). Aby se piedeslo dezinterpretaci, musi se oplozeni potvrzovat presnymi
metodami. Pfitomnost 2 pronuklei neni dostacujici k odliseni oplozeni od partenogeneze u koni
(Leemans et al. 2015a).

3.7.1 Produkce embryi in vitro u koni

V reprodukci koni se vCR bé&zné sdobrymi vysledky vyuZziva metod pfirozené
plemenitby a inseminace. Na popularité ziskava embryotransfer zamrazenych embryi. Vyhodou
je zisk az péti potomkil od jedné klisny za sezonu. Dal§i moznosti je produkce konskych embryi
in vitro (IVP). Jelikoz klasicka IVF u koni selhava, sklada se tato metoda z aspirace a nasledné
maturace oocytd, oplozeni intracytoplazmatickou injekci spermii (ICSI) a kultivace embrya
v laboratofi. Nejprve je nutné pomoci metody ovum pick up (OPU) ziskat oocyty, ty je pak
nutné rozdélit podle morfologie kumulu. Vhodné oocyty je nutné kultivovat 22-28 h
v inkubétoru pii 38,2 °C (Sichta 2018).

Jak jiz bylo zminéno, klasickd IVF v petriho misce u koni nefunguje, vyuziva se proto
metoda ICSI. Nevyhodou je, Ze nedochazi k pfirozenému fyziologickému vybéru spermie
a urcujici je laboratorni technik. Podle nékterych teorii mtize dojit k vybrani spermie, ktera nese
vyvojové abnormality a kterd by jinak nebyla schopna tspéSného oplozeni. Tyto teorie ale zatim
nebyly potvrzeny. Oplozeny oocyt je inkubovan po dobu 7 dni do stadia blastocysty. Uspé&snost
inkubace je velmi rozdilna v zavislosti na laboratofi a pohybuje se od 13 % (Colleoni et al.
2007), 26 % (Gallie et al. 2007; Matsukawa et al. 2007) pies 25-35 % po 42 % (Hinrichs et al.
klisen po embryotransferu. V soucasnosti je to kolem 60-80 % (Hinrichs et al. 2014; Galli et al.
2016). Do 60. dne biezosti ale dochazi az k 20 % ztratam (Hinrichs et al. 2014). K ohiebeni
dochdzi v priméru asi u 50 % klisen (Maserati & Mutto 2016).
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Nevyhodou této metody je zatim vysoka cena. Podle Maserati & Mutto (2016) jsou mezi
laboratofemi rozdily, napf. v USA 8-10 tis. dolarti, v Brazilii je cena polovi¢ni. Prekazkou je
také technicky naro¢ny postup a zrucnost technikii. Presto vSak u chovatelii vzbudila tato
biotechnologie nemaly zajem, zejména u sportovnich klisen, protoze umoznuje produkovat
potomky bez velkého vlivu na kariéru klisny. Potencial ma tato metoda také pii zachrané
ohroZenych druhti konovitych (Morris 2018).

Prestoze embryotransfer pfindsi jisté vysledky, odhaleni pribéhu kapacitace hiebcCich
spermii by mohlo zisk embryi v in vitro podminkach zjednodusit. Z&sadni vliv na funkci spermii
a kapacitaci ma fosforylace proteinti spermie. Pochopeni ptesného vlivu fosforylace proteind na
prubéh kapacitace u hiebCich spermii by mohlo znamenat vyznamny posun pro metody IVF.
Moznost vyuzivat metod IVF by znamenalo vyznamny posun v rozvoji reprodukénich
biotechnologii u koni.
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4  Metodika
Pro tuto préaci bylo zvoleno srovnani fosforylace proteinu ¢erstvych a kryokonzervovanych
hieb¢ich spermii pomoci metod imunofluorescenéni mikroskopie (IF) a Western blot

imunodetekce (WB).

Tabulka ¢.1: Nativni vzorky vyuzité pro tuto praci.

Vzorek | Misto odbéru | Datum odbéru
1H Pizak 022021
2ZH Pizek 8272021
3H Pizak 022021
4H Pizek 222021
SH Pizek 222021

Tabulka ¢€.2: Kryokonzervované vzorky vyuzité pro tuto praci.

Vzorek | Misto odbéru | Datum odbéru
1A Pisek 26.1.2021
2B Pisek 26.1.2021
1C Pisek 26.1.2021
2C Pisek 26.1.2021
3A Pisek 4.2.2021
3B Pisek 4.2.2021
3C Pisek 4.2.2021
3D Pisek 4.2.2021
TA Pisek 12.2.2021
7B Pisek 12.2.2021
7C Pisek 12.2.2021
D Pisek 12.2.2021

SDE 61 Pisek 4.2.2021

4.1 Imunofluorescen¢ni mikroskopie

4.1.1 Odbér a zpracovani ejakulatu

Ejakulat byly od hiebcti odebirany standartnim zptsobem pomoci umélé vaginy
a fantoma. Vsichni hiebei zatazeni do této prace byli zdravi, vyuzivani k reprodukci v Zemském
hiebcinci Pisek s.p.o. Thned po odbéru byl zhodnocen objem ejakulatu, motilita a koncentrace
spermii. Zhodnoceny ejakulat byl dale zpracovan.

Nativni ejakulaty byly ihned po odbéru 10 minut centrifugovany (Centrifuga Mikro 22R)
pii 300 g. Centrifugaci doSlo k odd€leni semenné plazmy a spermii. Semennd plazma byla
odpipetovana a ke spermiim bylo pfidano 15 ml PBS (phosphate buffered saline; Sigma-Aldrich,
USA) a roztok byl znovu centrifugovan 10 minut pfi 300 X g. Tento krok byl jesté jednou
zopakovan, aby se spermie promyly. Zcentrifugované vzorky byly poté dale zpracovany pro
imunofluorescen¢ni mikroskopii a Western Blot.
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Davky ur¢ené ke kryokonzervaci byly nafedény Keeneyho fedidlem a centrifugovany
15 minut pfi 650 g. Poté byl odd¢€len supernatant a ke spermiim bylo pfidano lakt6zo-Zloutkové
fedidlo. Nasledné byl roztok rozdélen do pejet o objemu 0,5 ml. Pejety byly ekvilibrovany
2 hodiny pii 5°C a poté byly horizontalnim mrazenim zamrazeny nad parami tekuté¢ho dusiku.
Pejety byly nasledné ulozeny do tekutého dusiku (-196°C) do dalsiho zpracovani.

Po vyjmuti z kontejneru s tekutym dusikem byly pejety rozmrazeny ve vodni lazni
(MiniWater bath N3-4, Kisker Biotech) o teploté 37 °C po dobu 30 sekund. Poté byly vzorky
Z pejet premistény do oznacenych mikrozkumavek a nasledné centrifugovany po dobu 10 min pfi
teploté 22 °C a 300 x g, aby se oddélily spermie od zloutkového tedidla. Po centrifugaci bylo
fedidlo odsato, ke vzorkim bylo pfidano 500 pl PBS. Spermie byly néasledné rozsuspendovany
a doplnény o dalsich 500 pl PBS. Poté byly vzorky znovu stoCeny a opét byl odebran
supernatant a byl zopakovan piedchozi krok s doplnénim PBS na 1 ml. Vzorky byly znovu
centrifugovany.

4.1.2 Priprava vzorku

Pro cerstvé i1 kryokonzervované vzorky byla priprava vzorkl stejnd. Z centrifugovanych
promytych vzorkd byl odebran supernatant, k sedimentu bylo ptidano 500 ul PBS a opatrné
rozsuspendovéano. Z kazdého vzorku bylo odebrano 100 pl do zvlaStni mikrozkumavky. Tyto
vzorky byly urcené na ptipravu pro Western Blot analyzu. Plvodni vzorek byl stocen,
supernatant odebran a bylo pfidano 500 pl roztoku 3% formaldehydu. Vzorky byly ponechany
10 min ve fixativu, pak byly stoeny. Ze stoCenych vzorki byl odebran supernatant a bylo
pridano 300 pul PBS a vzorky byly opét stoceny. Tento krok byl jesté jednou zopakovan pro
uplné odstranéni formaldehydu. Po poslednim stoceni a odebrani supernatantu bylo opét ptidano
300 ul PBS. Nasledné byla suspenze spermii nandSena na piipravena sklicka po 20 ul do
oznacenych kolecek pomoci hydrofobni fixy a preparat byl ponechan zaschnout na vzduchu.

Po zaschnuti byly preparaty spermii nejprve permeabilizovany 0,1% Tritonem. Na obé&
kolec¢ka bylo naneseno 100 pl 0,1% Tritonu-X100 (fedéni v PBS) na dobu 10 min. Poté byla
sklicka oplachnuta PBS a osuSena. Byla provedena blokace roztokem SuperBlock (Thermo
Scientific, USA). Do obou kolec¢ek bylo napipetovano 100 pl. Vzorky byly vlozeny do vlhké
komurky a byly inkubovany 30 min pfi laboratorni teploté. Poté byly vzorky opét omyty PBS
aosuSeny. Dale probéhla inkubace s mysi monoklondlni protiladtkou proti fosfotyrosinu
(klon 4G10, Millipore Corporation, USA) fedéné v PBS v poméru 1:300. Do pravého kolecka
bylo napipetovano 100 pl protilatky, do levého kolecka, piedstavujici negativni kontrolu, bylo
napipetovano 100 pl PBS. Poté byly preparaty inkubovany pies noc ve vlhké komiirce v lednici.

Druhy den byly preparaty omyty PBS a poté osuseny. Dale byla provedena inkubace se
sekundarni protilatkou anti-mouse konjugovanou s Alexa FluorTM 488 (Invitrogen, USA).
Sekundarni protilatka byla fedéna v poméru 1:300 v PBS. Na prepardty bylo napipetovano
100 pl sekundarni protilatky. Vzorky byly inkubovany ve vlhké komirce v lednici po dobu 1 h.

Po inkubaci se sekundarni protilatkou byly preparaty omyty PBS a poté osuseny. Nasledné
probéhlo znaeni akrozomii spermii pomoci PNA lektinem konjugovanym s rhodaminem
(Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector Laboratories, USA). Do obou kolecek bylo naneseno
100 pl roztoku PNA s rhodaminem fedéném v PBS v poméru 1:700. Pii manipulaci s PNA bylo
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pracovano v piitmi. Inkubace byla provedena ve vlhké komtrce a tmé 30 min pii laboratorni
teploté. Poté byly preparaty omyty v PBS a destilované vodé a nasledné osuSeny. Ve tmavém
prostiedi bylo do obou kolecek napipetovano 5 ul montovaciho média VectaShield DAPI
(Antifade Mounting Medium, Vector Labortories, USA) a preparat byl ptekryt krycim skli¢kem.
Tim byla prodlouzena doba imunofluorescence preparati a oznacena jadernd DNA. Kryci
sklicko bylo zafixovano lakem na nehty. Preparaty byly nasledné ulozeny do desek a ptipraveny
k hodnoceni.

Preparaty byly snimény pomoci imunofluorescenéni mikroskopie pii 400 x zvétSeni.
K vyhodnoceni byl pouzit program NIS Elements. Bylo hodnoceno minimalné 200 spermii
z kazdého vzorku.

U nativnich i kryokonzervovanych vzorkt byla hodnocena piitomnost signalu a lokalizace
protilatky proti fosfotyrosinu a pfitomnost akrozomu. Ziskana data byla statisticky hodnocena
v programu Statistica (ver. 12, StatSoft, CZ) a graficky zpracovana v programu Microsoft Excel
a Adobe Photoshop Elements 2022.

4.2 Western blot imunodetekce

4.2.1 Priprava vzorki

Mikrozkumavky oddélené pii piipravé preparatd pro imunofluorescencéni znaceni
se 100 pl suspenze spermii byly doplnény na 500 pl PBS (phosphate buffered saline; Sigma-
Aldrich, USA), rozsuspendovany, zcentrifugovany a supernatant byl odsat. K sedimentim bylo
ptidano 100-150 pl neredukujiciho vzorkového pufru (slozeni: 4,2 ml H20, 1 ml 0.5 M Tris.HCI
pH 6.8, 0,8 ml glycerol, 1,6 ml 10% SDS, 0,4 ml bromfenolova modf) podle mnozstvi sedimentu
tak, aby mnozstvi pufru bylo oproti sedimentu dvojnasobné. Roztok byl pofadné rozsuspendovan
a povafen 5 min pfi teploté 100 °C. Poteé byly vzorky stoceny 2 min pii 10 000 X g a teploté 4 °C
v centrifuze (Centrifuga Mikro 22R). Po sto¢eni byl odebran supernatant do zvlastni zkumavky.
K supernatantu byl pfidan merkaptoletanol do finalni 5% koncentrace. Ke vzorkim, které byly
predtim doplnény o 100 pl pufru bylo ptidano 7 pl merkaptoletanolu, ke vzorkiim doplnénym
0 150 pl pufru bylo ptidano 17 pl merkaptoletanolu. Vzorky byly nasledné povateny 2 min pfi
teploté 100 °C ve vyhtivané tfepacce (Thermo-Shaker TS-100, BioSan).

4.2.2 Elektroforéza v polyakrylamidovem gelu s pifidavkem dodecylsiranu sodného (SDS-
PAGE)

Nejdiive bylo nutné sestavit aparaturu pro piipravu gelii. Dale piisla na fadu pfiprava
separacniho gelu. Pro tyto experimenty byl zvolen 12% separa¢ni polyakrylamidovy gel.
Na pfipravu 2 separacnich geld bylo potfeba 3,5 ml destilované H.O, 2,5 ml pufru B (pH 8,8;
Resolving Gel Buffer B, Biorad, USA), 4 ml 30% roztoku acrylamidu (ACRYLAMIDE/bis-
ACRYLAMIDE, Bio-Rad, USA), 100 ul 10% dodecylsulfatu sodného (SDS; Sigma-Aldrich,
USA). Tésné pied aplikaci bylo pridano 4,5 ul tetramethylenediaminu - TEMED (GE Healtcare,
Svédsko) a 70 pl APS (10% roztok persiranu amonného). Po ptidani APS za¢ina gel tuhnout,
proto bylo nutné gel co nejdiive nanést mezi elektroforeticka skla. Postupné bylo napipetovano
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do kazdé soupravy 5 ml gelu. Gel byl piekryt po okraj soupravy destilovanou vodou a ponechan
40 min tuhnout.

Po ztuhnuti separa¢niho gelu byla vylita destilovana voda a byl nanesen 4% zaostfovaci
gel. Ten byl ptipraven z 1,52 ml destilované H>0O, 625 pl pufru C (Stocking gel Buffer, pH 6,8),
325 pl acrylamidu (ACRYLAMIDE/bis-ACRYLAMIDE, Bio-Rad, USA), 25 pul 10% SDS
(Sigma-Aldrich, USA). Tésné pied aplikaci gelu bylo pfidano 3,8 ul TEMEDu (GE Healtcare,
Svédsko) a 50 pl 10% APS. Zaostiovaci gel byl opatrné napipetovan na zatuhly separa¢ni gel.
Ihned po naneseni byl do zaostfovaciho gelu vlozen hieben tvofici jamky pro nanaseni vzorkd.
Gel byl ponech&n 10-15 minut tuhnout.

Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byla aparatura na ptipravu geld rozebrana a skla s gely
byla ptenesena do aparatury na elektroforézu. Nadoba na elektroforézu byla zalita stanovenym
mnozstvim elektronového pufru (15 g Tris, 72 glycin, 5 g SDS rozpusténo v 1 | destilované H2O,
vznikly roztok byl dale fedén 1:4 v destilované H>0). Opatrné byly vyjmuty hiebeny ze
zaostfovaciho gelu. Poté byly pomoci Hamiltonovy stiikacky napipetovany jednotlivé vzorky
(10-18 pl) spolu s 3 ul proteinovych hmotnostnich standardu (Precision Plus Protein Standards,
Bio-Rad, USA). Poté byla spusténa elektroforéza a probihala piiblizné¢ 1 h pfi nastaveni
konstantniho elektrického proudu 0,03 A.

4.2.3 Elektroprenos (Western blot)

Po dokonceni elektroforézy nasledoval pienos proteini z gelu na nitrocelul6zovou
membrénu (NC). Do misky byly na 10 minut do transferového pufru (3,03 g Trisu, 14,4 glycinu
rozpusténo ve 200 ml destilované H2O, doplnéno o 200 ml methanolu a dolito na 1 1
destilovanou H>O) namoceny 2 houbicky, 4 vystiizky chromatografického papiru Whatman
(8,5x 10 cm) a 1 NC membréna (6 x 9 cm) pro kazdy gel. Do jiné misky s malym mnozstvim
transférového pufru byla pfipravena kazeta.

Gely byly opatrné vyjmuty z aparatury a ptendany do nadoby s destilovanou H20O. Poté
byly postupné pfendany do blotovaci kazety: na Cernou stranu kazety byla nejprve poloZena
houbicka, poté 2 ks chromatografického papiru Whatman, gel, NC membrana, opét 2 ks
chromatografického papiru Whatman a houbi¢ka. Kazeta byla uzaviena a vlozena do
blotovaciho ramu, ¢ernou ¢asti kazety k Cerné strané rdmu. R&m s kazetami byl umistén do
nadoby a zalit ur¢enym mnozstvim transferového pufru. Cela soustava byla vloZena do vani¢ky
svodou a ledem, ktera slouzi jako chladi¢. Po sestaveni byla aparatura zapojena do zdroje
a spusténa po dobu 1-1,5 h pti konstantnim elektrickém proudu 500 mA.

Po dokonceni elektropienosu byla aparatura rozebrana, kazeta vyjmuta, rozloZena
a membrana byla ptendana do misky. Membrany byly oplachnuty v destilované H>O a obarveny
na 1-2 min roztokem Ponceau S (Sigma—-Aldrich, USA) na pfitomnost pifenesenych proteint.
Daéle nasledovalo 2x promyti v roztoku PBS s 0,1% Tweenem 20 pro odmyti Ponceau.
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4.2.4 Inkubace s protilatkami

Po odmyti Ponceau byly membrany na 1 h umistény na linearni tiepacku (SK-L180E,
Biotech) do 5% mléka (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad, USA). 5% mléko pro 2 membrany
bylo pfipraveno z 1 g mléka rozpusténého ve 20 ml PBS. Po zablokovani v mléce byly
membréany 1 x promyty v PBS s Tweenem. Po promyti byly membrany pieneseny do parafilmu.
Na jednu membranu byly naneseny 2 ml mysi monoklonalni protilatky proti fosfotyrosinu
(klon 4G10, Millipore Corporation, USA) fedéné 1:1000 v PBS. Na druhou membranu,
pfedstavujici negativni kontrolu, byly naneseny 2 ml PBS. Membrany byly inkubovany pies noc
v lednici.

Druhy den byly membrany vyjmuty z parafilmu a 30 minut promyvany po 10 minutach
v PBS s Tweenem. Po promyvani bylo na obé membrany naneseno 6 ml sekundarni protilatky
(EIA Grade Affinity Purified Goat Anti-Mouse 1gG orseradish Peroxidase Conjugate) fedéné
1:3000 v PBS. Membrany byly ponechany v sekundarni protilatce na téepacce 1 h a poté byly 6 x
promyty po 5 min v PBS s Tweenem.

Protilatka proti a-tubulinu (Monoclonal Anti-a-Tubulin Antibody produced in mouse,
SIGMA, USA) byl fedén 1:5000 v PBS a nanaSen v mnozstvi 2 ml. Pfed nanesenim tubulinu
bylo nutné membrany nejprve zablokovat v 5 % mléce po dobu 1 h na tiepacce. Poté byly
membrany 1 x promyty v PBS s Tweenem, uloZeny do parafilmu a byl na n€ nanesen tubulin.
Takto byly membrany inkubovany ptes noc v lednici.

4.2.5 Detekce a zpracovani dat

Pro detekci proteint na NC membranach byl vyuzit pfistroj Azure ¢300 Gel Imaging
System (Azure Biosystems, Dublin, USA). Kazd4d membrdna byla pii vloZeni do pfistroje
prekryta 2 ml dvouslozkového chemiluminiscenéniho substratu (SuperSignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate, Thermo SCIENTIFIC, USA) pfipravené¢ho v poméru 1:1.

Po provedeni detekce byly membrany 2x promyty v PBS s Tweenem. Poté byly pomoci
Restore Western Blot Stripping Buffer (Thermo SCIENTIFIC, USA) odmyty navazané
protilatky. Membrany byly poté vyuzity pro detekci tubulinu pouZzitého jako referencni protein
pro hodnoceni nanasky proteinu ve vzorku. Ke zpracovani dat byl vyuzit Microsoft Excel. Sila
signdlu byla detekovana pomoci software Image Studio Digits verze 4.0. C-Digit Scaner.
Zméfeny signal byl nasledné vydélen plochou signalu daného proteinu. Stejny postup probéhl téz
u tubulinu. Hodnoty ziskané vydélenim sila signalu/plocha signalu protilatky proti fosfotyrosinu
byly vydéleny vysledkem sila signdlu/ plocha signdlu u tubulinu. Vyslednd hodnota byla
vztaZena ke zvolenému srovnavacimu proteinu. Vysledky byly porovnany.

Rozdily mezi jednotlivymi vzorky byly statisticky hodnoceny pomoci GraphPad Prism 5
Software. Ke statistickému hodnoceni byla zvolena jednocestnda ANOVA.
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5  Vysledky

U hiebéich spermii byla hodnocena lokalizace fosforylovanych proteinti a vztahu
pritomnosti akrozomu (PNA signalu) a fosforylace tyrosinu (PTyr proteinil) pomoci
imunofluorescen¢ni mikroskopie. Mira fosforylace byla hodnocena pomoci Western Blot
imunodetekce.

5.1 Vyuziti vzorki

Tabulka ¢.3: Vyuziti nativnich vzorku. IF = imunodetekce, WB = Western Blot.

1H 2H 3H 4H 5H
IF aro ano ario aro ano
WEBE ano ne anao arno ano

Piprava vzorku 2H (tabulka ¢.3) pro WB se nezdafila, vzhledem k nedostate¢nému mnozstvi
vzorku nemohla byt nova ptiprava provedena.

Tabulka ¢.4: Vyuziti kryokonzervovanych vzorki. IF = imunodetekce, WB = Western blot.

1A 1B 1C 2C 3A iB iC D 7A 7B 7C 7D [ SDE61
IF ano ano ano ano ne ne ne ne ne ne ne ne ne

WB ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Priprava vzorka 3A, 3B, 3C, 3D, 7A, 7B, 7C, 7D a SDE 61 (tabulka ¢.4) pro IF se nezdatila
a vzhledem k nedostate¢nému mnozstvi vzorku nebylo mozné postup zopakovat. Proto byly do
studie zafazeny vzorky nové (1A, 2B, 1C, 2C), aby bylo mozné vyhodnoceni IF a zaroven WB.

5.2 Lokalizace fosforylovanych proteinii spermii

Pro vyhodnoceni imunofluorescen¢ni detekce bylo z kazdého vzorku napocitano
minimalné 200 spermii. Pro vyhodnoceni signalu protilatky proti fosfotyrosinu (PTyr proteintl)
byly u nativnich i kryokonzervovanych vzorkd spermie rozdéleny do 3 kategorii se signalem
PTyr (obr. ¢.3) a 1 kategorii bez signalu PTyr. Kategorie se signalem byly nasledujici: spermie
s detekovanym signalem v oblasti akrozomu a zaroven bi¢iku (A+B), spermie se signalem
Vv oblasti ekvatorialniho segmentu a zaroven bi¢iku (E+B), spermie se signalem v oblasti
akrozomu, ekvatorialniho segmentu a bi¢iku (A+E+B) a spermie bez detekovaného signalu proti
fosfotyrosinu. Ze ziskanych dat bylo vypocteno procentuélni zastoupeni jednotlivych kategorii.

Pii vyhodnocovani byly patrné rozdily mezi detekovanymi signaly u nativnich
a kryokonzervovanych vzorkl (obr. ¢.3). Nativni vzorky mély vyraznéjsi signal ve stfedni ¢asti
biciku (obr. ¢.3 A, oznaceni Zlutou Sipkou), zatimco u kryokonzervovanych vzorki svitil cely
bicik stejnomérné. Také je patrny rozdil v signélu v ekvatorialnim segmentu. U nativnich vzorka
je signal v celé oblasti, u kryokonzervovanych vzorki byl signal spiSe uprostifed a tvarem
pfipominal trojahelnik.
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Obrazek ¢.3: Detail lokalizace forsforylace u hieb¢ich spermii.

A — lokalizace signalu u nativnich vzorki, B — lokalizace signalu u kryokonzervovanych vzorkd.
la — fosforylace v oblasti akrozomu a bic¢iku (A+B), 2b — fosforylace v oblasti ekvatorialniho
segmentu a bic¢iku (E+B), 3c — lokalizace fosforylace v oblasti akrozomu, ekvatorialniho
segmentu a bi¢iku (A+E+B).

V dalsi casti imunofluorescenéniho hodnoceni jsme se zaméfili na pfitomnost funkéniho
akrozomu znaceného pomoci PNA a jeho vztahu k pfitomnosti signdlu protilatky proti
fosfotyrosinu (obrazek ¢.4). U nativnich i kryokonzervovanych vzorkd byly spermie rozdéleny
do 3 kategorii: spermie s akrozomem a zaroven signalem protilatky proti fosfotyrosinu (PNA+,
FOS+), dale spermie bez akrozomu, ale se signalem protilatky proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS+)
a spermie bez akrozomu a zaroven bez signalu proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS-). Spermie
s akrozomem, ale bez signalu protilatky proti fosfotyrosinu byly vzdy vyrazné mechanicky
poskozené, proto nebyly do hodnoceni zahrnuty. Jako signél protilatky proti fosfotyrosinu byl
Vv tomto ptipadé pocitan jakykoliv signal, nedochazi k rozdélovani do 4 kategorii zminénych
vyse.
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Obrazek ¢.4: Zobrazeni signalu protilatky proti fosfotyrosinu a signalu akrozomu znaéeného
PNA lektinem zaznamenané pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

A — znaeni jadra spermii pomoci DAPI, B — znaceni akrozomu pomoci PNA lektinu,
C - detekce signalu protilatky proti fosfotyrosinu, D — prolinani snimka A, B, C dohromady;
E - negativni kontrola. Bilé krouzky — spermie bez akrozomu a bez detekce protilatky proti
fosfotyrosinu — bez signalu, (PNA-, FOS-); modré krouzky — spermie bez akrozomu se signalem
proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS+), Zluté krouzky — spermie s akrozomem a signdlem protilatky
proti fosfotyrosinu (PNA+, FOS-). Zvétseni 400x. Métitko: 10 pm.
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5.2.1 Hodnoceni signélu proti fosfotyrosinu u nativnich vzorki hiteb¢ich spermii

V detekované lokalizaci signalu PTyr u nativnich vzorka byly patrné rozdily mezi
jednotlivymi hiebci (graf €.2, tab. ¢.5). U nativnich vzorki 1H, 3H a SH mély nejvétsi zastoupeni
spermie se signalem protilatky v oblasti ekvatorialniho segmentu a zaroven bi¢iku (E+B).
Vzorky 2H a 4H mély nejvétsi zastoupeni fosforylace v oblasti akrozomu, ekvatoridlniho
segmentu a bic¢iku (A+E+B) a to 39,2 % a 51,8 %. Kategorie spermii se signdlem protilatky proti
fosfotyrosinu v oblasti akrozomu a bi¢iku (A+B) byla detekovana pouze u vzork 2H, 3H a 4H,
a to ve velmi malém procentualnim zastoupeni (tab. ¢.5). Nejvyssi procento signalu PTyr
Vv oblasti A+B mé¢l s 9 % vzorek 2H. U vzorka 1H a 5H tento signél detekovan nebyl. Primérné
téméf 20 % spermii z nativnich vzorkd bylo bez signalu (tab. ¢.5). Z primérnych hodnot
vyplyva, Ze mezi nativnimi vzorky pfevazoval signal lokalizovany v ekvatoridlnim segmentu
a zaroven bic¢iku (E+B). Mezi rozdily praimérnych hodnot byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil (graf ¢. 1). Mezi skupinou A+B a E+B na hladiné vyznamnosti p<0,001, mezi E+B
a A+E+B na hladin¢ vyznamnosti p<0,01 a mezi A+E+B a kategorii bez signalu na hladiné
vyznamnosti p<0,001 (graf ¢.1).

Tabulka €.5: Procentudlni zastoupeni jednotlivych kategorii signdlu fosforylace u nativnich
vzorki S primérnymi hodnotami.

Nativni Bez
) A+B E+B |(A+E+B | . .
vzorky signalu
1H 0,0% 79,1% 1.8% 19.1%
2H 9.0% 27.8% 39,2% 24.0%
3H 0,5% 57.5% 13.2% 28.8%
4H 1,5% 44 2% 51,.8% 2,5%
SH 0,0% 83,7% 42% 12,1%
Prumér 22% 58,5% 22.0% 17,3%

A+B —signal v oblasti akrozomu a bi¢iku
E+B —signal v oblasti ekvatorialniho segmentu a bi¢iku

A+E+B —signal v oblasti akrozomu, ekvatoridlniho segmentu a bi¢iku.
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Graf ¢.1: Vyjadfeni statistické zavislosti mezi pramérnymi hodnotami lokalizace signélu proti
fosfotyrosinu u nativnich vzorku.

A+B —signal v oblasti akrozomu a bi¢iku

E+B — signal v oblasti ekvatorialniho segmentu a bi¢iku

A+E+B — signal v oblasti akrozomu, ekvatoridlniho segmentu a bi¢iku

Index ** — znadi statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,01

Index *** — zna¢i statisticky vyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti p<0,001
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Graf ¢.2: Procentualni vyjadieni detekce signalu protilatky proti fosfotyrosinu u jednotlivych
nativnich vzorki spermii hiebct (1H-5H).

5.2.2 Detekce pritomnosti akrozomu a signalu proti fosfotyrosinu u nativnich vzorki

Dale byl hodnocen vztah pfitomnosti akrozomu (PNA) a pfitomnost signdlu protein
tyrosinové fosforylace (FOS). Nejcastéji byly pozorovany spermie s detekovanym akrozomem
a zaroven signalem proti fosfotyrosinu (PNA+, FOS+) (tab. ¢.6, graf ¢.4). Vyjimku tvoii hiebec
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2H, u kterého bylo vyrazn¢ vice spermii bez akrozomu, ale se signalem proti fosfotyrosinu
(PNA-, FOS+) a to 59,4%. Primérné bylo mezi vzorky detekovano jen 24,5 % spermii
v kategorii PNA-, FOS+. U hiebce 2H bylo detekovano mnohem niz$i procento spermii PNA+,
FOS+ nez u ostatnich hiebcti (tab. ¢.6). U tohoto hiebce bylo pfi hodnoceni fosforylace
detekovano nejvice spermii se signalem proti fosfotyrosinu v oblasti akrozomu a zaroven bi¢iku
(A+B) (graf ¢.4). Primérné asi u 20 % spermii nebyl detekovan akrozom ani signal proti
fosfotyrosinu (PNA-, FOS-). Z prumérnych hodnot vyplyva 58% zastoupeni PNA+, FOS+
U nativnich vzorkt (tab. ¢.6). Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil (graf ¢.3) mezi
pramérnymi hodnotami signalu PNA+, FOS+ a PNA-, FOS+ (p<0,05) a mezi signaly
PNA+,FOS+ a PNA-, FOS- (p<0,01).

Tabulka ¢&.6: Procentualni zastoupeni jednotlivych kategorii spermii detekovanych
na piitomnosti pfitomnosti akrozomu (PNA) a signalu protilatky proti fosfotyrosinu (FOS)
u nativnich vzorkd s primérnymi hodnotami.

Nativni vzorky [PNA+FOS+ [PNA-, FOS +|PNA-, FOS-
1H 71,1% 9.8% 19,1%
2H 16,6% 59.4% 24.0%
3H 63.4% 7.8% 28.8%
4H 76,6% 19.9% 3,5%
SH 62,3% 25,6% 12,1%
Prumér 58,0% 245% 17.5%

PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu
PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu
PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu

Nativni vzorky
* %

procentudlni zastoupeni

Graf ¢.3: Vyjadreni statistické zavislosti mezi pramérnymi hodnotami jednotlivych kategorii
pritomnosti akrozomu a detekce protilatky proti fosfotyrosinu u nativnich vzorki.

PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu

Index * — znadi statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,05

Index ** — znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,01
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Graf ¢.4: Procentualni vyjadieni vztahu ptitomnosti akrozomu a detekce signalu protilatky proti
fosfotyrosinu u jednotlivych nativnich vzorkd.

PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu

5.2.3 Hodnoceni signélu proti fosfotyrosinu u kryokonzervovanych vzorkia hieb¢ich
spermii

U kryokonzervované sady byly jednotlivé kategorie pozorovany u vSech vzorku.
Z hodnot grafu ¢.6 a tabulky ¢.7 je patrné u kryokonzervovanych vzorkd nejvyssi zastoupeni
spermii se signdlem proti fosfotyrosinu v oblasti akrozomu, ekvatorialniho segmentu i bi¢iku
zaroven (A+E+B) a to u vSech vzorku. Prumérna hodnota (tab ¢.7) signalu v oblasti A+E+B
Cinila 71,35 %. Ostatni kategorie byly mnohem méné zastoupené. U vzorku 2C byl pozorovan
vétsi pocet spermii se signalem v oblasti akrozomu a soucasné bi¢iku (A+B) nez u ostatnich
vzorki. Nizkych hodnot dosahoval pocet spermii se signalem v oblasti ekvatorialniho segmentu
a bi¢iku (E+B), pramérné jen 7,7 %. Nejvice byla tato kategorie zastoupena 16 % u vzorku 2B.
U tohoto vzorku bylo napocitano stejné procento spermii bez signalu PTyr. Bez signalu PTyr
bylo pozorovano pramérné necelych 10 % spermii (tab. ¢.7). Byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil (graf ¢.5) mezi praimérnymi hodnotami kategorii A+B a A+E+B (nha hladiné vyznamnosti
p<0,001), E+B a A+E+B (p<0,001) a A+E+B a kategorii Bez signalu (p<0,001).
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Tabulka ¢.7: Procentualni zastoupeni signélu protilatky proti fosfotyrosinu u kryokon-
zervovanych vzorkt hieb¢ich spermii. Posledni fadek ptfedstavuje primérné hodnoty.

Kryokonzer-
vované A+B | E+B |a+E+B| B®?
signalu
vzorky
1A 5.60% 2.30% 86.50% 5.60%
2B 11,00% | 16.00% | 57.00% | 16.00%
1€ 3.90% 3.40% 89.30% 3.40%
2C 25.80% | 9.10% 52,60% | 12,50%
Prumér 11,58% 7.70% 71.35% | 9.38%

A+B —signal v oblasti akrozomu a bi¢iku
E+B — signal v oblasti ekvatorialniho segmentu a bi¢iku
A+E+B —signél v oblasti akrozomu, ekvatoridlniho segmentu a bi¢iku

Kryokonzervované vzorky
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Graf ¢.5: Vyjadreni statistické zavislosti mezi pramérnymi hodnotami lokalizace signélu proti
fosfotyrosinu u kryokonzervovanych vzorki hiebcich spermii.

A+B —signal v oblasti akrozomu a bi¢iku

E+B —signal v oblasti ekvatorialniho segmentu a bi¢iku

A+E+B — signal v oblasti akrozomu, ekvatorialniho segmentu a bi¢iku

Index *** — znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,001
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Fosforylace u kryokonzervovanych vzork
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Graf ¢.6: Procentualni vyjadieni detekce signalu protilatky proti fosfotyrosinu u jednotlivych
kryokonzervovanych vzorkd.

5.2.4 Detekce piitomnosti akrozomu a signalu proti fosfotyrosinu u kryokonzer-vovanych
vzorki

Podle primérnych hodnot z tabulky ¢.8 bylo zastoupeni spermii s akrozomem a signélem
proti fosfotyrosinu (PNA+, FOS+) téméf shodné s poftem spermii bez akrozomu a zdroven
signalem proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS+). Podle individualnich hodnot (graf ¢.8) pievladala
uvzorki 1A, 2B, 1C nejcastéji pfitomnost akrozomu a zarovenn signalu proti fosfotyrosinu
(PNA+, FOS+). Pouze u vzorku 2C byly nejcastéji pozorovany spermie bez akrozomu se
signalem proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS+). U tohoto vzorku byl také pozorovan vyrazné vyssi
pocet spermii se signalem proti fosfotyrosinu v oblasti akrozomu a zaroven biciku (A+B) (graf
¢.8). U vsech vzorkl bylo nejméné zastoupeny spermie bez akrozomu a zaroven bez signalu
proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS-), primérné necelych 10 % hodnocenych spermii (tab. ¢.8). Byl
detekovan statisticky vyznamny rozdil (graf ¢.7) mezi primérnymi hodnotami kategorii PNA+,
FOS+ a PNA-, FOS+ (na hladin¢ vyznamnosti p<0,01) a kategoriemi PNA-, FOS+ a PNA-,
FOS- (hladina vyznamnosti p<0,01).
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Tabulka ¢.8: Procentudlni zastoupeni jednotlivych kategorii pfitomnosti akrozomu a signalu
protilatky proti fosfotyrosinu u kryokonzervovanych vzorkt s praimérnymi hodnotami.

Kryokonzer- |PNA+, FOS+|PNA-, FOS+ |PNA-, FOS-
vované vzorky
1A 57.40% 37,00% 5,60%
2B 59.60% 28.80% 11,80%
1C 52,70% 42,50% 4.80%
2C 17.,20% 67,00% 15,80%
Prumér 46,73% 43,83% 9.50%

PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu
PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu
PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu
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Graf ¢.7: Vyjadieni statistické zavislosti mezi pramérnymi hodnotami jednotlivych kategorii
pritomnosti akrozomu a detekce protilatky proti fosfotyrosinu u kryokonzervovanych vzork.
PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu

Index ** — znadi statisticky vyznamny rozdil na hladin¢ vyznamnosti p<0,01
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Detekce signalu PTyr a PNA u kryokonzervovanych vzorku
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Graf ¢.8: Procentualni vyjadieni vztahu pfitomnosti akrozomu a detekce signélu protilatky proti
fosfotyrosinu u kryokonzervovanych vzorku.

PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu

5.2.5 Srovnani lokalizace fosforylovanych proteint nativnich a kryokonzervovanych
vzorki hieb¢ich spermii

Mezi sadou nativnich a kryokonzervovanych vzorkl jsou patrna rozdilnd pozorovani
signalu fosforylace (graf ¢.9). Oproti nativnim vzorkim bylo u kryokonzervovanych vzorka
pozorovano vice spermii se signadlem v oblasti akrozomu a bic¢iku (A+B), nejvice byl
u kryokonzervovanych vzorki detekovan signal v oblasti akrozomu, ekvatorialniho segmentu
a bi¢iku (A+E+B). U nativnich vzorkd byl nejcastéji detekovany signal v oblasti ekvatorialniho
segmentu a bi¢iku (E+B). Vice spermii bez signalu (necelych 20 %) bylo detekovano u nativnich
vzorkl.

Mezi nativnimi a kryokonzervovanymi vzorky byla dale zkoumana statisticka zavislost.
Ke statistickému hodnoceni byl pouzit program Statistica (ver. 12, StatSoft, CZ). K hodnoceni
analyzy rozptylu byla vyuzita jednofaktorovai ANOVA (hodnocen byl jeden faktor — srovnani
nativnich x krokonzervovanych vzorkii). Po analyze rozptylu byla ovéfena statisticka zavislost
mezi sledovanymi skupinami pomoci post-hoc testi. Pro hodnoceni byl zvolen Scheffeho test
a Tukeyeho HSD test. Oba testy ukazaly statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi nativnimi
a kryokonzervovanymi vzorky u signalti protilatky proti fosfotyrosinu v kategoriich ekvatorialni
segment a bic¢ik (E+B) a akrozom, ekvatorialni segment a bic¢ik (A+E+B).

Z hodnot jednotlivych kategorii lokalizace signalu protilatky proti fosfotyrosinu byla
stanovena korelace mezi typy signali na hladiné vyznamnosti p<0,05 (graf ¢.9). Podle dat
z tabulky €.9 vyplyva, ze byla potvrzena zaporna korelace mezi signalem A+B+ (signal v oblasti
akrozomu a biciku) a signdlem E+B+ (signdl v oblasti ekvatoridlniho segmentu a biciku).
Zaporna korelace znamena, ze s rastem jedné kategorie se druhd kategorie snizuje a naopak.
U kategorie E+B+ (signdl v ekvatorialnim segmentu a bic¢iku) a kategorie A+E+B+ (spermie se
signadlem v oblasti akrozomu, ekvatorialniho segmentu a biciku) byla potvrzena pozitivni
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korelace. Kladné hodnoty korelace znamenaji, Ze s ristem jedné veli¢iny roste i druha a naopak.
Mezi A+B+ (signal v oblasti akrozomu a bi¢iku) a A+E+B (spermie se signilem v oblasti
akrozomu, ekvatorialniho segmentu a biciku) byla potvrzena zéporna korelace. Pokud jedna
kategorie roste, druha kategorie se snizuje.

Tabulka ¢.9: Korelace na hladin¢ vyznamnosti (p<0,05) mezi kategoriemi spermii rozdélenych
podle lokalizace signalu proti fosfotyrosinu.

Spearmanovy korelace (Tabulka3)

ChD vynechany parové

Oznac. korelace jsou vyznamné na hl. p <,05000
Proménna A+ B+ E+ B+ A+E+B+ | FOS-
A+ B+ 1,000000 -0.744776 0677830  -0,133892
E+ B+ -0,744776 1,000000 -0,950000 0,466667
A+ E+ B+ 0677830  -0,950000  1,000000 -0,583333
-0,133892  0.466667 -0,583333  1,000000

A+B+ signal v oblasti akrozomu a bi¢iku
E+B+ signdl v oblasti ekvatorialniho segmentu a biciku
A+E+B+ signdl v oblasti akrozomu, ekvatorialniho segmentu a bi¢iku
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Graf €.9: Primérné procentualni zastoupeni lokalizace signdlu protilatky proti fosfotyrosinu
u nativnich a kryokonzervovanych vzorki hieb¢ich spermii se smérodatnou odchylkou.

Index * zna¢i statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi nativnimi a kryokonzervovanymi
hieb¢imi spermiemi v zastoupeni jednotlivé kategorie signalu proti fosfotyrosinu.

5.2.6 Srovnani piitomnosti akrozomu a signalu proti fosfotyrosinu nativnich a
kryokonzervovanych vzorku

NejCastéji byly u nativnich 1 kryokonzervovanych vzorkii pozorovany spermie
s akrozomem a detekovanym signalem proti fosfotyrosinu (PNA+, FOS+). Spermie bez
ptitomnosti akrozomu, ale s detekovanym signalem proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS+)
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ptevazovaly u kryokonzervovanych vzorkd. Nativni vzorky mély vysSi procento spermii
bez detekovaného akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS-). Procentuélni
zastoupeni kategorii PNA+, FOS+ a PNA-, FOS+ bylo u kryokonzervovanych vzorkl velmi
vyrovnangé (graf ¢. 10).

Piestoze byly pozorovany rozdily mezi nativnimi a kryokonzerovanymi vzorky, post-hoc
testy neprokézaly statisticky vyznamny rozdil (p>0,05) v zastoupeni jednotlivych signala
piitomnosti akrozomu a detekce signalu protilatky proti fosfotyrosinu mezi nativnimi
a kryokonzervovanymi vzorky.

Na hladin¢ vyznamnosti p<0,05 byla zaznamenana negativni korelace (tab ¢.10) mezi
zastoupenim spermii s akrozomem a zaroven signalem proti fosfotyrosinu (PNA+, FOS+) a
spermie bez akrozomu, ale se signdlem proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS+). Podle negativni
korelace s ristem jedné kategorie druha kategorie klesa. Signaly bez korelace (PNA-, FOS-) se
meéni nezavisle na ostatnich kategoriich.

Tabulka ¢.10: Korelace mezi signalem profilatky prozi fosfotyrosinu a ptitomnosti akrozomu.

Spearmanovy korelace (Tabulkad5)
ChD vynechany parové
Oznac. korelace jsou vyznamné na hl. p <,05000

Proménna PNA+, FOS+ | PNA-, FOS + | PNA-, FOS-

| PNA+, FOS+ 1,000000 -0,836827 -0,125524
[PNA-, FOS + | -0,836827 1,000000 -0,133333
l -0,125524 -0,133333 1,000000

PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu
PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu
PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu

Srovnani detekce PTyr a PNA u nativnich a
kryokonzervovanych vzork
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Graf ¢.10: Srovnani detekce akrozomu a lokalizace signalu protilatky proti fosfotyrosinu
U nativnich a kryokonzervovanych vzorkti hiebCich spermii s pfidanou smérodatnou odchylkou.
PNA +, FOS+ — spermie s akrozomem a signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS+ — spermie bez akrozomu se signalem proti fosfotyrosinu

PNA-, FOS- — spermie bez akrozomu a bez signalu proti fosfotyrosinu
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5.2.7 Hodnoceni miry fosforylace hireb¢ich spermii

K hodnoceni miry fosforylace hiebéich spermii byly vyuzity membrany ziskané metodou
Western blot. Vzorky byly rozdéleny do 3 skupin: prvni skupina zahrnovala nativni vzorky 1H,
3H, 4H, 5H. Druha skupina obsahovala kryokonzervované vzorky kryokonzervované vzorky 1A,
2B, 1C a 2C.Treti skupina zahrnovala kryokonzervované vzorky 3A, 3B, 3C, 3D, 7A, 7B, 7C,
7D, SDE 61. Z kazdé skupiny byly hodnoceny 3 membrany. Ve vSech vzorcich byl detekovan
signal protilatky protilatky proti fosfotyrosinu. Vysledna hodnota byla vztazena ke zvolenému
srovnavacimu proteinu. Vysledky byly porovnany.

5.2.7.1 Hodnoceni miry fosforylace prvni skupiny hieb¢ich spermii

Tato skupina zahrnovala nativni vzorky 1H, 3H, 4H, 5H a kryokonzervované vzorky 1C
a 2C nanesené na membranu jako srovnavaci. Na prvni pohled byla patrna rozdiln sila signalu
u nativnich a kryokonzervovanych vzorkt (obr. ¢.5). Nejsilngjsi miru signalu mél vzorek 1C.

v

Nejsilngjsi signaly z nativnich vzorkti mély vzorky 3H a SH. Signaly vzorkti 1H a5H byly slabsi.
Proteiny se signdlem PTyr byly detekovany v molekulové hmotnosti 84, 65, 38 a 36 kDa.
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Obrazek ¢.5: Snimek imunodetekce fosfotyrosinu a referenéniho protein a-tubulin v extraktech
spermii u nativnich vzorkt (1H, 3H, 4H, 5H) a srovnavacich kryokonzervovanych vzorka 1C a
2C.

V namétenych hodnotéach relativni optické denzity byl detekovan rozdil mezi nativnimi

a kryokonzervovanymi vzorky (graf ¢.11). Kryokonzervované vzorky 1C, 2C mély mnohem
vyssi hodnoty relativni optické denzity neZ vzorky nativni. Mezi nativnimi vzorky byly hodnoty
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pomérn¢ vyrovnané. Nejvyssi hodnotu u vSech vzorkd mél protein s mol. hm. 38 kDa. Pouze

v

vzorek 1C mél nejvyssi hodnoty detekovaného signalu u proteinu s mol. hm. 84 kDa. Nejnizsi
hodnota byla naméfena u proteinu s mol. hm. 65 kDa. Vyjimkou byl vzorek 2C, ktery mél
nejniz§i miru detekovaného signalu u proteinu s mol. hm. 84 kDa.

Mira PTyr nativnich a kryokonzervovanych vzorka hrebcich
spermii
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Graf ¢.11: Relativni opticka denzita se smérodatnou odchylkou u nativnich vzorka 1H, 3H, 4H,
5H a kryokonzervovanych vzorkt 1C, 2C nanesenych na membranu pro srovnani. Hodnoty
vztazeny k proteinu 36kDa vzorku 1C, ktery slouzi jako srovnavaci. Barevné rozliSeny
detekované proteiny.

Celkova hodnota vSech proteinti byla u kryokonzervovanych vzorkii mnohem vyssi nez
u vzorkl nativnich (graf ¢.12). Mezi nativnimi vzorky mél nejvyssi celkovou hodnotu relativni
Bylo hodnoceno, zda existuje statisticky vyznamny rozdil mezi srovndvanymi vzorky. Mezi
vzorky 1H, 3H, 5H a vzorkem 1C existuje signifikantni rozdil na hladin€ vyznamnosti p<0,05
(v grafu ¢.12 znaceni *). Mezi vzorkem 4H a vzorkem 1C existuje signifikantni rozdil na hladiné
vyznamnosti p<0,01 (v grafu ¢.12 znafeni **). Rozdily mezi ostatnimi vzorky nebyly
signifikantni.
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Celkova mira Ptyr u nativnich a kryokonzervovanych vzorka hrebcich spermii
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Graf ¢.12: Celkovd mira relativni opticke denzity fosforylace proteinu tyrosinu (PTyr)
u jednotlivych nativnich (1H, 3H, 4H, 5H) akryokonzervovanych vzorka (1C, 2C)
se smérodatnou odchylkou a statistickymi rozdily mezi vzorky. PTyr = fosforylace proteinu
tyrosinu. Hodnoty zgrafu byly vztazeny ke vzorku 1C, ktery slouzi jako srovnavaci.
Index * zna¢i signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,05

Index ** znadi signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,01.

5.2.7.2 Hodnoceni miry fosforylace druhé skupiny hieb¢ich spermii

Tato skupina zahrnovala kryokonzervované vzorky 1A, 2B, 1C, 2C. Signaly
detekovanych proteinti téchto vzorkd byly naméfeny v molekulové hmotnosti 21, 24, 39
a 46 kDa (obr. ¢.6). U vzorku 1C byl signél u proteinii v molekulové hmotnosti 21 a 24 kDa
z hodnocenych vzorku nejméné viditelny. Tyto proteiny byly vyrazné i u vzorku 1A. U proteinti
v molekulové hmotnosti 39 a 46 kDa byly signaly u vzorku 1C naopak nejvyraznéjsi. Signaly
detekovanych proteinti u vzorkli 2B a 2C vypadaly pomérné€ vyrovnang.
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Obrazek ¢.6: Imunodetekce fosfotyrosinu v extraktech spermii u kryokonzervovanych vzorku
druhé skupiny 1A, 2B, 1C, 2C s referen¢nim proteinem o-tubulinem.

Hodnoty relativni optické denzity byly vztazeny k proteinu s mol. hm. 21 kDa vzorku 2B.
Nejvyssi relativni optickou denzitu mél u vzorkti 1A a 2B protein s mol. hm. 21 kDa (graf ¢.13).
Vzorky 1C a 2C mély nejvyssi hladinu relativni optické denzity detekovanou u proteinu s mol.
hm. 24 kDa. Stfedné vysokou hodnotu signalu mél u vétsiny vzorku protein s mol. hm. 46 kDa.
Nejslabsi hodnota signalu byla namétfena u vzorka 2B, 1C, 2C u protein s mol. hm. 39 kDa.
Pouze u vzorku 1A mél nejslabsi detekovany signal u proteinu s mol. hm. 46 kDa. Hodnoty
relativni optické denzity jednotlivych proteini u této skupiny vzorkd byly pomérné vyrovnané.
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Graf ¢.13: Relativni opticka denzita tyrosinové fosforylace proteinti (PTyr) kryokonzervovanych
vzorkll druhé skupiny — vzorky 1A, 2B, 1C, 2C. Hodnoty byly vztazené k proteinu 21 kDa
vzorku 2B. Barevné znaceny detekované proteiny.

Hodnoty celkové miry fosforylace vSech detekovanych proteinii kryokonzervovanych
vzorkti druhé hodnocené skupiny byly pomérné vyrovnané (graf ¢.14). O néco vyssi opticka
denzita nez u srovnavaciho vzorku 2B, byla naméfena u vzorku 2C a 1A. Nejniz§i hodnota
relativni optické denzity v porovnani se vzorkem 2B byla u vzorku 1C. Mezi hodnotami vzorkua
nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil.

Celkova mira PTyr kryokonzervovanych vzorkd
hiebdich spermii
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Graf ¢€.14: Graf celkové miry relativni optické denzity tyrosinové fosforylace proteint (PTyr)
druhé hodnocené skupiny kryokonzervovanych hieb¢ich spermii s pfidanou smérodatnou
odchylkou. Kryokonzervované vzorky druhé hodnocené skupiny 1A, 2B, 1C a 2C. Hodnoty
vztazeny ke vzorku 2B.

Relativni opticka denzita
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5.2.7.3 Hodnoceni miry fosforylace ti‘eti skupiny hi‘eb¢ich spermii

V této skupiné byly kryokonzervované vzorky 3A, 3B, 3C, 3D, 7A, 7B, 7C, 7D a SDE
61. Na membrané z obrazku ¢.7 jsou vyznacené detekované proteiny. Signdly téchto proteint
byly detekovany v molekulové hmotnosti 30, 37, 40, 42, 54, 58 a 65 kDa. Patrné jsou vyrazné
signaly ve vSech vzorcich u proteinii v molekulové hmotnosti 30, 37, 40 a 42 kDa. Vzorky 7A,
7B, 7C, 7D mély slabsi miru signalu u proteinu v molekuloveé hmotnosti 54, 58 a 65 kDa nez
vzorky 3A, 3B, 3C, 3D a SDE 61 kde byl signal vyrazng&jsi.
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Obrazek ¢.7: Imunodetekce fosfotyrosinu a referenéniho proteinu a-tubulinu v extraktech
spermii u kryo-konzervovanych vzorka spermii 3A, 3B, 3C, 3D, 7A, 7B, 7C, 7D, SDE 61.

U vzorka 3D, 7A, 7B, 7C, 7D byla patrna niz$i optickd denzita nez u ostatnich vzorkt
(graf ¢.15). Nejvyssi hodnoty optické denzity mél protein s mol. hmotnosti 40 kDa u vSech
vzorkt, s vyjimkou 3D, kde mél nejvy$$i naméfenou hodnotu protein s mol. hm. 30 kDa.
Nejnizsi hodnotu mél u vzorkt 7A 7B 7C 7D protein s moI hm. 65 kDa. U vzorkd 3A, 3B, 3C,

cvwr

vztazeny k proteinu s mol. hm. 30 kDa u vzorku 3A.
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Graf ¢.15: Relativni opticka denzita fosforylace proteinu tyrosinu (PTyr) kryokonzervovanych
vzorkl treti skupiny — 3A, 3B, 3C, 3D, 7A, 7B, 7C, 7D, SDE 61. U kazdého vzorku bylo
hodnoceno 7 proteini. Hodnoty byly vztazeny k proteinu s 30 kDa ve vzorku 3A. Barevné byly
rozliseny detekované proteiny.

Celkové mira relativni optické denzity u jednotlivych kryokonzervovanych vzorku tieti
hodnocené skupiny je zobrazena v grafu ¢. 16. U vzorka 3A, 3B, 3C a SDE 61 byla patrna vyssi
relativni opticka denzita nez u vzorkdl 3D, 7A, 7B, 7C a 7D. Mezi vétSinou vzorkd neni
statisticky signifikantni rozdil. Pouze mezi vzorkem 3C a vzorky 7A, 7B, 7C, 7D existuje
signifikantni rozdil na hladin¢ vyznamnosti p>0,05 (v grafu €.16 znaceni *).
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Celkova mira Ptyr u kryokonzervovanych vzorki hiebcich spermii
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Graf €.16: Celkova mira relativni optické denzity u jednotlivych kryokonzervovanych vzork
tieti skupiny s pfidanou smérodatnou odchylkou a statistickou zavislosti.

PTyr = fosforylace proteinu tyrosinu

Index * znaéi signifikantni rozdil na hlading vyznamnosti p>0,05 mezi jednotlivymi vzorky
kryokonzervovanych hieb¢ich spermii.
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6 Diskuze

Aby se spermie staly schopnymi oplozeni, musi projit zménami souhrnné ozna¢ovanymi
jako kapacitace. Mezi tyto zmény patii zmény fluidity a slozeni plazmatické membrany, rizné
posttransla¢ni modifikace proteini a hyperaktivace motility. Dilezitym indikatorem kapacitace
je fosforylace proteini (Naresh & Atreja 2015). Fosforylace mé také zéasadni vliv
na hyperaktivaci motility a naslednou akrozomalni reakci spermie. V in vivo podminkach je
kapacitace zahajena kontaktem spermie s reprodukénim traktem samice. K zahajeni kapacitace
Vv in vitro podminkach je potfeba vhodné médium. Bohuzel piesné slozeni média vhodného pro
kapacitaci in vitro hieb¢ich spermii nebylo zatim objeveno (McPartlin et al. 2008).

Kryokonzervovani insemina¢nich davek je bézny postup v reprodukci hospodaiskych
nez pifi  inseminaci Cerstvym  spermatem, jen asi 40-60% (Graham  1996).
U kryokonzervovanych davek dochazi k vyssi mite fosforylace nez u nativnich vzorku.
Kryokonzervace ovliviluje mitochondridlni proteiny, oxidativni fosforylaci a proteiny
s oxidoreduktazovou aktivitou zodpoveédné za pienos iontli. Také ma vliv na specifické proteiny
dilezité pro vazbu spermie na oocyt lokalizované v oblasti akrozomu (Martin-Cano et al.
2020). Kryokonzervace ma negativni vliv na Zivotnost a oplozovaci schopnost spermii (Thomas
et al. 2006).

Kryokonzervace zptsobuje poskozeni plazmatické membrany. V bézném postupu vyroby
kryokonzervovanych inseminacnich davek u hiebct je jednim z krokli odstranéni vétSiny
semenné plazmy. Bylo prokazano, ze jeji odstranéni vede k aktivaci signali podobnych
kapacitaci (Gadella et al. 2008, Rathi et al. 2003). Pfidani proteini semenné plazmy pfti
kryokonzervaci zpét ke spermatu mélo vliv na zlepSeni piezitelnosti a funkénich parametrii
spermii hiebcti (Bubenickova et al. 2020). Tato zji$téni by mohla vést ke zlepSeni postupu tvorby
insemina¢nich mraZenych davek a zvyseni uspésnosti inseminace klisen s témito davkami.

Chlad a osmotické jevy béhem mrazeni vyvolavaji destabilizaci a dehydrataci bunék, coz
vede k preskupovani lipidovych sloZzek membrany a ztraty cholesterolu, a tim zvySeni fluidity
membrany (Bailey et al. 2000). Ta se tak stava propustnéjsi pro ionty Ca** do buiky. NarGst
hladiny Ca?" spousti kapacita¢ni drahy a vyvolavé kryokapacitaci (Naresh & Atreja 2015). Ca?*
pfimo reguluje rozpustné adenylatcyklazy ovliviiujici produkci cAMP a aktivaci PKA. Aktivace
PKA je nutna k fosforylaci tyrosinu (Signorelli et al. 2012).

V této praci byla pomoci imunofluorescenéni mikroskopie a metody Western Blot
imunodetekce potvrzena rozdilnd mira fosforylace proteinii u nativnich a kryokonzervovanych
hieb¢ich spermii. Nejprve byla zkoumana lokalizace fosforylovanych proteinti. Nativni vzorky
mély fosforylované proteiny lokalizované v nejvétsi mife v oblasti ekvatorialniho segmentu
a biciku (E+B) zaroven. Kryokonzervované vzorky mély nejcastéji detekci v oblasti akrozomu,
ekvatorialniho segmentu a bic¢iku (A+E+B). Proteiny z oblasti ekvatoridlniho segmentu patii do
skupiny proteini umoznujicich fuzi spermie s oocytem po akrozomalni reakci (Jones et
al. 2008). Byly pozorovany rozdily v signalu v oblasti ekvatorialniho segmentu u nativnich
a kryokonzervovanych vzorkd. Nativni vzorky mély signal v celé oblasti ekvatorialniho
segmentu, zatimco kryokonzervované vzorky mély signdl uprostied a signdl pfipominal tvar
trojuhelniku. Lokalizace tohoto silné fosforylovaného trojuhelniku byla popisovana jako
subekvatorialni segment na hlavicce spermii kance, berana a byka (Jones et al. 2008).
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Fosforylace v oblasti bi¢iku souvisi s hyperaktivaci motility béhem kapacitace (Naz
1999). Pravé bicik je povazovan za hlavni oblast tyrozinové fosforylace u spermii (Petrunkina et
al. 2001). V této praci byla fosforylace bi¢iku pozorovana u vSech hodnocenych spermii se
signdlem proti fosfotyrosinu, a to jak u nativnich, tak u kryokonzervovanych vzorka. Nativni
vzorky mély vyraznéjsi signal ve spojovaci casti bi¢iku (midpiece) nez kryokonzervované
vzorky, u kterych byl signal v celém bic¢iku rovnomérny. Byl prokazan statisticky vyznamny
rozdil mezi nativnimi a kryokonzervovanymi vzorky u signalt protilatky proti fosfotyrosinu
Vv kategorii ekvatorialni segment a bi¢ik (E+B) a kategorii akrozom, ekvatorialni segment a bicik
(A+E+B). Také byla potvrzena zavislost mezi jednotlivymi kategoriemi. Mezi signalem v oblasti
akrozomu a bic¢iku (A+B) a signalem v ekvatorialnim segmentu a bi¢iku (E+B) byla potvrzena
zaporné korelace. Mezi signdlem v oblasti ekvatorialniho segmentu a bi¢iku (E+B) a signélem
Vv oblasti akrozomu, ekvatorialniho segmentu a bi¢iku A+E+B) byla potvrzena pozitivni
korelace. Mezi signdlem v oblasti akrozomu (A) a signdlem v oblasti akrozomu, ekvatorialniho
segmentu a bi¢iku (A+E+B) byla potvrzena negativni korelace. Kladné hodnoty korelace
znamenaji, ze s ristem jedné veli€iny roste i druhd a naopak. Zapornd korelace znamena, ze
zatimco jedna kategorie roste, druha kategorie se snizuje. Fosforylace v oblasti akrozomu by
mohla souviset s vazbou na ZP oocytu a naslednou fuzi membran béhem akrozomalni reakce, jak
bylo popsano u prasat (Flesch et al. 1999; Flesch et al. 2001). V ekvatoridlnim segmentu jsou
nejspiS lokalizovany organizacni centra molekularnich komplext, kterd podstupuji fosforylaci
a pravdépodobné se podileji na fizi membran béhem akrozomalni reakce (Jones et al. 2008).
Fosforylace v oblasti bi¢iku souvisi s hyperaktivaci motility, jak dokazal ve své studii kancich,
kieccich a lidskych spermii Fujinoki et al. (2006).

Déale byla pomoci imunofluorescenéni mikroskopie hodnocena ptitomnost akrozomu
a signalu protilatky proti fosfotyrosinu. V této praci byly detekované spermie rozdéleny do tii
kategorii: spermie s akrozomem a zaroven signalem proti fosfotyrosinu (PNA+, FOS+), spermie
bez akrozomu, ale se signalem proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS+) a spermie bez akrozomu a bez
signalu proti fosfotyrosinu (PNA-, FOS-). U nativnich i kryokonzervovanych pievazovalo
mnozstvi spermii PNA+, FOS+. Mezi pfitomnosti akrozomu a signalem protilatky proti
fosfotyrozinu nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi nativnimi a kryokonzervovanymi
vzorky. Mezi kategoriemi PNA+, FOS+ a PNA-, FOS+ byla potvrzena zapornd korelace.
Fosforylované proteiny byly lokalizovany v oblasti akrozomu i u spermii bez detekovaného
akrozomu. Ztoho vyplyva, ze piitomnost akrozomu neméla vliv na fosforylované proteiny,
protoze se pravdépodobné nachdzeji na wvnitini membrané, nebo pod vnitini membranou
akrozomu. Tuto domnénku potvrzuje u mysi a prasat Jones et al. (2008).

Vnasi studii byl pozorovan narist mnozstvi fosforylovanych  proteind
u kryokonzervovanych vzorkt. U nativnich vzorki byly pomoci metody Western blot
detekovany 4 fosforylované proteiny s molekulovou hmotnosti 36, 38, 65 a 85 kDa. Nejsilné&jsi
signal byl detekovan u proteini s molekulovou hmotnosti 36 a 38 kDa. U kryokonzervovanych
vzorkid byly detekovany fosforylované proteiny s molekulovou hmotnosti 21, 24, 30, 37, 40, 42,
46, 48, 54, 58 a 65 kDa. Byly pozorovany rozdily ve fosforylaci mezi jednotlivymi vzorky.
Protein s mol. hm. 85 kDa byl detekovan pouze u nativnich vzorkt. Proteiny 21, 24, 39 a 46 kDa
byly detekovany pouze u prvni skupiny kryokonzervovanych vzorkd, proteiny s mol. hm. 30, 40,
42, 54 a 58 kDa byly detekovany pouze u druhé skupiny kryokonzervovanych vzorkl. Detekce
proteini s molekulovou hmotnosti kolem 37-40 kDa byla detekovana u nativnich i obou
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kryokonzervovanych vzorki. Thomas et al. (2006) ve své studii srovnavajici fosforylaci
kapacitovanych, kryokonzervovanych a cerstvych hiebCich spermii pozoroval vyraznou
fosforylaci u proteinu s mol. hm. 100 kDa a skupiny proteini s mol. hm. 44-52 kDa. Protein
o0 velikosti 100 kDa sice nebyl detekovan v této praci, ale u kryokonzervovanych vzorku byly
detekovany proteiny s mol. hm. 42, 46, 48 a 54 kDa, které by mohly odpovidat proteinim, které
detekoval Thomas et al. (2006). V této praci byly detekovany u kryokonzervovanych vzorka
fosforylované proteiny s mol. hm. 30 a 25 kDa, které by mohly odpovidat proteinim s mol. hm.
32 a 25 kDa ze zminéné studie (Thomas et al. 2006). Mirné rozdily v molekulové hmotnosti
mohou byt zptisobené pracovnim postupem nebo nepiesnosti detekce jednotlivych proteint
béhem jednotlivych experimentl. Flesch et al. 1999 detekoval v membrané kancich spermii
proteiny o velikosti 27, 37 a 40 kDa, které pravdépodobné souviseji s fluiditou membrany.
Proteiny s mol. hm. 27 kDa a 40 kDa by mohly odpovidat proteinim s mol. hm. 24 a 39 kDa
detekovanym v této praci. V jiné studii na kapacitovanych hieb¢ich spermii detekoval Flesch et
al. (2001b) u fosforylovanych proteint v oblasti akrozomu s mol. hm. 35 a 46kDa vysokou
vazebnou afinitu k ZP. Tyto proteiny by mohly byt klicové pro navozeni akrozomalni reakce.
Protein s mol. hm. 35 kDa by mohl odpovidat proteinim s mol. hm. 36 kDa (u nativnich vzorki)
a 37 kDa (u kryokonzervovanych vzorkl) detekovanych v této praci. Jak jiz bylo diskutovano,
nepiesnosti v molekulové vaze mohly byt ovlivnény pracovnim postupem.

Detekce proteinu s mol. hm. 37 kDa v nasi studii se shoduje s detekci na kancich
spermiich u Flesch et al. (1999). Fosforylované proteiny s molekulovou hmotnosti 37 kDa
u hieb¢ich spermii detekoval také McPartlin et al. (2008). V jeho praci mély nejvyssi hodnotu
signalu proteiny s molekulovou hmotnosti 114 a 150 kDa, které v nasich experimentech viibec
nebyly detekovany. Roy & Atreja (2008) identifikovali PTyr proteiny s mol. hm. 20 a 38 kDa
u kapacitovanych spermii buvola. Protein 38 kDa byl lokalizovan v oblasti stiedni a hlavni ¢asti
biciku (Roy & Atreja 2008). Protein o této molekulové hmotnosti jsme detekovali u nativnich
vzorkd, z kryokonzervovanych vzorkd s velkou pravdépodobnosti odpovida detekovany protein
s mol. hm. 37, 39 nebo 40 kDa. Fujinoki et al. (2006) detekoval fosforylované proteiny
v membrané bi¢iku u kance (20, 38, 40, 44 kDa), kiecka (40, 43, 50 kDa) a clovéka (18, 43,
55Kda). Pravdépodobné se jedna o proteiny podilejici se na hyperaktivaci. V nasi praci byly
u kryokonzervovanych vzorki detekovany proteiny s mol. hm. 21, 40, 42, 46 a 54 kDa, které by
mohly témto proteinim odpovidat. U byc¢ich spermii zaznamenali Naresh & Atreja (2015)
zvySenou hodnotu PTyr u proteinu s mol. hm. 56 kDa. Ten by mohl odpovidat detekovanym
proteinim s mol. hm. 54 a 58 kDa. Naresh & Atreja (2015) detekovali u buvolych nativnich
vzorkl proteiny s mol. hm. 72 a 86 kDa. Je mozné, ze se jedna o stejné, jen nepiesné¢ zhodnocené
proteiny s mol. hm. 65 a 84 kDa, které jsme nalezli u nativnich vzorkd (85 kDa) a u nativnich
I kryokonzervovanych vzorkl hieb¢ich spermii (65 kDa). Proteiny s mol. hm. 65 kDa a proteiny
smol. hm. 3640 kDa byly ureny u nativnich i obou kryokonzervovanych skupin. Je
pravdépodobné, Ze se tyto proteiny nachazeji na bic¢iku nebo v ekvatoridlnim segmentu, jelikoz
tam mély jak nativni, tak kryokonzervované vzorky spermii casto lokalizovany signdl. Detekce
PTyr u proteintt s mol. hm. 36-40 kDa se Casto shodovala s jinymi studiemi na toto téma,
napiiklad u kanct ve studii Flesch et al. (1999).

Celkova mira tyrosinové fosforylace ve spermiich byla statisticky srovnavana mezi
jednotlivymi skupinami vzorka. Ackoli byly mezi vétSinou vzorki pozorovany rozdilné hodnoty,
statisticky signifikantni byly jen nékteré. Mezi kryokonzervovanym vzorkem 1C a nativnimi
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vzorky 1H, 3H, 4H, 5H byl statisticky signifikantni rozdil. Také byl pozorovan statisticky
signifikantni rozdil mezi vzorkem 3C a vzorky 7A, 7B, 7C, 7D. Nicmén¢ pievazovaly vzorky,
mezi nimiz nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil. Rozdily v mife detekovaného signalu
mezi jednotlivymi vzorky mohou byt vysvétleny individudlnimi rozdily mezi hiebci. Tuto
domnénku potvrdil ve své studii Aurich et al. (2020). Podle vysledkt této studie ma vliv na
citlivost spermii vici kryokonzervaci fada faktora. Néktera plemena vykazuji lepsi odolnost vici
mrazeni a rozmrazovani. Také bylo dokazano, ze ejakulaty mladych hiebcli snasely
kryokonzervaci 1épe neZ ejakulaty stejnych hiebct ve vys$sim véku. Patrnd byla i individualni
citlivost jednotlivych hiebcii na kryokonzervaci. Vétsina hiebCich spermii kryokonzervaci Spatné
snasi a az u 20 % htebcl neni kryokonzervace mozna (Aurich et al. 2020). Kvuli rozdilné
citlivosti na kryokonzervaci se mohla u hieb¢ich vzorkli vyuzitych pro tuto praci projevit rizna
mira fosforylace. Vliv mohla mit také plemenna pftislusnost hiebcti a vék. Konkrétni zastoupeni
pouzitych vzorkli bohuzel neni znamé, ale vzorky pochazely ze Zemského hiebCince Pisek s.r.o.,
kde je Siroké zastoupeni plemen, od pony pies teplokrevniky a plnokrevniky az po chladno-
krevniky. Pro stanoveni prukaznéjSich a statisticky 1épe hodnotitelnych vysledki, by bylo nutné
vyuziti vétsiho poctu vzorki riznych konkrétnich hiebc.

Nativni vzorky insemina¢nich davek by mély byt co nejméné fosforylované, jelikoz se
spermie musi dostat do mista kapacitace v sami¢im reprodukénim traktu a je tedy zadouci, aby
nedochazelo ke kapacitaci pfed¢asné, ale az ve spravny ¢as na spravném misté. Z praimérnych
hodnot detekce PTyr vyplyva, ze spermii bez signalu bylo u nativnich vzorka necelych 20 %
a u kryokonzervovanych 10 %. U kryokonzervovanych je toto ¢islo niZsi, vzhledem k vyse
zminénym negativnim vliviim procesu kryokonzervace a rozmraZeni na spermie. Stejné tak ale
i nativni vzorky prosly dlouhou pfipravou a manipulaci, takZze hodnoty spermii bez projevu
kapacitace, respektive bez zvysené fosforylace proteind, mohly byt ovlivnény.

Cim vys$i zastoupeni spermii bez kryokapacitace, tim by se dalo o daném hiebci Fici, Ze
by mohl mit vyssi pravdépodobnost tuspésného oplodnéni klisny. Navic by pravdépodobné
mohly spermie sniz$i mirou fosforylace Iépe snaSet dal$i manipulaci potiebnou
Kk biotechnologickym postuptim reprodukce, a tudiz by takové spermie mohly byt vhodnéjsi
Kk vyuziti v asistované reprodukci u koni.

Kapacitace hieb¢i spermie neni na rozdil od vétSiny hospodatskych zvifat presné znama.
Patrny je u hiebce druhové specificky pribéh kapacitace. Porozuméni kapacitaci hiebcich
spermii by mohlo mit velky vyznam v reprodukci koni. Tato znalost by byla kli¢ova pro
zjednoduseni a zlepSeni metod IVF, vytvofeni vhodného média pro kryokonzervaci a média pro
in vitro kapacitaci. Zabranéni kryokapacitaci a dal$im negativnim vlivim kryokonzervace na
hieb¢i spermie by mohlo mit vyznamny pfinos pro reprodukci koni. V poslednich letech je
vyzkumu kapacitace hiebc¢ich spermii vénovano vice pozornosti, pfesto je ale potfeba na toto
téma dal$ich studii.
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Z7.avér

Cilem prace bylo pomoci fosforylace proteinii vyhodnotit kapacita¢ni stav u hiebc¢ich
spermii pied a po kryokonzervaci. Pfi porovndni nativnich a kryokonzervovanych vzorki
bylo detekovano vétsi mnozstvi fosforylovanych proteini u kryokonzervovanych spermii.

U nativnich vzorkd spermii pievladala detekce fosforylovanych proteini v oblasti
ekvatorialniho segmentu a zaroven biciku.

e U kryokonzervovanych vzorka spermii byla nej¢astéji detekovana fosforylace v oblasti
akrozomu, ekvatoridlniho segmentu a bic¢iku zarovein, a to bez ohledu na pfitomnost
akrozomu.

e Byl prokézan statisticky vyznamny rozdil mezi nativnimi a kryokonzervovanymi
vzorky u signalt protilatky proti fosfotyrosinu v kategoriich ekvatorialni segment
a bicik a akrozom, ekvatorialni segment a bic¢ik. Také v rédmci nativnich
a kryokonzervovanych vzorkt byly statisticky vyznamné rozdily.

e Mezi signalem v oblasti akrozomu a bi¢iku a signalem v ekvatorialnim segmentu
a bi¢iku byla potvrzena negativni korelace. Mezi signalem v oblasti ekvatorialniho
segmentu a biciku a signdlem v oblasti akrozomu, ekvatoridlniho segmentu a bic¢iku
byla potvrzena pozitivni korelace. Mezi signalem v oblasti akrozomu a signalem
V oblasti akrozomu, ekvatoridlniho segmentu a biciku byla potvrzena negativni
korelace.

e Nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni jednotlivych signal
pfitomnosti akrozomu a detekce signalu protilatky proti fosfotyrosinu mezi nativnimi
a kryokonzervovanymi vzorky. V ramci nativnich a kryokonzervovanych vzorkt byly
statisticky vyznamné rozdily.

e Byla potvrzena negativni korelace mezi zastoupenim spermii PNA+, FOS+ (spermie
s akrozomem a zaroven signalem proti fosfotyrosinu) a PNA-, FOS+ (spermie
bez akrozomu, ale se signalem proti fosfotyrosinu).

e U nativnich vzorkd spermii byla detekovana fosforylace u proteinii s molekulovou
hmotnosti 36, 38, 65 a 84 kDa. Fosforylace u kryokonzervovanych vzorkli byla
detekovana u proteinii s molekulovou hmotnosti 21, 24, 30, 37, 39, 42, 46, 48, 54, 58
a 65 kDa. Imunodetekce potvrdila narGst poctu fosforylovanych proteinli a také
celkovou miru fosforylace u kryokonzervovanych vzorka spermii.

e Mezi jednotlivymi vzorky byly pozorovany rozdily v mife detekovaného signalu,
ale pouze u nékterych byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil.
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9  Pouzité zkratky

AKAP — protein kotvici kindzu A

APS — persiran amonny

ATP — adenosin trifosfat

BSA — bovinni sérovy albumin

cAMP — cyklicky 3',5 -adenosinmonofosfat
CatSper — kationtové kanaly spermii

DAPI — diamidino-2-phenylindole

DNA — deoxyribonukleové kyselina

ICSI — intracytoplazmaticka injekce spermii
IF — imunofluorescenéni mikroskopie

IVF — in vitro fertilizace

IBMX — fosfodiesterazovy inhibitor

kDa — kilo Dalton, jednotka molekulové hmotnosti
mol. hm. — molekulovd hmotnost

NC — nitrocelulézova membréana

OPU — ovum pick up

PKA — proteinkinadza A

PBS — phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)
PNA — peanut aglutinin

PM — plazmatickd membrana

PTP — fosforylace tyrosinu v proteinech
PTyr — fosforylace proteinu tyrosinu

ROS — volIné radikaly kysliku

SDS — dodecylsulfat sodny

WB — Western blot
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