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Fixa¢ni metody pro sledovani fosforylovanych proteint
v kancich spermiich pomoci imunofluorescenéni
mikroskopie

SOUHRN

K ziskani schopnosti fertilizace kanc¢ich spermii je nezbytné, aby podstoupily kapacitaci a s ni
spojené biochemické a biofyzikalni zmény na plazmatické membran¢ a uvniti spermie. Kapacitace
predstavuje koneéné maturacni kroky, které ¢ini sav¢i spermie kompetentni k oplodnéni oocytu,
bud’ in vivo nebo in vitro. Umoziuje spermiim vazat se na oocyt a podstoupit akrosomalni reakci
v reakci na zona pellucida. Mezi dal$i biochemické drahy spojené s kapacitaci patii hyperaktivace
a tyrosinova fosforylace, ktera je stéZejni udalosti v kapacitaci, ackoli nejsou zcela znamy jeji
molekularni mechanismy. Fosforylace proteind hraje diilezitou roli v regulaci mnoha bunéénych

aktivit. Tyrosinova fosforylace je jeden z nejvyuzivangjSich a nejlep$ich markera kapacitace.

Cilem prace byla optimalizace metody fixace pro imunofluorescencni mikroskopii pro
sledovani zmén ve vzorech fosforylovanych proteinti v kan¢ich spermiich pied a po prob&hlé in
vitro kapacitaci. Cil této prace vychazi z hypotézy, Ze budou detekovany rozdily ve vzorech
tyrosinové (P-Tyr) a serinové (P-Ser) fosforylace v ejakulovanych a in vitro kapacitovanych

spermiich za pouziti riiznych fixaci.

V této diplomové praci byla detekovana P-Tyr a P-Ser pomoci specifickych protilatek. Pro
detekci fosforylace proteinii ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii byly provedeny
imunoznaceni proteint. V této diplomové praci byly detekovany dvé skupiny fosforyla¢nich vzort,
a to nekapacitované spermie (fosforylace v subekvatorialnim segmentu) a kapacitované spermie
(fosforylace v subekvatorialnim segmentu a akrosomu). Dle nasich vysledka jsme dosli k zavéru,
Ze u vSech provedenych fixaci nelze s jistotou tvrdit, ze fosforylace detekovana v akrosomu, je
markerem kapacitace. U vSech fixaci byl u in vitro kapacitovanych spermii pievazujici vzor
fosforylace v akrosomu, ale u ejakulovanych spermii byly ¢etnosti fosforyla¢nich vzorti vyrovnang,
nebo také s prevahou fosforylace v akrosomu. Pouze fixace formaldehydem ukézala jasnou
rozdilnost ve fosforylacnich vzorech mezi ejakulovanami a in vitro kapacitovanymi spermiemi.

ZnaSich vysledkti tedy vyplyva, Ze nejlepSi fixa¢ni systém pro detekci kapacitace dle



fosforylaénich vzort, je fixace formaldehydem. Uplné nejlépe vysla fixace s 2% formaldehydem

ve vodé s BSA.

Z nasich vysledku také vyplyva, ze diky velké riiznorodosti fosforylacnich vzori v ramci
riznych fixaci, nelze usoudit, ktery fosforyla¢ni vzor je markerem kapacitace u P-Ser. U vSech
fixaci byla viditelné detekovana zvysena fosforylace proteint u in vitro kapacitovanych spermii.

A pro kan¢i spermie je typicka serinova fosforylace zvlasté v biciku.

Navic byly detekovany proteiny v extraktech z ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii,
které byly fosforylovany na tyrosinu a serinu. U kapacitovanych spermii dochdzelo k silnéjsimu
signalu proteinovych prouzki, coz doklada zvyseni tyrosinové i serinové fosforylace na nékterych

proteinech pii kapacitaci spermii.

Z celkovych vysledkl je patrné, ze jsou ptitomny rozdily ve vzorech tyrosinové a serinové
fosforylace kancich ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii. Ejakulované spermie
vykazovaly signifikantni rozdil v tyrosinové fosforylaci subekvatorialniho segmentu a akrosomu
od in vitro kapacitovanych spermii. Ve vSech experimentech byl pozorovan zvysujici se trend

fosforylace proteinti béhem in vitro kapacitace.

Klicova slova: kanc¢i spermie, fosfotyrosin, fosfoserin, kapacitace



Fixation methods for monitoring of phosphorylated
proteins in boar spermatozoa using imunofluorescent
microscopy

SUMMARY

In order to be fertile it is necessary for boar spermatozoa to undergo capatication and related
biochemical and biophysical changes in plasma membrane and inside of spermatozoa. Capacitation
represents the final maturation steps that render mammalian spermatozoa competent to fertilize,
either in vivo or in vitro. Capacitation enables sperm to bind the oocyte and undergo the acrosome
reaction in response to the zona pellucida. Other biochemical pathways associated with
capacitation include hyperactivation motility and tyrosine phosphorylation, which is crucial event
in capacitation, although the molecular mechanisms involved are not fully understood. Protein
phosphorylation plays an important role in regulating numerous cellular activities. Tyrosine

phosporylation is one of the most used and best marker of capatication.

The aim of this thesis was to optimize the method of fixation for immunofluorescence
microscopy to monitori the changes in patterns of phosphorylated proteins in boar spermatozoa
before and after in vitro capacitation. The aim of this thesis is based on the hypothesis that
differences in tyrosine (P-Tyr) and serine (P-Ser) phosphorylation patterns will be detected in

ejaculated and in vitro capacitated spermatozoa using various fixations.

In this Diploma thesis P-Tyr and P-Ser were detected using specific antibodies. Different types
of fixation were performed using various chemicals to detect tyrosine phosphorylation of both
ejaculated and in vitro capacitated sperm proteins. Fixation is one of the most important steps in
protein immunostaining. In this Diploma thesis two groups of phosphorylation patterns were
detected, namely non-capacitated spermatozoa (phosphorylation in the subequatorial segment) and
capacitated spermatozoa (phosphorylation in the subequatorial segment and acrosome). According
to our results, we conclude that for all performed fixations it cannot be assured with certainty that
phosphorylation detected in acrosome is a marker of capacitation. In all fixations, the pattern of
acrosome phosphorylation was the predominant pattern of in vitro capacitated spermatozoa, but in
ejaculated spermatozoa, the phosphorylation pattern rates were balanced, or even with acrosome

phosphorylation. Only formaldehyde fixation showed clear differences in phosphorylation patterns



between ejaculated and in vitro capacitated spermatozoa. Therefore, our results show that the best
fixation system for capacitation detection by phosphorylation patterns is formaldehyde fixation.

Fixation with 2% formaldehyde in water with BSA was best.

Our results show that due to the wide variety of phosphorylation patterns in different fixations,
it cannot conclude which phosphorylation pattern is a marker of P-Ser capacitation. In all fixations,
increased protein phosphorylation was visibly detected in in vitro capacitated spermatozoa. And

for boar spermatozoa, serine phosphorylation is typical, especially in flagella.

In addition, proteins were detected in extracts from ejaculated and in vitro capacitated
spermatozoa that were phosphorylated on tyrosine and serine. In the case of capacitated
spermatozoa, there was a stronger signal of the protein bands, demonstrating an increase in both

tyrosine and serine phosphorylation on some proteins in the sperm capacitation.

The overall results show that there are differences in the patterns of tyrosine and serine
phosphorylation of boar ejaculated and in vitro capacitated spermatozoa. Ejaculated sperms
showed a significant difference in tyrosine phosphorylation of the subequatorial segment and
acrosome from in vitro capacitated spermatozoa. In all experiments, an increasing trend of protein

phosphorylation during in vitro capacitation was observed.

KEYWORDS: boar spermatozoa, phosphotyrosine, phosphoserine, capacitation
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1 UVOD

Sav¢i spermie opoustéjici semenotvorné kanalky nejsou zplsobilé k oplodnéni oocytu, proto
musi podstoupit maturacni procesy v epididymu. Tyto procesy zajistuji komplexni biochemické
a fyziologické zmény ve spermiich, diky kterym se spermie stanou zralymi. Po ejakulaci musi
prod¢lat dalsi fadu zmén, aby ziskaly Schopnost navazat se na oocyt. Tyto zmény jsou regulovany
aktivaci intracelularnich signalizac¢nich drah, které tidi fosforylaci spermii. Je dobie znamo, ze
fosforylace/defosforylace je jednou z nej¢astéjSich postransla¢nich modifikaci v eukaryotickych
bunkach a reguluje aktivitu protein-protein. V eukaryotickych buiikach se vétSina fosforylaci
vyskytuje na serinovych nebo treoninovych zbytcich a v mens$im rozsahu také na tyrosinovych
a histidinovych zbytcich. Konkrétné ve spermii dochazi k fosforylaci na kysliku tii aminokyselin,
a to na serinu, treoninu a tyrosinu. Pouze tyrosinova fosforylace je povaZzovana za primarni nebo
dokonce vyluény indikator signalnich drah. ZvySena tyrosinova fosforylace proteinii hraje
dalezitou roli v kapacitaci spermii, v hyperaktivni motilité, interakci se zona pellucida,

akrosomalni reakci a membranové fuzi.

Kapacitaci lze definovat jako sérii udalosti, které umoziuji vazbu spermie na zona pellucida
oocytu a provést akrosomalni reakci. Pfi kapacitaci kancich spermii prochédzi spermaticka
membrana ¢etnymi modifikacemi, véetné strukturdlnich zmén organizace proteint-lipida, zvysSeni
hyperpolarizace, koncentrace intracelularnich volnych vapenatych iontti a dochazi k odstranéni

cholesterolu z povrchové membrany, coz vede ke zvySeni jeji fluidity.

Béhem kapacitace se zvySuje koncentrace intracelularniho hydrogenuhliitanu a aktivita
adenylyl cyklazy, ¢imz se zvySuje 1 koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu cAMP, ktery
aktivuje proteinkinazu A (PKA). Narist cAMP stimuluje cAMP dependentni protein kinazy, které

nasledné fosforyluji proteiny na tyrosinovych zbytcich.

Tyrosinova fosforylace spermatickych proteind byla u savci detekovana v akrosomalni oblasti,
v ekvatoridlnim segmentu a v bi¢iku. V biciku je spojena s hyperaktivnim pohybem, ke kterému
dochdzi v prubéhu kapacitace, zatimco v ekvatorialnim segmentu je soucasti organizac¢niho centra

multimolekularnich komplext, které zprosttedkovavaji fizi vedouci k akrosomalni reakci.



2 CILE PRACE A HYPOTEZA

Cilem prace je optimalizace metody fixace pro imunofluorescen¢ni mikroskopii pro sledovani
zmén ve vzorech fosforylovanych proteinti v kancich spermiich pifed a po prob¢hlé in vitro
kapacitaci.

Cil této prace vychazi z hypotézy, Ze budou detekovany rozdily ve vzorech tyrosinové a serinové
fosforylace v ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermiich za pouziti riznych fixa¢nich

metod.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 SAMCIi POHLAVNI SOUSTAVA

Reprodukeni funkce sametli zahrnuje tvorbu spermii a jejich transport do samicich pohlavnich
organu (Reece 2009). Zakladem samdéich pohlavnich organi je parova pohlavni zlaza — varle.
Pohlavni cesty, které pokracuji za varlaty, pak z pohlavnich zlaz odvadéji zralé pohlavni buiiky —
spermie. Sam¢i pohlavni organy se déli na vnitini a vnéjsi (Weiss 2010). Za zevni pohlavni organy
se obecné oznacuji zevné patrné Utvary reprodukéniho systému, které se vyvijeji z jednotného
indiferentniho zakladu. K zevnim pohlavnim organtim se fadi penis a Sourek. Pro pohlavni zlazy
a pohlavni cesty se vyuziva souhrnné oznaceni jako vnitini pohlavni orgdny. Existuje jeste jiné
rozdéleni samciho pohlavniho traktu. Organy se d€li na primarni a sekundarni. Jako primarni
organy jsou oznacena varlata a k sekundarnim pohlavnim organtim patii parovd nadvarlata

a chamovody, pfidatné pohlavni Zlazy a penis (Weiss 2010; Jones & Lopez 2013).

3.1.1 STAVBA VARLETE

Saméi gonady jsou parové organy, které jsou ulozeny v Sourku (scrotum). Ukolem parovych
varlat je tvorba spermii. Existuji mezidruhové rozdily ve tvaru, velikosti a umisténi varlat, ovSem
jejich struktura je velmi podobna (Reece 2009). Poloha v Sourku a orientace podélné osy varlat se

1isi mezi jednotlivymi druhy (Hafez & Hafez 2000).

Na vngjsi strané kazdého z varlat se nachazi leskly serdzni obal tunica vaginalis, ktery ma za
ukol ochranu varlat. Varlata jsou ihned pod tunicou vaginalis obklopena tuhym a tenkym
vazivovym obalem, ktery se nazyva bélava blana tunica albiginea. Tato blana je dvouvrstevna
a prirostla k prvnimu vnéj§imu obalu. Z bélavé blany vychézeji do nitra parenchymu varlete septa
trabeculae neboli vazivové prepazky septula testis. Vazivové prepazky poté rozde€luji varle na
mensi lalicky, které se nazyvaji lobuli testis (Weiss 2010; Carlson 2013). Obecné se uvadi, Ze se
ve varleti vyskytuje 200 — 300 laltckd, ovsem Jones & Lopez (2013) uvadéji presny pocet 250.
Jednotlivé lalicky se skladaji z jednoho az tii vysoce svinutych semenotvornych kanalka tubili
seminiferi contorti, které se sbihaji na hrotu lalicku do jednoho kanalku tubulus seminifer rectus.
Spermie jsou produkovéany pravé v semenotvornych kandlcich, které jsou hlavni a nejvétsi soucasti
parenchymu varlat. Vystelku semenotvornych kanalku tvofi zarode¢ny epitel, ktery obsahuje samci

zarode¢né buiky v riznych stupnich diferenciace (Weiss 2010; Carlson 2013; Jones & Lopez



2013). Mimo ruzna vyvojova stadia spermii jsou ve varleti dalsi dva dulezité typy bunék, a to

Sertoliho bunky (podpirné) a Leydigovy bunky (intersticialni) (Reece 2009).

Sertoliho buiiky jsou buiiky pyramidového tvaru lezici v semenotvorném epitelu, pracujici pod
kontrolou FSH. Poskytuji ochranu a vyZzivu vyvijejicim se spermiim. Dalsi funkci Sertoliho bunék
je fagocytoza zbytkt degenerovanych zarode¢nych bun¢k a sekrece proteinu vazajiciho androgen,
inhibinu a anti — Miillerianského hormonu. V jejich vybézcich probiha spermiogeneze. Sertoliho
buriky jsou spojeny tésnym mezibunéénym kontaktem, ktery tvoii bariéru mezi vyvijejicimi se
bunikami a intersticialnim prostorem varlete. Intersticialni ¢ast varlete obsahuje cévy, nervy, fidké
vazivo a Leydigovy buriky, které produkuji testosteron pod kontrolou hypofyzarniho luteinizacniho

hormonu (Reece 2009; Weiss 2010; Jones & Lopez 2013).

3.2 GAMETOGENEZE

Gametogeneze predstavuje specializovanou a vysoce regulovanou sérii udalosti bunééného
cyklu zahrnujici jak mitozu, tak meidzu a naslednou diferenciaci gamet (Wolgemut et al. 1995).
Gamety vznikaji reduk¢énim délenim, meidzou, ve varlatech (testes) samci. Zralé gamety obsahuji
polovic¢ni, tedy haploidni pocet chromozomt, ¢imz se 1i$i od somatickych buné¢k, které jsou
diploidni. Haploidita je nepostradatelna pfi fertilizaci, kdy musi vzniknout vzdy diploidni zygota
(Moore & Persaund 2008).

Gametogeneze zahrnuje vysoce zorganizovanou sérii mitotickych proliferaci, meiotickych
rekombinaci, nasledovanou redukénimi délenimi za vzniku vysoce specializovanych zarode¢nych

bunék (Eddy et al. 1993; Wolgemut et al. 1995).

3.2.1 VYVOJ SPERMIE

Vyvoj spermii probiha ve stoenych semenotvornych kanalcich varlat. Tyto kanalky obsahuji
komplexni fadu vyvijejicich se zarodecnych bunéck, které nakonec formuji saméi gamety.
Spermatogeneze je komplexni proces zahrnujici déleni mitotickych buné¢k, redukéni déleni, zrani
a tvarové premény nediferencovanych zarodecnych bunék v oplozeni schopné samc¢i pohlavni
bunky (Weiss 2010). Spermie se zacinaji vyvijet v obdobi puberty a tento proces pokracuje po cely

zivot jedince (Carlson 2013). U sav¢i spermatogeneze jsou popsany dvé vyvojové faze,



spermatogeneze (spermiocytogeneze) a spermatohistogeneze (spermiogeneze) (Jones & Lopez
2013).

3.2.1.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces, kterym se z bunék s diploidnim po¢tem chromozomu stavaji burnky

s polovi¢ni chromozomalni vybavou (Weiss 2010).

Regulace spermatogeneze zahrnuje jak endokrinni, tak parakrinni mechanismy. V endokrinni
regulaci spermatogeneze pusobi folikuly stimulujici hormon (FSH) i luteiniza¢ni hormon (LH),
ktery ptisobi prostfednictvim testosteronu produkovaného Leydigovymi buiikkami. Vzhledem
K tomu, ze zarode¢né buiiky neobsahuji receptory pro FSH a testosteron, jsou hormonalni signaly

transdukovany prostiednictvim Sertoliho bun¢k (De Kretser et al. 1998).

Prvni fazi ve vyvoji zastavaji kmenové buiiky, spermatogonie, které jsou ulozeny v bazalni ¢asti
semenotvornych kanalka (obr. 1). Tyto buiiky se mnozi mitézou, kdy vzniknou ze spermatogonie
dv¢ buniky. Prvni, kterd ziistdva ulozena na piivodnim misté€ a druhd, ktera se nazyva spermatogonie
typu A. Spermatogonie A poté migruje pres Sertoliho bunéénou bariéru apodléhd opét
mitotickému déleni za vzniku spermatogonii typu B. Tyto buiikky se naposledy mitoticky déli
a davaji vznik primarnim spermatocytiim (2n), které jsou ovalného tvaru. Tyto bunky podstoupi
konec¢nou replikaci jaderné DNA pted svym vstupem do meiotické profaze (obr. 2) (Bellve et al.
1977; Hafez & Hafez, 2000; Rooij 2001; Reece 2009).
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Obrazek 1: Spermatogeneze: Na tomto obrazku jsou zndazornéna jednotliva bunécna stadia
zarodecnych bunek v semenotvorném kandlku varlete (prevzato a upraveno dle Guraya 1987).



Posledni fazi spermatogeneze jsou dvé na sebe navazujici meidzy. Priméarni spermatocyt
Tyto bunky rychle vstupuji do druhého redukéniho déleni bez dalsi syntézy DNA za vzniku
haploidnich spermatid. Vznikla haploidni builka se nazyva sekundarni spermatocyt. Posléze
dochazi k pfeméné na 4 haploidni spermatidy (Bellve et al. 1977; De Kretser et al. 1998; Carlson
2013; Jones & Lopez 2013).
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Obrazek 2: Spermatogeneze: Na tomto obrazku je zmnazornen schematicky diagram
spermatogeneze vykazujici charakteristickou morfologii jednotlivych bunécnych typu (prevzato
a upraveno dle Bellve et al. 1977)

3.2.1.2 Spermiohistogeneze

Kone¢nym procesem spermatogeneze je spermiogeneze (spermiohistogeneze). Spociva
v komplexni morfologické transformaci haploidnich zarode¢nych bunék, ktera vrcholi uvolnénim
pozdnich spermatid do lumen semenotvorného epitelu (Bellve et al. 1977). Kruhova spermatida,

kterd vznikd zdruhého meiotického déleni, prochazi tadou dilezitych progresivnich



morfologickych zmén, které ji kolektivné preménuji na spermie (De Kretser et al. 1998; Hafez
& Hafez 2000).

Piibéh spermii skuteéné zacind na konci meidzy se vznikem spermatid. Jde 0 vysoce
polarizované burnky (Kierszenbaum et al. 2011). Tyto haploidni kulaté bunky maji podobnou
stavbu jako jakékoli nediferencované somatické buiiky. Casné spermatidy obsahuji rudimentalni
cytoskeleton z mikrotubulti a aktinovych vlaken (Weber & Russell 1987). Ve spermatidach dojde
k nékolika dilezitym procestim, zahrnujicich kondenzaci nukledrniho chromatinu, zformovani
akrosomu a také tvorbu bic¢iku (Hafez & Hafez 2000). Tyto kroky zajist'uji zménu tvaru spermatidy
z kruhové na ovalnou, ktera dale podstupuje morfologickym zménam za tvorby spermie (Guraya
1987).

Vyvojova stadia transformace spermatidy ve spermii se déli do ¢tyt fazi, a to na Golgiho fazi,
stadium akrosomové Cepicky, stadium kaudalni manzety a stadium zrani (maturaéni faze) (Hafez
& Hafez 2000). Golgiho faze spermiogeneze je charakterizovana tvorbou proakroSomalnich granul
Vv Golgiho komplexu, které postupné splynou v jediné akrosomalni granulum obsaZené
v akrosomalnim vacku. Dochazi k adherenci vysledné akrosomalni granuly na jadernou
membranu. Proximalni centriol migruje blize k jadru, kde tvofti zaklad pro tvorbu bi¢iku spermie
aslouzi jako spojka s hlavi¢kou. Stadium akrosomové cCepiCky je charakteristické Sifenim
adherentnich akrosomadlnich granuli na povrch spermatidového jadra. Akrosomova cepicka
pokryva apikalni povrch jadra a vytvaii tim akrosom. Obsah akrosomu tvofi nékolik
hydrolytickych enzymd, jako jsou glykosidazy, kyselé fosfatazy a proteazy. Tyto enzymy slouZzi
jako specializovany typ lysozomu. Ptfedposlednim stddiem je stadium kaudalni manzety. Toto
stadium je charakteristické protahovanim a kondenzaci jadra diky tzv. manzeté, coZ je vénec
mikrotubul obklopujici jadro. Dochazi zde také k vyméné histoni za protaminy. Poslednim
stadiem je stadium zrani, jinak taky nazyvané jako maturacni stadium. V této fazi dochézi ke ztraté
kaudalni manzety, dokonc¢ovani vyvoje bi¢iku a akrozomu. Je zde tvofen mitochondrialni oddil
bic¢iku. Nejpodstatngjsi funkci tohoto stadia je odvrzeni zbylé cytoplazmy a naslednéd fagocytoza
Sertoliho buiikami. Timto zasahem dochazi k dehydrataci akrosomu. Nasledné je zrala spermie
uvolnéna ze svazku se Sertoliho buiikou a vyplavena do vyvodnych cest varlete (Hafez & Hafez

2000; Hess & de Franca 2009; Jones & Lopez 2013).



V zavislosti na druhu proces diferenciace spermatidy ve zralou spermii trva dva az tfi tydny.
Tato metamorféza vede k tvorbé vldknitych bun¢k s malou hlavickou a dlouhym bic¢ikem, které
jsou ulozeny VIumenu semenotvornych kanalkd. Pii jejich dozravani dochazi k redukci
cytoplazmy, ktera je posléze fagocytovana Sertoliho bunikami (Carlson 2013). K dokonéeni

dozravani spermii dochazi v nadvarleti (Fawcett 1975).

3.3 STAVBA SPERMIE

3.3.1 OBECNA STAVBA SPERMIE

PIn¢ zformované spermie jsou prodlouzené bunky a jsou tvofeny dvéma hlavnimi
komponentami. Tvoii je zplostéla hlavicka obsahujici jadro, a bicik, ktery obsahuje aparat
nezbytny pro bunéénou motilitu (obr. 3). Velikost a tvar jednotlivych ¢asti spermie se druhoveé 1isi
(Hafez & Hafez 2000). Ve srovnani s jinymi butikami obsahuji spermie jen velmi malo cytoplazmy
(Eddy & O’Brien 1994).

Cela spermie je pokryta plazmatickou membranou (Eddy & O’Brien 1994). Akrosom neboli
akrosomalni cepicka je struktura obalena membranou a je umisténa v piedni ¢asti hlavi¢ky spermie.

Kréek spermie spojuje hlavicku s bi¢ikem, ktery je rozdé€len na stiedni, hlavni a koncovou ¢ast

(Hafez & Hafez 2000).
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Obrazek 3: Stavba spermie: Na tomto obrdzku je zndzornéna morfologicka stavba spermie.
Spermie se sklada ze trech hlavnich casti —hlavicky, krcku a biciku (Hafez & Hafez 2000).



3.3.2 HLAVICKA SPERMIE

Hlavic¢ka je na hmotu nejvétsi ¢ast spermie (Toshimori & Ito 2003). Hlavnim rysem hlavicky je
ovalné zplostélé jadro obsahujici vysoce kompaktni chromatin. Kondenzovany chromatin je tvofen
deoxyribonukleovou kyselinou (DNA), ktera je spojena specialnimi proteiny, které se nazyvaji
protaminy (Hafez & Hafez 2000). Protaminy jsou malé molekuly obsahujici hojné zastoupeni
aminokyselin argininu a cysteinu (Eddy 2006).

Hlavicka je slozena zkondenzovaného jadra, obrovského lysozomu (akrosomu)
a kompartmentizovaného perinuklearniho cytoskeletu (Fouquet & Kann 1994). Soucasti hlavicky

spermie je také i cytoplazma (Toshimori & Ito 2003).

Hlavicka savéi spermie je zcela obklopena plazmatickou membranou a je ohrani¢ena od bi¢iku
charakteristickym prstencem (Toshimori & Ito 2003). Hlavicka spermie se sklada ze dvou hlavnich
oblasti. Tyto dvé Casti se nazyvaji akrosomalni oblast a postakrosomalni oblast (Eddy & O’Brien
1994). Akrosomalni oblast je dale rozdélena na dv¢ ¢asti (obr. 4), a to na apikalni segment, hlavni

segment a ekvatoridlni segment. Apikalni segment tvoii spolu S hlavnim segmentem akrosomovou

Cepicku (Eddy & O’Brien 1994).

I c

L Obrazek 4: Hlavicka spermie: Na tomto obrazku je
znazornena sagitalni cast hlavicky byci spermie znacici riizné
anatomické podskupiny. Akrosom zahrnuje apikalni, hlavni
a ekvatorialni  segment. Vnéjsi membrany  apikalniho
- a hlavniho segmentu vytvareji akrosomalni capku. Je zde
L i dolozen vztah akrosomu s jeho vnéjsi i vnitini membrdanou
= s jadernou a plazmatickou membrdnou (Zdroj: prevzato
a upraveno dle Hafez & Hafez 2000).

L - A — plazmaticka membrana;, B — akrosomalni obsah;, C —
vnejsi  akrosomalni membrana; D — vnitrni akrosomalni
membrana; E — jaderna membrana; F — jadro; G — apikalni
segment; H — hlavni segment; CH — ekvatorialni segment; | —
postakrosomalni usek hlavicky spermie




Tvorba a organizace hlavicky sav¢i spermie probiha prostfednictvim rtznych bunéénych
a molekularnich procesti béhem spermiogeneze (Kierszenbaum et al. 2003). Perinuklearni theca,
ktera je umisténa v perinuklearni oblasti hlavicky spermie, obsahuje nejen cytoskeletarni prvek,
ktery udrzuje tvar hlavicky spermie, ale také funkcni molekuly vedouci k aktivaci oocytii béhem

fertilizace (Toshimori & Ito 2003).

3.3.2.1 Akrosom

Akrosom vznika z Golgiho komplexu béhem procesu dozravani spermie ze spermatid. Tato
struktura pokryva piedni dv¢ tietiny hlavicky spermie (40-70 %) ovSem se tato velikost lisi dle
druhu zvifete (Eddy 2006). Akrosom je tenky dvojvrstvy membranovy vak, ktery je vrstven pies
jadro béhem posledni faze formovani spermii. Je stabilizovan akroplaxomem, coz je cytoskeletarni
deska, ktera je zakotvena v jaderném obalu (Kierszenbaum et al. 2011). Tato struktura podobna
Cepici, kterd obsahuje mnoZstvi hydrolytickych enzym, jako je akrosin, hyaluroniddza a jiné

hydrolytické enzymy (Hafez 1976), se podili na procesu fertilizace (Hafez & Hafez 2000).

Podobné jako jadro, je akrosom piekryt dvojitou membranou, ktera se rozliSuje na vné&jsi
a vnitini membranu. Ekvatoridlni segment akrosomu spole¢né se svym subekvatoridlnim
segmentem je soucasti akrosomu spolu s apikalni ¢asti postakrosomalni oblasti, ktera v pocatku

fertilizace splyva s membranou oocytu (Hafez & Hafez 2000).

Subekvatorialni segment (SEQS) ma druhové specifickou velikost i tvar (Yanagimachi 1994)
a prvné se objevi béhem pozdni faze spermiogeneze, kdy se kulatd spermatida transformuje do
prodlouzené spermie. Topograficky se jevi jako polokruhova oblast uvniti ekvatorialniho segmentu

na spojce s postakrosomem (Jones et al. 2008).

3.3.3 BICIK SPERMIE

Eukaryotické biciky jsou vysoce konzervované a vSudyptitomné organely piitomné u vétsiny
zviftat, které jsou zodpoveédné za pohon samcich gamet. Motilita hraje dileZitou roli pfi transportu
spermii v silném protiprorudu tekutiny sekretované sami¢imi reprodukénimi organy (Lindemann
& Lesich 2016). Bic¢ik spermie se sklada ze Ctyt hlavnich morfologickych segmenti. Tyto
segmenty tvoii krcek, sttedni ¢ast, hlavni ¢ast a koncova ¢ast (Millette 1999). Kréek spermie slouzi

jako spojovaci oddil mezi hlavickou a zbytkem biciku spermie. Sklada se z proximalniho centriolu
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a zbytkd distalniho centriolu (Fouquet & Kann 1994). Toto spojeni se jinak nazyva jako posteriorni
prstenec (Eddy & O’Brien 1994). Stiedni Cast biciku je znama tim, ze obsahuje vysokou
koncentraci mitochondrii obklopenych pouzdrem. Mitochondrie dodavaji energii pro pohyb bi¢iku

ve formé adenosintrifosfatu (ATP). Hlavni oddil je tvoien nejdelsi ¢asti bi¢iku (Millette 1999).

Sav¢i spermie ma centralné lokalizované uspotfadani 9 + 2 mikrotubulovych dublett a stovky
pomocnych proteint, které spolec¢né tvori axonemu. Centralni axonema je viditelna se svymi deviti
vngjSimi dublety obklopujicimi pér centralnich mikrotubult. Kazdy z vnéjSich mikrotubulovych
ramena se skladaji z motorickych dyneint, které pienaseji energii. Dyneinova ramena jsou zdrojem

hnaci sily, ktera hybou s bi¢ikem (Lindemann & Lesich 2016).

Centralné umisténd axonema je obklopena dal$imi strukturami. Jedna se o devét velkych vlaken
sparovanych s kazdym dubletem, které se nazyvaji jako vn&jsi husta vldkna a jsou prevazné ve

stfedni ¢asti bic¢iku. V hlavni ¢asti bi¢iku se nachazi fibrozni pochva (Lindemann & Lesich 2016).

3.4 MATURACE SPERMIi

V dalSich ¢astech pohlavniho tstroji samce dochézi k né€kolika maturacnim procesiim, jejichz
naru$eni muze ovlivnit plodnost. Epididymalni maturace, kapacitace a akrosomalni reakce
navozuji celularni a chromatinové modifikace v zarode¢nych bunkach pro jejich pfeménu v plné

funk¢ni spermie (Cooper 2012).

3.4.1 EPIDIDYMALNIi MATURACE SPERMIi{

Pti1 dozravani spermii dochazi k soubéZznym zménam ve struktuie, metabolismu a ve fyziologii
spermii (Miijica et al. 2003). Po opusténi varlete se spermie stavaji béhem prichodu epididymem
funkéné zralymi, s fertiliza¢ni schopnosti za rozpoznani zona pellucida (ZP) a pohyblivosti, ackoli
se nepohybuji pod vlastni kontrolou. Tento proces je oznacovan jako epididymalni maturace

(Yoshinaga & Toshimori 2003).

Nadvarle (epididymis) patii mezi vyvodné reprodukéni organy navazujici na varle. Je umisténo
podél dorsolateralniho okraje kazdého z varlat. Funkci nadvarlete je shromazd’ovani a ukladani
spermii do zasoby. V nadvarleti dochazi také k dozravani spermii se ziskem schopnosti pohybu

a oplozeni. Nadvarle se sklada ze tfech casti — hlava (caput), t€lo (corpus) a ocas (cauda). V hlave
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nadvarlete dochazi k resorpci tekutiny ze semenotvornych kanalki, coz zna¢né€ zvySuje koncentraci
spermii. Corpus je zodpoveédné za epididymalni maturaci a cauda slouzi jako zasobarna spermiim

ktera umoziiuje bohaté ejakulace (Reece 2009; Weiss 2010).

Je dolozeno, ze funk¢ni zrani neni vlastni vlastnosti spermie, ale je zptisobeno interakci spermii
s riznymi androgen-dependentnimi proteiny, které jsou vyluCovany epididymalnim epitelem

a nasledn¢ asociovany s povrchem spermii (Brooks et al. 1986).

Zmény ve spermii zavisi na epididymalni sekreci a dobé transportu, které jsou nezbytné pro
oplodnéni oocytu. Pro dosazeni schopnosti fertilizace a fuzi gamet, spermie projde nékolika

maturaénim zménam, které vedou ke kapacitaci a akrosomalni reakci (Hafez & Hafez 2000).

Epididymalni maturace je doprovdzena mnoha zménami v lipidovém a proteinovém slozeni
plazmatické membrany spermii, véetné¢ ptfidani novych proteinli, odstranéni nebo translokace
urcitych proteinti nebo modifikaci struktury proteinu (Cosentino & Cockett 1986; Akbarsha et al.
2015).

Béhem epididymalni maturace mnoho slozek v akrosomu i nadéale podstupuje biochemické
nebo imunocytochemické modifikace. U vétSiny druhti jsou spermie zcela zralé, kdyz dosahnou

distalniho konce epididymu (Yoshinaga & Toshimori 2003).

Jde 0 maturaéni proces, ve kterém epididymalni spermie dosahnou progresivni motility pomoci
zmén v metabolickém aparatu a strukturniho stavu specifickych organel bi¢iku. Rychly progresivni
pohyb se nejprve objevuje v téle (corpus) nadvarlete a stane se pievladajicim typem pohybu
spermii od ocasu (cauda) nadvarlete do chamovodu (vas deferens) (Hafez & Hafez 2000; Cooper
2012).

Prichod epididydimem je spojen s vyznamnymi zmé&nami v chromatinu spermatického jadra.
Tento komplex DNA s proteiny, ktery byl dosud povazovan za relativné inertni, prochazi dal$im
zhutnénim (kondenzaci). TaktéZ dochazi ke zméné v povaze povrchu plazmatické membrany,
zvlasté ve sloZzeni membranovych proteini, obsahu fosfolipidii a mastnych kyselin. Zména se tyka
I imunoreaktivity, aktivity adenylatcyklazy a ztraty protoplazmatickych kapek (Hafez & Hafez
2000).
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3.4.2 KAPACITACE SPERMII

Pted fertilizaci musi sav¢i spermie podstoupit kapacitaci, coz je proces v samicim reprodukénim
traktu, béhem kterého dochazi k fadé biochemickych zmén. Jejim cilem je dosahnout schopnosti
penetrace do oocytu (Breitbart et al. 2005). Sav¢i spermie nemaji schopnost oplodnit oocyt
bezprostiedné po ejakulaci, prestoze jsou motilni (Visconti et al. 1995a). Pouze kapacitované
spermie mohou podstoupit akrosomalni reakci po vazbé spermie na ZP oocytu (Breitbart et al.
2005).

Molekularni podstata kapacitace neni stale dostate¢né pochopena (Visconti et al. 1998). Spermie
bchem kapacitace podstoupi sekvenci biochemickych zmén, které ji nakonec umozni oplodnit
oocyt. Kapacitaci lze definovat jako sérii udalosti, které umoziuji vazbu spermie na zona pellucida
oocytu a provést akrosomalni reakci. Pfi kapacitaci prochdzi spermatickda membrana Cetnymi
modifikacemi, v€etné strukturdlnich zmén organizace proteint-lipida a zvyseni hyperpolarizace.
ZvySuje se také koncentrace intraceluldrnich volnych véapenatych iontl, ¢imz se zvysi
intracelularni hladiny pH. Bunéna membrana spermii se reorganizuje, aby podpotila naslednou
akrosomalni reakci (Tardif et al. 2001; Visconti 2009; Santi et al. 2010). Dochazi k odstranéni
cholesterolu (cholesterolovy efflux) z povrchové membrany, coz vede ke zvySeni fluidity
membrany (Osheroff et al. 1999). Dale dochazi ke zméné¢ metabolismu, motility, fosforylaci

proteint a produkci reaktivnich forem kysliku (peroxid vodiku, oxid dusnaty) (Yanagimachi 1994).

Transmembranové a intracelularni signaliza¢ni udalosti regulujici kapacitaci spermii, nejsou
zcela pochopeny, ackoli se zda, ze se ucastni rizné slozky signalnich transdukénich drah
(Yanagimachi 1994), véetné proteinkinazy A (PKA), proteinkinazy C (PKC), proteinové
tyrosinkinazy (PTK) a prvky rodiny signalné regulované kinazy (ERK) v draze mitogenem
aktivované proteinkinazy (MAPK) (Awda & Buhr 2010). Béhem kapacitace se zvysuje
koncentrace intracelularniho hydrogenuhli¢itanu a aktivita adenylyl cyklazy, ¢imz se zvysuje
I koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu CAMP, ktery aktivuje PKA (Langlais & Roberts
1985; Jabbari et al. 2009). NarGst cAMP stimuluje cAMP dependentni protein kinazy, které
nasledné fosforyluji proteiny na tyrosinovych zbytcich (Visconti et al. 1995b; Breitbart 2003).

U lidskych a mysich spermiich se PKA nachazi na akrosomalni oblasti hlavicky a v bi¢iku

spermie (Visconti et al. 1995a; Signorelli et al. 2012). Ulohou proteinkinazy C (PKC) je pohyb
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spermii a akrosomalni reakce (Breitbart & Naor 1999). Bylo zjisténo, ze tyrosinova fosforylace
v kapacitované kanci, mysi a lidské spermii je zavisla na cAMP a inhibovana antagonisty tohoto

systému (Lewis & Aitken 2001).

HCO?* vstupuje do spermii ptes kotransportér Na*/HCO®** (Demarco et al. 2003). Toto zvyseni
koncentrace HCO® vyvolava zvySeni intracelularniho pH a aktivaci jedine¢ného typu
adenylylcyklazy pfitomné ve spermiich, rozpustné adenylcyklazy (SACY). Je aktivovana HCO*
a Ca?*. Fyziologické hladiny HCO® zpiisobuji rychly kolaps asymetrie plazmatické membrany
spermii (Gadella & Harrison 2000), coz zpusobuje zvySeni dostupnosti cholesterolu externim
akceptorim (Salicioni et al. 2007). Soucasn¢ SACY zvySuje intracelularni hladiny cAMP
a aktivuje PKA. Aktivace PKA moduluje odpovéd’ vapenatych kanali, které zpisobuji zmény
v membranovém potencidlu (Wennemuth et al. 2003) a zvysuje intracelularni koncentraci Ca?*

(Signorelli et al. 2012).

Kapacitace je definovana jako matura¢ni proces spermii, ktery vede k fertilizaci bud’ in vivo
vV sami¢im pohlavnim traktu nebo za definovanych podminek in vitro (Galantino-Homer et al.
1997; Brener et al. 2003). Kapacitace mize byt imitovana in vitro inkubaci ejakulovanych spermii
Vv definovaném médiu Vv rovnovaznych solnych roztocich s odpovidajici koncentraci elektrolytu,
metabolickych zdroji energie, Ca?*, HCO® a zdrojem bilkovin (obvykle bovinni sérovy albumin
BSA). Toto sloZeni se podoba slozeni oviduktalni tekutiny (Yanagimachi 1994). Potieba BSA pfi
regulaci kapacitace je kvili jeho schopnosti odstranit cholesterol z plazmatické membrany spermie
(Visconti et al. 1999). Taktéz zpusobi rozvolnéni membrany, coz umozni snadnéjsi splynuti
spermie s oolemou oocytu a influx extracelularniho vépniku, ktery je nutny pro indukci

akrosomalni reakce (Martinez & Morros 1996).

3.4.3 HYPERAKTIVACE MOTILITY SPERMII

Soucasti kapacitace je jev zvany hyperaktivace motility spermii. Hyperaktivace je definovana
jako specificky pohybovy vzorec spermii. Dochazi ke zméné charakteru pohybu spermii, kdy se
asymetricky zvySuje vinéni bi¢iku. Spermie se pohybuji rychleji a do kruhu (Marquez & Suarez
2004). Tento typ pohybu je nezbytny pro fertilizaci, protoze zvysuje schopnost spermii oddélit se
od oviduktalni stény. Dale umoznuje pohyb v lumen vejcovodu, penetraci v mukoéznich substanci
a ZP oocytu (Ho & Suarez 2001).
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Jednim z nézort bylo, Ze hyperaktivni motilita neni aktivovana fosforylaci prostfednictvim
proteinkinazy A (PKA) (Marquez & Suarez 2004), ale je fizena pouze extracelularnim vapnikem,
CAMP, hydrogenuhli¢itanem a dal$imi metabolickymi substraty. V této dob¢ se jiz vi, ze to neni
pravda. Fosforylace dependentni na PKA reguluje homeostizu aktivaci nap&tové ¥izenych Ca®*
CatSper kanalovych komplext, které hraji klicovou roli pii zprostfedkovani hyperaktivni motility.
CatSper jsou kationtové kanaly, které se aktivuji zménou koncentrace iontli a jsou typické pro
spermie (Orta et al. 2018). Kli¢ovym mistem pusobeni extracelularniho vapniku je axonema (Ho
& Suarez 2001).

3.5 PRUBEH A MECHANISMY FERTILIZACE

Fertilizace je definovana jako proces spojeni dvou gamet, oocytu a spermie. KdyZ se savéi oocyt
a spermie dostanou do kontaktu s vejcovodem, spusti se fada krok, které mohou vést k fertilizaci,
anakonec k vyvoji novych jedinct. Tato cesta za¢ina druhové specifickou vazbou spermie na oocyt

a kon¢i fuzi spermie s oocytem (obr. 5) (Wassarman et al. 2001).

(1) Capacitation

chemotaxis
\_\(> is) (2) Cumulus
penetration

Cumulus cells and
\ e extracellular matrix
Q @ @ (3) Zona binding @ /
(4) Acrosome Q
reaction @

(5) Zona

B penetration G @

(6) Gamete binding
and fusion

(7) Cortical granule
release and zona

ry

granules

Obrazek 5: Mechanismy fertilizace: (1) — kapacitace; (2) — penetrace cumulem; (3) — vazba na
zonu; (4) — akrosomadlni reakce; (5) — penetrace zonou; (6) — vazba a fiize gamet, (7) — zondrni
reakce (Knobil 2006).
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3.5.1 INTERAKCE SPERMIE SE ZONA PELLUCIDA A AKROSOMALNI REAKCE

Pouze spermie, které prosly kapacitaci, jsou schopny zdolat prvni vrstvu 0ocytu corona radiata
(Spungin & Breitbart 1996). Spermie se vaze na zona pellucida s neporusenou plazmatickou
membranou pies specifické receptory, které jsou lokalizovany na apikalni ¢asti hlavicky spermie
(Yanagimachi 1994). Dojde k fuzi vngjsi akrosomalni membrany a plazmatické membrany
spermie. Tato fuze je nasledovana akrosomalni reakci, coz je udalost charakterizovana

uvoliiovanim hydrolytickych enzymu z hlavicky spermie (Breitbart & Spungin 1997).
Akrosomalni reakce

Akrosomalni reakce je forma exocytdzy, kterd dava spermiim schopnost prostupovat skrz zona
pelucida, ktera je povazovana za fyziologicky iniciator akrosomalni reakce u sav¢ich spermiich
(Guraya 2000) a pripravuje je pro fizi s membranou oocytu. Tento proces pomaha rozptylit obsah
akrosomu, véetné povrchovych antigend a enzymu pro uspéSnou fertilizaci. Pro indukci
akrosomové reakce je zapotiebi jak Ca?*, tak NaHCO®* (Yanagimachi 1994). Je zavisla na pH

a vyzaduje intracelularni alkalizaci spermii (Darszon et al. 2006).
Zona pellucida

Zona pellucida (ZP) je jedineéna specializovana extracelularni matrice sloZena ze tii nebo Ctyf
silné¢ glykosylovanych proteinti, z nichZ nékteré maji schopnost vazat spermie a vyvolat
spermatickou akrosomalni exocytozu. Glykosylace a proteolyza zonovych proteint urcuji interakci

spermii a oocytl a zajist'uji obranu proti polyspermii (Sutovsky 2014).

Po rozkladu vnéjsi akrosomové membrany po akrosomalni reakci, je hlavicka spermie pokryta
pouze vnitini akrosSomalni membranou. Zadni oblast hlavicky (posteriorni) je pokryta pouze jednou
membranou, znamou jako postnuklearni ¢epicka. Akrosom a postnuklearni ¢epicka se prekryvaji
a vytvareji ekvatorialni segment, ktery se neucastni akrosomové reakce a je dilezity pii vazbé
a fuzi plazmatickych membran gamet (Yanagimachi 1994; Wassarman et al. 2001; Patrat et al.
2012).

3.5.2 PRUNIK SPERMIE DO OOCYTU

Po integraci membranovych receptori dojde k adhezi obou gamet a splynuti membran. Dlouho

byl tento proces spojovan pouze s integriny, jakozto membranovymi receptory. Ovsem v roce 2005

16



byl proveden prilom pii identifikaci nového proteinu na povrchu akrosomalné zreagovanych
spermiich. Ukézal, Zze spermie postradajici tento receptor, nebyly schopny fizovat s oocyty. Tento
protein byl pojmenovan jako Izumo podle japonské svatebni svatyné. Az za n€kolik let byl objeven
jeho partner, ktery je soucasti povrchu oocytu. Tento protein byl pojmenovan jako Juno po fimské
bohyni manzelstvi a plodnosti. V jinych studiich bylo dolozeno, ze také absence Juna na oocytu
zamezuje fuzi, coz dokazuje, Ze interakce mezi Izumo a Juno je nezbytna pro uspésnou fertilizaci
savcu. Tato vazba mize také prispivat k zamezeni polyspermie (Inoue et al. 2005; Bianchi
& Wright 2014). Mechanismus jejich rozpoznavani vSak ztstava nedostate¢né definovan (Ohto et

al. 2016).

Spermie se ptipoji k vitelinni membran¢ v oblasti postnuklearni ¢apky a spoji se s membranou
oocytu. Nasledné se rozlomi bi¢ik a oddéli se od hlavicky. Tento proces je nasledovan
dekondenzaci hlavicky, coz slouzi k uvolnéni samcich chromatid. Fize oocytu s prvni spermii
vyvola exocytozu kortikdlnich granuli oocytu, které obsahuji enzymy modifikujici glykoproteiny
zona pellucida, ¢imz zamezi v pronikani dalSich spermii (ochrana proti polyspermii). Tento proces
je pojmenovan jako zonarni reakce. Po splynuti gamet dojde k dokonceni meidzy II v oocytu

(Yanagimachi 1994; Wassarman et al. 2001; Patrat et al. 2012).

V poslednim stadiu fertilizace se z jadra spermie i jadra oocytu vytvoii prvojadra (pronucleus).
Fertilizace je ukoncena aZ po zmizeni prvojader, které jsou nahrazeny skupinami chromozomi

spojenych v profazi prvniho déleni (Reece 2009).
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3.6 POSTTRANSLACNI MODIFIKACE

Fosforylace je jednou z forem posttransla¢ni modifikace proteint (PTM). PTM proteind
kontroluji mnoho biologickych procesii a zkoumani jejich diverzity je podstatné pro pochopeni
mechanismu regulace bun¢k (Witze et al. 2007). PTM jsou udalosti kovalentniho charakteru, které
méni vlastnosti proteinu proteolytickym Stépenim nebo pfidanim modifikacni skupiny na jednu
nebo vice aminokyselin. Mohou ur¢it aktivitu a lokalizaci proteinu a interakce s jinymi proteiny
(Mann & Jensen 2003). Jde o upravu proteind po jejich nasyntetizovani ribozomem. Dodavaji
proteinim nové vlastnosti, stabilizuji jejich konformace, pomdhaji regulovat jejich funkce
a ptispivaji k imunitnimu rozpoznavani (Witze et al. 2007). Jedna se o klicovou regula¢ni udalost

v mnoha buné¢nych procesech, véetné rozpoznavani, signalizaci a metabolismu (Jensen 2000).

Vétsina proteind je po své biosyntéze chemicky modifikovana bud’ v kovalentnim pfipojeni
funkénich skupin (napt. hydroxylace, methylace), kompletnich molekul (napt. glykosylace) nebo
jde o proteolytické Gpravy, pii kterych se vystépuji ur¢ité ¢asti primarniho translaéniho produktu
jako souc¢ast maturacnich pfemén. Jde o obdobu uprav primarniho RNA transkriptu (Matous et al.

2010).

Proteolytické Stépeni je nejobvyklejsi posttranslasni modifikaci a je vzdy nevratné, zatimco
kovalentni modifikace jsou reverzibilni (Matous$ et al. 2010). Mezi kovalentni modifikace patii
predevsim acetylace, glykosylace, hydroxylace, methylace, fosforylace a mnoho dalSich reakci

(Voet & Voet 1990).

3.7 FOSFORYLACE PROTEINU

Mezi posttranslaéni modifikace proteint patii fosforylace proteint, kterd umoznuje kontrolovat
a tidit rizné bunécné procesy a podili se na pfenosu signalu v buiice. V eukaryotickych bunkach
se vétSina fosforylaci vyskytuje na serinovych nebo treoninovych zbytcich a v men$im rozsahu
také na tyrosinovych a histidinovych zbytcich (Urner & Sakkas 2003). Udava se, ze vice nez 90 %
sav¢iho fosfoproteomu tvoii fosfoserin a fosfotreonin. Relativni pomér fosfoserinu, fosfotreoninu
a fosfotyrosinu v burnce je 1800:200:1 (Manning et al. 2002). Mezi dal$i aminokyseliny, které
mohou byt fosforylovany, patii lysin, arginin a glutamat (Thomason & Kay 2000).
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Fosforylace je reverzibilni modifikace proteinti za pouziti zbytku kyseliny fosforec¢né, ktery se
ptidava na kyslikovy atom pfislusného aminokyselinového zbytku (Klumpp & Krieglstein 2002).
Fosforylace probiha na mnoha substratech, ale tato prace pojednava pouze o fosforylaci na
proteint. Fosforylace proteini je dulezita pro bunéénou signalizaci a modulaci funkce proteint
Vv kazdém systému, vcetné reprodukéniho systému. Strategie pro uspéch druhii vedly k vyvoji

jedine¢nych proteinkinaz uvniti fylogenetického stromu (Sutovsky 2014).

VétSina proteint v savéi bunice je fosforylovana na jednom nebo vice mistech (Hunter 2007).
Hraje klicovou roli v regulaci mnoha procest véetné bunécného cyklu, diferenciace, ristu, déleni,
metabolismu a transportu. Pomoci signalnich kaskad umoznuje ptijimat podnéty z okoli i z bunky
samotné a pomoci kindz a fosfatdz na n¢ adekvatné odpovidat. Fosforylace je tedy kli¢ova pro
bunécné déleni, z ¢ehoz je zfejmé, ze jakékoli poruchy nebo Spatna interpretace a Sifeni signalu
mize zpusobit velmi vazné nasledky jak pro jednotlivou buiiku, tak pro cely organismus (Pinna

& Ruzzene 1996).

V eukaryotickych bunkach je tfetina az polovina proteint fosforylovana, coz je dusledkem
peclivé regulovanych protein kinazovych a fosfatazovych aktivit (Witze et al. 2007). N&které
proteiny obsahuji jen jeden fosforylovany zbytek, jiné desitky. Reverzibilni fosforylace
a defosforylace hydroxyaminokyselin, mezi které patii tyrosin, serin a treonin, zprostiedkovavana
proteinkinazami a fosfatazami, je jednim z nejucinnéjSich nastroju, jak ménit aktivitu proteind.
Fosfat dodd proteinu dva nové negativni nédboje, které vyvolavaji naruSeni dosavadnich
intramolekularnich interakci spolu se vznikem jinych, takze dochdzi ke zméné prostorové
struktury, a tim i zmén¢ funkce proteinu. V proteinu se akumuluje i ¢ast energie uvolnéné pti
fosforylaci, coz pFispiva rovnéz ke zméné funkéniho stavu proteinu (Matous et al. 2010). Uloha
fosfotreoninu a fosfoserinu je spiSe strukturni, ale fosfotyrosin podléhd mnohym regulacnim

interakcim (Hunter 2009).

Pro naprostou vétSinu proteind je fosforylace tizce spjata s jejich aktivitou a funkci, protoze
ovliviiuje jejich konformaéni zménu. Tato konformaéni zména ovliviiuje protein dvéma zptsoby.
Diky katalytickym funkcim mulZe byt protein aktivovan nebo inaktivovan, nebo mize byt
identifikovan konkrétnim enzymem jako vhodny substrat pfi interakci s jinou bilkovinou. To vSe

je zpiisobeno jen drobnymi zménami v tercidlni nebo kvartérni konformacni struktute, ktera je
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zptisobena v rizném rozsahu chemickofyzikalnimi vlastnostmi fosfatového zbytku, zvlasté velkym

nabojem, pH a prostorem, na kterém je rozlozen (Hunter 2012).

Z molekuly ATP (adenosin trifosfat) se muze prenaset fosforylovana skupina na alkoholové,
karboxylové a amidové skupiny za uvolnéni ADP (adenosin difosfat). Enzymy, které katalyzuji
tyto transfosforylacni déje, se nazyvaji kinazy. V nékterych piipadech katalyzuji i zpétnou syntézu
ATP z ADP (napft. kreatinkinasa) (Vodrazka 1996).

3.7.1 KINAZY

Kinazy jsou fosforylujici enzymy, jinak taky nazyvané jako proteinkindzy a patii mezi
transferazy. Tento druh trasferaz katalyzuje pfipojeni fosfatové skupiny k substratu. Substraty
ucastnici se fosforylace jsou velmi rozmanité a tvoii je sacharidy, lipidy, nukleotidy a bilkoviny

(Manning et al. 2002).

Proteinkindzy jsou zpravidla dvou typd, a to kinazy fosforylujici na serinech a treoninech
a kinazy fosforylujici na tyrosinu. Toto rozd¢€leni je zalozeno na typu fosforylované aminokyseliny,
které maji odlisné katalytické domény. Existuje i dvojna aktivita kinaz. V tomto piipadé jde
0 schopnost fosforylace tyrosinu i treoninu nebo serinu. Avsak jde pouze 0 autofosforylaci nebo se
projevuje jen vyjimecné za pomoci siln¢ specifickych faktori. Jde tedy o vzacné kinazy (Pinna
& Ruzzene 1996). V bazalnim stavu je naprosta vétSina proteinkinaz defosforylovana a tedy
neaktivni. K aktivaci dojde fosforylaci. Pfi signalizaci, jsou kindzové kaskady zapindny a vypinany

reverzibilnim ptidanim a odstranénim fosfatovych skupin (Cohen 2000).

Kinazy se skladaji z regulacnich podjednotek vyuZivajici rGzné substraty. Jejich funkci je
aktivace nebo inhibice ostatnich domén. Kindzova aktivita je regulovana jejich fosforylaci

(Johnson & Lewis 2001).

Pro téméf vSechny proteinové kinazy je substratem ATP, avSak pro malou skupinu kinéz je
substratem guanosin trifosfat (GTP). Kinazové domény eukaryotickych proteinkinaz poskytuji
katalytickou aktivitu. Kinazovym doménam se daji pfipsat tii oddélené role. Za prvé jde o vazbu
a orientaci donoru fosfatu ATP (nebo GTP) jako komplexu s dvojmocnym kationtem, obvykle
hofe¢natym nebo manganatym iontem. Za druhé jde o vazbu a orientaci proteinového (nebo

peptidového) substratu. A naposledy jde o pienos y-fosfatu z ATP (nebo GTP) na akceptor
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hydroxylového zbytku (Ser, Tyr, Thr) proteinového substratu (Hanks & Hunter 1995). Touto
cestou vznika kovalentni esterova vazba. Pfenos fosfatu na aminokyselinu (AMK) ma za nasledek

vznik fosfoaminokyseliny a ADP, coZ jsou produkty této reakce (Pinna & Ruzzene 1996).

Kovalentni esterové vazby, které se ti¢astni fosforylace, jsou v prostiedi s neutralnim pH velmi
stabilni. Jen diky své vysoké energii, nepodléha vazba bilkoviny a fosfatu spontanni hydrolyze,

a tedy nedochazi k defosforylaci (Hunter 2012).

Eukaryotické proteinkinazy (ePK) tvofi jednu z nejvétSich superrodin homolognich proteina
a gent. Jsou pfibuzné kvili svym pocetnym kindzovym doméndm (také zndmych jako katalytické
domény), které sestavaji z 250 az 300 aminokyselinovych zbytkt. Kindzy byly rozdéleny na rodiny
a podrodiny analyzou aminokyselinovych sekvenci katalytickych domén (Hanks & Hunter 1995).

Eukaryotické proteinkinazy obsahuji osm recentné uznavanych kinazovych skupin (Manning et

al. 2002):
1) TKL (tyrosin like kinaza)
2) TK (tyrosin kindzy): ¢lenéni na receptorové a nereceptorové kindzy; jména rodin podle kinaz

3) CAMK: ma dvé rodiny: Snfl/AMPK (AMP aktivovana proteinkinaza), Ca?*/kalmodulin

dependentni proteinkinazy a jim blizce pfibuzné
4) STE (homolog kvasinkovych kinaz — Sterile)
5) CK1 (kasein kinaza)
6) RGC (receptor gyanylat cyklaza)

7) CMGC: zahrnuje hlavné rodiny: glykogen syntetazy aktivujici kinazy 3, MAPK (mitogenem
aktivovana kinaza), CLK (Cdc-2 like kindza a pfibuzné), GSK3 (glykogen syntaza kindza), CDK

a pfibuzné (cyklin dependentni kinazy; kinazy bunééného cyklu)

8) AGC skupina: kindzy fosforylujici s receptory spfazené G proteiny, kindzy regulované

cyklickym nukleotidem (PKG = proteinkindza G, PKA = proteinkindza A)
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3.7.2 FOSFATAZY

Fosfoproteiny provadéjici zpétnou defosforylaci se nazyvaji fosfatazy a patii mezi hydrolazy.
Tyto enzymy maji také rtiznou miru specifity. Béhem defosforylace proteinfosfatazy katalyzuji
hydrolyzu vazby mezi fosfitem a aminokyselinou, coz ma za nasledek uvolnéni anorganického

fosfatu (Pinna & Ruzzene 1996).

Proteinfosfatazy jsou také zpravidla dvou druhli, a to fosfoserinové/fosfotreoninové
a fosfotyrosinové. Defosforylace je u téchto dvou druhti dosazena pomoci odliSnych mechanismi.
Tyrosinové fosfatazy jsou zdrojem kovalentniho meziproduktu thiofosforylu, ktery pomaha pti
odstrafiovani tyrosinového zbytku. Zatimco serin/treoninové fosfatdzy zajistuji pfimou hydrolyzu

fosfatové skupiny za pomoci bimetalového centra (Fe/Zn) (Sacco et al. 2012).

Ve srovnani mnozstvi obsahuji organismy prokazatelné niz$i mnozstvi fosfatdz nez kinaz.
Fosfatazy jsou vsak velmi dulezité z hlediska svého regula¢niho vyznamu. Nadbytek, nedostatek
¢1 uplnd neptfitomnost fosfatdz dokdze vazn€ ohrozit bunécné funkce. Piestoze kindz je
mnohonasobné vic nez fosfatdz, tyrosinfosfatazy jsou naopak o dost pocetnéjsi nez tyrosinkindzy.
Tento fakt je znamkou toho, ze tyrosinova fosforylace ma vyznamnou ulohu v regulacnich

pochodech a interakcich (Mustelin 2007).

3.8 FOSFORYLACE VE SPERMIICH

Konkrétné ve spermii dochdzi k fosforylaci na serinu, treoninu a tyrosinu, ale bylo
identifikovano pouze par fosforylovanych proteint. Proteinkinaza A zavisla na cAMP hraje hlavni
roli ve funkci spermii abyla podrobné studovéna. Zatimco znalosti o tyrosinkindzach,

serinkinazach a treoninkinazach zistaly omezené (Urner & Sakkas 2003).

3.8.1 FOSFORYLACE BEHEM SPERMATOGENEZE

Jednim z klicovych mechanismli béhem spermatogeneze je také fosforylace. Typicka je pro
meidzu, ktera je fizena kinazami, které fosforyluji nebo defosforyluji serin nebo treonin (Ser/Thr
kinazy) (Sutovsky 2014). Zajimavé je, ze spermie, jako jedna z nejdiferencovangjsich bunék v téle,
travi vice nez polovinu svého vyvoje bez schopnosti biosyntézy jadernych proteinti. Coz je

neuvetitelné, protoze syntéza bilkovin je vypnuta dlouho pred zralosti spermie (Baker 2016).
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Béhem spermatogeneze byla popsana fosforylace/defosforylace kinaz aktivovanych mitogenem
(MAP). V riznych stadiich spermatogennich bun¢k byly popsany dvé MAP kinazy, a to ERK1
a ERK2. Byly exprimovany v podobném mnozstvi. ERK1 a ERK2 byly fosforylovany v ¢asnych
spermatogennich bunkéach az po primarni spermatocyty ve stadiu zygotene. Zatimco ve stadiu
pachytene bylo mozno detekovat pouze malé mnozstvi fosforylovanych MAP kinaz (Lu et al.
1999).

3.8.2 FOSFORYLACE BEHEM MATURACE A KAPACITACE

Aby spermie dosahly plné funk¢nosti, musi projit posttransla¢ni modifikaci proteind. Bylo
prokazano, ze mnoho PTM hralo roli ve vyvoji spermii. Zahrnuji fosforylacni a glykosylacni

udalosti, které se vyskytuji jak v epididymu, tak pti kapacitaci spermii (Baker 2016).

Epididymalni maturace spermii zahrnuje posttranslacni modifikace strukturdlnich proteinti
spermii, stejné jako modifikace na povrchovych proteinech spermii pomoci sekrece apokrinnich

proteint a cilenym proteolytickym zpracovanim (Sutovsky 2014).

Béhem kapacitace pak probiha ve spermii fada biochemickych a molekularnich zmén, které ¢ini
savéi spermie kompetentni pro spravnou interakci s oocytem (Yanagimachi 1994). Béhem
kapacitace jsou aktivovany signalni drdhy, které vedou k tyrosinové fosforylaci proteint.
Tyrosinova fosforylace proteini hraje dulezitou roli v kapacitaci spermii, v hyperaktivni motilite,
interakci se zona pellucida, akrosomalni reakci a membranové fuzi. Hodnoceni tyrosinové

fosforylace je dulezité pro dalsi pochopeni molekularnich mechanismu fertilizace (Jabbari et al.
2009; Ashrafzadeh et al. 2013).

Zacatek kapacitace je typicky odstranénim cholesterolu z membrany, ¢imz se zvysi fluidita
membrany a snizi se pomér cholesterol/fosfolipidy. Pohyb cholesterolu je tuzce spjat
S transmembranovymi signalizaCnimi udalostmi ve spermiich, které reguluji tyrosinovou

fosforylaci (Visconti et al. 1998).

PKA fosforyluje n€kolik proteinti ve zbytcich Ser a Thr. Aktivuji, bud’ pfimo nebo nepiimo,
n¢kolik proteinkinéz, které povedou ke zvyseni fosforylace na tyrosinovych zbytcich. VSechny tyto

zmény vedou ke kapacitaci spermii (Signorelli et al. 2012).
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Zvyseni tyrosinové fosforylace je zdvislé na pfitomnosti BSA, Ca®* a HCO® v médiu
a koncentrace téchto slozek, které jsou potiebné pro tyrosinovou fosforylaci proteintl, jsou

korelovany s koncentracemi potiebnymi pro kapacitaci (Visconti et al. 1995a; Salicioni et al. 2007).

P-Tyr probiha spontanné ve spermiich in vitro, za pfedpokladu, Ze jsou ziedény v kultiva¢nim
médiu, které podporuje kapacitaci (Urner et al. 2001) a jsou zbaveny semenné plasmy (Urner
& Sakkas 2003). In vivo je vyskyt kapacitace asoCiované s P-Tyr regulovan vazbou spermii na
oviduktalni epitelialni bunky pted fertilizaci (Petrunkina et al. 2001).

P-Tyr proteinti bi¢iku je spojena s hyperaktivitou spermie (Mahony & Gwathmey 1999), coz je
typ motility potfebny pro pronikani cumulem a ZP oocytu. Hyperaktivni motilita a pfidruzena
P- Tyr v bi¢iku jsou iniciovany béhem in vitro kapacitace. Jejich udrzovani u spermii navazanych
na ZP je velmi dulezité a vysvétluje pro¢ ZP podporuje P-Tyr proteint v bi¢iku spermie (Urner
& Sakkas 2003).

Pro samotnou fosforylaci je nezbytné¢ nutné ATP produkované glykolyzou nebo oxidacni
respiraci. Na regulaci P-Tyr se béhem kapacitace in vitro také podili glukéza. V nepfitomnosti
glukdzy jsou hlavnimi zdroji ATP mitochondrie ze stfedni ¢asti bi¢iku, a proto je P-Tyr v hlavni
¢asti bic¢iku zpozdéna a v mitochondridlni ¢asti zcela inhibovana. Absence glukdzy inhibuje fuzi
gamet, coz zabranuje fertilizaci. Z ¢ehoZ se usoudilo, Ze pfesné nacasovani indukce P-Tyr pfi
navazani spermie na oocyt a také P-Tyr v celém biciku, je kritické pro usp&sné oplodnéni (Urner

& Sakkas 2003).

3.8.3 FOSFORYLACE BEHEM FERTILIZACE

Béhem fertilizace je funkce spermii regulovdna aktivaci intracelularnich signalizacnich
systému, které kontroluji fosforylaci proteinu (Urner & Sakkas 2003). V procesu fertilizace hraji
vyznamné role proteinové tyrosinové kinazy (PTKs) (Sutovsky 2014). Ziskani hyperaktivované
motility a nastup akrosomalni reakce ve spojeni s riznymi kinazami, jako jsou PKC, PKA, PTK
a ERK kinazy a jejich interakce podporuji koncepci, ze vice paralelnich cest pfispiva k vcasné

koordinaci riznych funkci spermii potfebnych k oplodnéni oocytu (Awda & Buhr 2010).

Vazba spermie na zona pellucida zpisobuje aktivaci cAMP/PKA a protein kinazy C (PKC).

PKC otevira vapnikovy kanal v plazmatické membran¢. PKA spolu s inositoltrifostatem aktivuji
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vapnikové kanaly ve vnéjsi akrosomové membrang, coz vede ke zvyseni hladiny vapniku (Breitbart

2003).

Nezbytnym piedpokladem pro oplodnéni vajicka, je fosforylace tyrosinovych proteini ve
spermii (Visconti et al. 1995a; Urner & Sakkas 2003), ale i samotny oocyt vykazuje tyrosinovou
fosforylaci (P-Tyr). Vétsina spermii navazanych na oolemu vykazuji P-Tyr v hlavni ¢asti bi¢iku,
zatimco P-Tyr v mitochondridlni ¢asti bi¢iku je stimulovéna a udrzovana az do fuze s oocytem

(Urner & Sakkas 2003).

U kancu se zjistilo, ze ve srovnani s fosforylovanymi proteiny celé spermie jsou proteiny
plazmatické membrany, které vazou ZP, minoritni skupinou fosforylovanych proteint, i kdyz

mohou stale hrat kli¢ovou roli v interakci spermie na ZP (Flesch et al. 2001).

Byla identifikovana extraceluldrni signdln€ regulované draha kinaz v kanc¢ich spermiich, které
reguluji tyrosinovou fosforylaci membranovych proteinii béhem kapacitace, kdy se ukazalo, ze
fosforyluji membranové proteiny spermie a hraji roli v interakci se zona pellucida (Flesch et al.
2001; Jabbari et al. 2009; Awda & Buhr 2010).

3.8.4 FOSFORYLACE NA TYROSINU

Pouze tyrosinova fosforylace je povazovana za primarni nebo dokonce vyluény indikator
signalnich drah (Naz a Rajesh 2004). Je obstaravana a zvySovana aktivaci specifickych enzymu
tyrosinkinaz (TK). TK jsou zapinany piimo nebo nepiimo PKA, coz bylo popsano
u kapacitovanych spermiich mysi, byka, kance a ¢lovéka (Kalab et al. 1998; Tardif et al. 2001).
Tyrosinkinazy se vSeobecné déli na dvé skupiny, a to na receptorové a nereceptorové (volné).
Receptorové tyrosinkinazy (RTKS) jsou bud’ s intracelularni TK doménou nebo extracelularni
vazebnou doménou k ligandu. U nereceptorovych kinaz (PTKS) se domény vazi na receptory, které
postradaji enzymatickou aktivitu. PTKSs jsou lokalizovany v cytoplazmé, jadru nebo vnitini strané
receptord extracelularnimi ligandy (pf. ristovy faktor), které jsou nasledovany fosforylaci kinaz
receptorovych nebo asociovanych s receptorem bez enzymatické aktivity (Pinna & Ruzzene 1996;
Signorelli et al. 2012).

25



Aktivace tyrosinkindz prob&hne pouze za siln¢ specifickych podminek, protoze podléhaji
vyrazné negativni regulaci. Bez stabilizace fosfotyrosinu s doménou dojde k téméf okamzitému
odbouradni za pfic¢iny vysoké dynamiky fosfatdz. Aromaticky kruh zplisobuje znacnou stabilitu
mezi vazebnou interakci fosfotyrosinu s doménou, coz stoji za vyznamnou regulacni roli

tyrosinové fosforylace (Hunter 2009).

Signalni drdha zahrnujici extracelularni signalné regulovanou kindzu (ERK) a mitogenem
aktivovanou proteinkinazu (MAPK) byla poprvé identifikovana v kancich spermiich a je spojena
s kapacitaci a tyrosinovou fosforylaci (P-Tyr) (Awda & Buhr 2010). MAPK je jedine¢na mezi
Ser/Thr kinazami, protoZe vyzaduje pro svou tplnou aktivaci fosforylaci jak na treoninu, tak na
tyrosinu. Inhibice MAPK zabranuje P-Tyr (Urner & Sakkas 2003; Helfenberger et al. 2018).
Podstatna ¢ast kancich spermii podléha P-Tyr i béhem kryokonzervace. Existuji ¢asové zmény

P- Tyr v kryokonzervovanych spermiich v reakci na oviduktalni tekutinu (Kumaresan et al. 2012).

Tyrosinova fosforylace spermatickych proteint byla u savca detekovana v akrosomalni oblasti,
v ekvatorialnim segmentu a v biciku (Jones et al. 2008). Je nezbytné rozliSovat lokalizaci
tyrosinovych fosforylovanych proteinti, aby bylo moZzné porozumét vazbé mezi riznymi
fosforylovanymi proteiny. S vyjimkou kanct (Tardif et al. 2001) se zda, ze hlavni ¢asti spermie
predstavujici tyrosinovou fosforylaci, je bic¢ik (Urner & Sakkas 2003). P-Tyr detekovatelna
v bi¢iku je spojena s hyperaktivnim pohybem, ke kterému dochazi v pribéhu kapacitace (Mahony
& Gwathmey 1999; Jabbari et al. 2009), zatimco tyrosinova fosforylace v ekvatorialnim segmentu
spermatické hlavicky je soucasti organiza¢niho centra multimolekularnich komplext, které

zprostiedkovavaji fizi vedouci k akrosomalni reakci (Jones et al. 2008).

V¢lenéni ATP do kanciho a by¢iho spermatu ukazalo, ze se P-Tyr zda béhem kapacitace u kance
nesouvisejici se zménami pohyblivosti spermii (Tardif et al. 1999). Naproti tomu fosforylované
proteiny byc¢ich spermiich se mohou podilet na zméndch motility v prabéhu kapacitace

(Chamberland et al. 2001).

Pomér spermii s fosforylovanymi proteiny v celém biciku se zvySuje s kapacitaci a fosforylace
v hlavni ¢asti bi¢iku je nezbytnou podminkou pro fosforylaci v mitochondrialni ¢asti bi¢iku mysi
spermie. Podobné zvyseni bylo pozorovano i u lidské spermie, ale bylo omezeno pouze na hlavni

cast bi¢iku (Urner & Sakkas 2003).
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U lidskych ejakulovanych i kapacitovanych spermii vazanych na ZP se vyskytuje specificky
vzorec pro expresi fosfotyrosinu ve vnitinich strukturach biciku permeabilizovanych bunék, ale
také na vné&jSim povrchu hlavicky spermie (Asquith et al. 2004). U mysich spermii piedstavuje
P- Tyr v hlavi¢ce minoritni populaci fosforylaci (Urner & Sakkas 2003). Expozice progesteronu,
ktery indukuje akrosomalni reakci podporuje a zvySuje P-Tyr v hlavicce lidské spermie (Tesarik et
al. 1993).

Ve studii Tardif et al. (2001) byla vénovana pozornost P-Tyr kanc¢ich spermii. Pfed inkubaci
Vv kapacita¢nim médiu bylo jiz izolovano nékolik proteinii z ejakulovanych kancich spermii, které
vykazovaly fosforylaci na tyrosinovych zbytcich. Tyto proteiny byly detekovany pomoci
monoklonalni anti-tyrosinové protilatky. Detekovali fosforylované proteiny s molekulovymi
vahami 60 kDa, 44 kDa a 42 kDa, které byly fosforylovany nezavislé na dob¢ inkubace a pouzitém
médiu. Po delsi dob¢ inkubace v kapacitaénim médiu byl detekovan jesté jeden protein o velikosti
32 kDa. Tento protein byl detekovan i u vzorku s ejakulovanymi spermiemi, coz bylo

pravdépodobné zpisobeno spontanni kapacitaci.

3.8.5 FOSFORYLACE NA SERINU A TREONINU

Prestoze bylo publikovano ¢etné mnozstvi praci na tyrosinovou fosforylaci, tak na Ser/Thr
pouze malé mnozstvi praci, coz odrazi obtize pii provadéni téchto studii (Signorelli et al. 2012).
Jedna z prvnich praci, ktera popsala fosforylaci na serinovych nebo treoninovych zbytcich proteint
kapacitovanych lidskych spermii, byla od Naz (1999). Ve své praci detekoval, ze alespon Ctyii
skupiny proteinti o molekulovych hmotnostech 43-55 kDa, 94 kDa, 110 kDa a 190 kDa, jsou
fosforylovany na serinu. Fosforylované proteiny na treoninu byly ve stejném rozmezi velikosti.
V obou ptipadech se fosforylace zvySila béhem kapacitace a po vystaveni ZP. Nekteré z téch

proteini byly fosforylovany i na tyrosinovych zbytcich.

Beddu-Addo et al. (2005) hodnotili fosforylaci na kapacitovanych lidskych spermiich na Ser,
Thr a Tyr a zjistili, Ze jsou tyto fosforylace zavislé na inkubacni dobé. Fosforylace na Ser/Thr

nastupuje rychleji nez u Tyr.

U kancich spermii je velka skupina proteinti fosforylovana na Ser/Thr zbytcich béhem
kapacitace (Harayama & Nakamura 2008). Nekapacitované kanc¢i spermie maji detekovatelné

fosforylované proteiny Ser/Thr v postakrosomalni oblasti. Pii zvySovani kapacitace se
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postakrosomalni fosforylace snizuje nebo zcela mizi a fluorescence téchto proteinti se zvysuje

smérem k bic¢iku (Harayama 2003).

3.8.6 DETEKCE FOSFORYLACE U SPERMIi RUZNYCH SAVCiICH DRUHU

Petrunkina et al. (2003) se zabyvali tyrosinovou fosforylaci u kapacitovanych spermii psa.

Porovnavali vzory spermii v priabéhu inkubace v kapacita¢nim médiu (obr. 6).

A B ¢ D
-

Obrazek 6: Vzory tyrosinové fosforylace u kapacitovanych spermiich psa: A — silny signal v SEQS,
na zacadtku inkubace t= 3 min; B — signal v mitochondridlni casti biciku a stiedni signal v hlavicce,
t=30-60 min; C —signdl v celém biciku, bez signalu v oblasti hlavicky, t= 60-180 min; D — signdl
V celém biciku a intenzivni fluorescence v oblasti hlavicky, t= 180 min (Petrunkina et al. 2003).

Mahony & Gwathmey (1999) se vénovali detekci tyrosinové fosforylace u makaka (macaca
fascilularis). Spermie byly fixovany metanolem. Imunolokalizace byla detekovana v biciku

spermii (obr. 7). Konkrétn¢ $lo o hlavni ¢ast bi¢iku a malé oblasti v kr¢ku spermie.

Obrazek 7: Imunolokalizace tyrosinové fosforylace u makaka: Viditelny signal v hlavni casti
biciku; fixace metanolem (Mahony & Gwathmey 1999).

Lewis & Aitken (2001) se vénovali vzorum tyrosinové fosforylace u krysich epididymalnich
spermii kultivovanych v kapacita¢nim médiu v riznych Casovych interavalech. Porovnéavali mezi
sebou fosforylaci proteinti spermii z caput a cauda epididymu (obr. 8). Imunolokalizace proteint
spermii z hlavy nadvarlete (caput) vykazovala silné znaceni pies celou akrosomalni doménu

hlavicky spermie (obr A — D). Toto znaceni se v prib&hu ¢asu inkubace neménilo. Navzdory tomu,
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imunolokalizace proteinii u spermii z ocasu (cauda) nadvarlete vykazovala znaceni pouze na

zadnim okraji akrosomu (obr E — H).

C D G H

Obrazek 8: Imunolokalizace tyrosinové fosforylace ve spermiich krysy ziskanych z hlavy (caput)
a ocasu (cauda) nadvarlete: Fixace: 1% paraformaldehyd; A — caput, inkubace 0 hod; B — caput,
1 hod; C — caput, 2 hodiny; D — caput, 3 hodiny; E — cauda, 0 hod; F — cauda, 1 hod; G — cauda,
2 hod; H — cauda, 3 hod (Lewis & Aitken 2001).

Jankovicova et al. (2018) detekovali fosforylaci pomoci fosfotyrosinovych protilatek u byc¢ich
spermii béhem jejich epididymalni maturace. Vzory fosforylace byly rozdéleny do Sesti kategorii

podle mista fluorescen¢niho signalu (obr. 9).

A A’ B C D E

Obrazek 9: Detekce tyrosinové fosforylace u bycich spermii: A — cely ekvatoridalni usek;
A - subekvatoridlni segment sEQS; B — cely ekvatorialni usek + Akrosom (Akr); C — Akr + SEQS;
D — Akr; E — bez signdlu (Jankovicova et al. 2018).

Jones et al. (2008) se zabyvali tyrosinovou fosforylaci u kancich, byc¢ich a beranich spermii. Po
fixaci a permeabilizaci ejakulovanych spermii vhkou fixaci (aceton/metanol) se vétSina spermif
U kanci, bykt a berant siln¢€ obarvila v subekvatorialnim segmentu (SEQS) (obr. 10). Popsali, zZe
u vSech tii druhti je SEQS obohacen tyrosinovou fosforylaci, a Ze tyto proteiny jsou ptistupné pouze

protilatkdm po permeabilizaci plazmatické membrany.
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Obrazek 10: Imunofluorescencni detekce P-Tyr v SEQS ejakulovanych spermii za pouZiti
monoklonalni protilatky 4G10: Fluorescence protilatky je Zlutozelenda; DNA je cervena, fixace
vihka (metanol/aceton); A — kanci spermie; B — kanci spermie; C — berani spermie; D — byci
spermie (Jones et al. 2008).

Tardif et al. (2001) ve své praci popsali vzory kanéich spermiich inkubovanych v kapacitaénim
médiu (CM) a nekapacitatnim médiu (NCM) (obr. 11). Nekteré vzorky byly nasledné
permeabilizovany etanolem. Spermie inkubované v CM vykazovaly anti-fosfotyrosinové znaceni
pres stfedni akrosom a v sEqS. Tento specificky signal v akrosomu se vyskytoval také u spermii
inkubovanych v NCM, ale v mnohem mensi mife. Pfed inkubaci vykazovala vétSina spermii slabou
fluorescenci na subekvatorialnim signalu. Kdyz byly spermie permeabilizovany etanolem, tak byla
ztracena specificnost tohoto vzoru a vSechny spermie vykazovaly znaceni na akrosomu, slabé na

subekvatorialnim segmentu a mitochondrialni oblasti bi¢iku.

Obrazek 11: Nepiimd imunofluprescence proteini zafixovanych kancich spermii znacenych
anti-fosfotyrosinem. Pred nebo po inkubaci v nekapacitacnim médiu (NCM; I. - A a B) byla méné
patrna fluorescence v akrosomu. U spermii inkubovanych v kapacitacnim médiu (CN; 1. — C)
probéhla znatelna fosforylace v akrosomu (Prevzato a upraveno dle Tardif et al. 2001).

Matas et al. (2011) rozd¢lili kanci spermie do ¢tyi skupin podle umisténi anti-fosfotyrosinového
protilatkového signalu (obr. 12). Prvni skupinu (i) tvofily spermie bez signalu. Ve druhé skupiné
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(i1) byl pfitomen fluorescenéni signal pouze v SEQS, tvar trojuhelniku (Jones et al. 2008). Treti
skupina (iii) obsahovala spermie se signalem v oblasti akrosomu a sEqS nebo/a bic¢iku. Ve ctvrté

skuping (iv) byl detekovan signal pouze v akrosomu nebo/a v biciku.

Obrazek 12: Kanci spermie rozdélené do Ctyi skupin podle lokalizace fluorescencniho signdlu:
| — Zddny signal Ab, ii — signdl pouze v SEQS; iii — signdl v sEqS a akrosomu a/nebo biciku; iv —
signal v akrosomu a/nebo v biciku (Matas et al. 2011).

Fabrega et al. (2011) se ve své praci vénovali popisu a porovnani vzort P-Tyr epididymalnich,
ejakulovanych a in vitro kapacitovanych kanc¢ich spermii z hlediska exprese a lokalizace. Odhalili

rizné modely intenzity podle oblasti epididymu a kapacita¢niho stavu (obr. 13).
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Obrazek 13: Imunolokalizace tyrosinové fosforylace u kancich spermii (nekapacitované
a kapacitované): Nekapacitované spermie (A-E), kapacitované spermie (F-G); A — proximalni cast
hlavy nadvarlete; B — distalni cdst hlavy nadvarlete; C — télo nadvarlete; D — distdlni ¢dst ocasu
nadvarlete; E — ejakulované spermie; F — kapacitované spermie z distalni casti nadvarlete; G —
ejakulované spermie (Fabrega et al. 2011).
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Kumaresan et al. (2012) ve své praci popisovali vzory tyrosinové fosforylace u kancich
kryokonzervovanych spermiich. Popsali, ze se 1isi u¢inek oviduktalni tekutiny na fosforylaci
proteinti dle pouzité metody zmrazeni bunék. Detekovali pét riznych vzora P-Tyr (obr. 14).

Vzorky byly zasuseny na vzduchu a poté fixovany etanolem.

II :

Obrazek 14: lmunolokalizace tyrosinové fosforylace u kancich spermii: A — fluorescence
V akrosomalni oblasti; E — fluorescence v subekvatorialnim segmentu, T — fluorescence v biciku;
AE - fluorescence v akrosomu i subekvatoridalnim segmentu; AET — fluorescence v akrosomu,
subekvatoridalnim segmentu a biciku (Kumaresan et al. 2012).

Ludo et al. (2013) ve své praci popsali vzory tyrosinové fosforylace kancich spermiich. Pro lepsi
analyzu rozdélili spermie do tii odlisnych kategorii dle Petrunkina et al. (2003) (obr. 15). Do vzoru
I patiily spermie s nizkou kapacitani tirovni — spermie bez fluorescence v SEQS, s/nebo bez
fluorescence v akrosomalnim regionu nebo bi¢iku. Vzor II byly spermie se stiedni kapacitacni
urovni — se signalem v SEqS, bez signalu v akrosomu a s nebo bez signalu v bic¢iku. VVzor 111 byl
typicky pro spermie s vysokou kapacita¢ni tirovni — signal v SEQS a akrosomu a s nebo bez signalu

Vv biciku.

Pattern | Pattern I Pattern IlI
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Obrazek 15: Vzory tyrosinové fosforylace u kancich spermiich: Pattern | — nizka kapacitacni
uroven, pattern Il — stredni kapacitacni uroven; pattern Il — vysoka kapacitacni uroven (Lufio et
al. 2013)
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3.9 METODY FIXACE SPERMII

Za ulelem detekce intracelularnich antigeni musi byt builky nejprve permeabilizovany,
zejména po fixaci zesitovacimi Cinidly, jako je formaldehyd a glutaraldehyd (Larsson 2000).
Permeabilizace poskytuje pfistup k intracelularnim nebo intraorganelarnim antigentim. BéZné se
pouzivaji dva obecné typy Cinidel: organicka rozpoustédla, jako je metanol a aceton, a detergenty,
jako saponin, Triton X-100 a Tween-20. Organicka rozpoustédla rozpoustéji lipidy z bunéénych
membran, coz je Cini propustné pro protilatky. Protoze organickad rozpoustédla také koaguluji
proteiny, mohou byt pouzity k fixaci a permeabilizaci bun¢k ve stejnou dobu. Tato rozpoustédla

vSak mohou také extrahovat lipidové antigeny z bunék (Jamur & Oliver 2010a).

Saponin je rostlinny glykosid, ktery interaguje s membranovym cholesterolem a vytvaii otvory
v membrané. Nevyhodou detergentii, jako Triton X-100 a Tween-20 je to, Ze maji neselektivni

povahu a mohou spolu s lipidy extrahovat proteiny (Jamur & Oliver 2010a).

vvvvvv

morfologické konzervace a zaroven zachovani antigenicity (Jamur & Oliver 2010b). Spermie jsou
pokryty nékolika membranami, z nichz kazda je pravdépodobné antigenné jedinecnd. Predpoklada
se, ze nékteré fixacni latky a okolnosti ptipravy preparatl vystavuji vnitini spermatické antigeny,
a proto nejsou vhodné pro demonstraci povrchové specifickych antigenli imunocytochemickymi

testy (Haas et al. 1988).

Fixace by méla byt provadéna Setrnym zplisobem, na jedné strané¢ by tercialni struktura
antigenni molekuly neméla byt denaturovana a na druhé strané by méla byt struktura

a ultrastruktura bun¢k dobte udrzovana (Van Ewijket et al. 1984).

V nékterych studiich se zkoumaly schopnosti fixanich ¢inidel — glutaraldehyd, aceton,
metanol, paraformaldehyd a jodistan-lysin-paraformaldehyd (PLP). Pouzivaji se vzdy dva styly
pfipravy preparatl, a to suSeni vzduchem nebo udrZovéani spermii v kapalné fazi (suspenze)

K udrZeni integrity spermatickych membran na ultrastrukturalni trovni (Haas et al. 1988).
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4 MATERIALY A METODIKA

4.1 ZPRACOVANI EJAKULOVANYCH SPERMII

Vzorky ejakulovanych spermii pochdzely z inseminacnich davek od dospélych kancii plemene
Landrace ze spole¢nosti Proagro Nymburk a.s. Jednalo se vzdy o vzorky odebirané ten samy den,
co nam byly dovezeny. Spermie byly pfevazeny v odbérové plastové nadobé ulozené
V polystyrenovém pienaseci, aby se predeslo chladovému Soku a znehodnoceni vzorku. Veskera
dalsi manipulace se spermiemi probihala v prostorach laboratofe na KVD CZU. Prvnim krokem
bylo odstfihnuti vrsku odbérové nadoby a opatrné pieliti obsahu do sterilni falkony. Suspenze

spermii byla dale uloZena Vv inkubatoru pii 17 °C.

Pro dal$i zpracovani spermii byl pouzit promyvaci roztok PBS (0,01 M Phosphate-buffered
saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KClI, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA). V tomto roztoku byly spermie
promyvany a centrifugovany (Eppendorf 5702) 3x po dobu 10 minut pti 250 x g pfi laboratorni
teploté. Spermie byly promyvany v 8 ml PBS. Po zpracovani spermii byla provedena in vitro
kapacitace a byly ptipraveny preparaty pro imunochemické metody detekce pomoci specifickych
protilatek. Preparaty spermii byly pfipraveny riznymi fixacemi a poté byla provedena detekce
fosforylace pomoci specifické protilatky nepfimou imunofluorescenéni mikroskopii. Vzorky

spermii byly taktéZ zpracovany pro Western blot analyzu.

4.2 KONCENTRACE SPERMII

Pro dalsi praci se vzorky spermii byla spocitana spravna koncentrace. Stanoveni koncentrace
bylo provedeno hematocytometricky s vyuzitim Biirkerovy komurky. Biirkerova komurka
ptredstavuje specidlné upravené podlozni sklo se dvéma pocitacimi ploSkami, oddélenych zafezem.

V kazdé¢ pocitaci ploSce je mikromiizka o ptfesné definovanych rozmérech:
Hloubka: 0,1 mm
Plocha malého &étverce: 1/400 mm?2 = 0,0025 mm?

Plocha velkého &étverce: 1/25mm? = 0,04 mm?

34



Pied vlastnim ukonem byla prvné zapnuta vyhievna desticka mikroskopu na 37 °C. Do
ptipravené mikrozkumavky bylo pfidano 10 pl nafedéného ejakulatu a 990 ml destilované vody.

Vznikly roztok byl lehce protiepan.
A) Postup po¢itani v komirce

Na ¢istou a suchou komurku bylo ptilozeno kryci sklicko tak, aby tésné ptiléhalo k ploskam po
stranach. Dobie potiepana suspenze bunék byla nanesena po 10 ul ze strany na hranu kryciho skla
do obou miizek. Poté byly miizky sledovany pod svételnym mikroskopem Nikon za pouziti

objektivu 20x. Postupuje se vzdy ¢tverec po ¢tverci smérem zleva doprava a shora dolu.
B) Hodnoceni

Pocet bunék v 1 mm?3 (mikrolitru) suspenze lze uréit vzorcem:

p=— " %

c*¥v¥*h

b = pocet bun&k v 1 mm3; n = celkovy podet napoéitanych bunék; ¢ = podet &tvercii, ve kterych

se pocitalo (40); v = plocha pouzitého ¢tverce; h = hloubka komurky; z = pouzité fedéni suspenze
4.3 KAPACITACE KANCICH SPERMII
Byla spocitana koncentrace spermii, ktera byla v davkach piiblizng 5-8 x 107 spermii/ml.
Priprava spermii pro in vitro kapacitaci:

1) suspenze spermii byla nejprve stoéena na centrifuze (Eppendorf 5702, 250 g, 10 min,

pokojova teplota)

2) suspenze byla 2x promyta v PBS (Sigma-Aldrich, USA) (pokazdé centrifugace 250 g, 10

minut)

3) po kazdé centrifugaci byl odsan supernatant pipetou

35



4) po druhém promyti byla peletka rozsuspendovana v 10 ml TBM (Tris Buffer Medium, 1x
koncentrovany) (Ded et al. 2010) + 10 mg BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, USA),

do koneéné koncentrace bunék 2,5-5 x 107 spermii/ml

TBM (10x koncentrované)

20 mM TRIS (Sigma-Aldrich, USA) 2,422 ¢
3 mM KCI (Lach: Ner, CR) 223,6 mg
10 mM CacClz (Sigma-Aldrich, USA) 111¢g
113,1 mM NaCl (Lach: Ner, CR) 6,61 g

11 mM glukoza (Penta, CR) 2,18¢

5 mM pyruvat (Sigma-Aldrich, USA) | 550 mg

1 amp. Gentamycin (1 ml ATK) (Sigma-Aldrich, USA)
Tabulka 1: Komponenty pro pripravu 10x koncentrovaného TBM.

Chemikalie byly rozpustény ve 100 ml H20 a pH bylo upraveno pomoci HCI na 7,7. Roztok
byl poté zfiltrovan.

5) suspenze byla napipetovana do mikrozkumavek po 500 ul a vlozena do termostatu (Sanyo
CO:2 Incubator)

6) kapacitace: 38 °C, 1,5 hod (spermie z inseminac¢ni davky), 5 % CO-

7) kapacitace byla zhodnocena na zaklad¢ probéhlé akrosomalni reakce indukované pomoci

kalcium ionoforu v koncentraci 5 uM (Sigma-Aldrich, USA)

4.4 FIXACE SPERMII

Fixace slouzi k ochran¢ vzorku pied degradaci a zaroven uchovava piirozeny tvar a uspotradani
makromolekul uvniti buiiky. Diky fixaci spermii jsou ukonéeny vsechny probihajici biologické
pochody a je zvysena mechanicka stabilita. V ramci této prace byla pouzita chemicka fixace za

pouziti preparatt ejakulovanych spermii a in vitro kapacitovanych spermii.
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4.4.1 FIXACE 2% FORMALDEHYDEM VE VODE S BSA (DLE TARDIF ET AL., 2001)

Do pfipravené mikrozkumavky bylo napipetovano 1 ml suspenze spermii. Tato suspenze byla
stoCena na centrifuze (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, 258 g, 20 °C, 10 minut). Po stoceni byl
odsan supernatant a k peletce bylo napipetovano 1000 pl nekapacitacniho média TL-HEPES-PVA
(CaCl2.2H20 2 mM, KCI 3,2 mM, MgCl2.6H20 0,5 mM, NaH2PO4.H20 0,4 mM, Lactic Acid 10
mM, NaCl 114 mM, NaHCOs 2 mM, Hepes 10 mM, Na pyruvate 0,2 mM, BSA 3mg/ml,
gentamycin 50 pug/ml). Takto vznikla suspenze byla sto¢ena na centrifuze (Mikro 22R, Hettich
Zentrifugen, 258 g, 20 °C, 10 minut). Po stoceni byla suspenze 2x promyta v TL-HEPES-PVA. Po
druhém promyti byl odsan supernatant a k peletce bylo napipetovano 1000 pl 2% formaldehydu
(Lach: Ner, CR) ve vodg. Takto vznikla suspenze byla inkubovéna 1 hodinu pii 48 °C na tfepacce
(DLAB). Po inkubaci byla suspenze stocena na centrifuze (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, 258
g, 20 °C, 10 min). Po odsati supernatantu bylo k peletce piidano 2% BSA-H20 (Sigma-Aldrich,
USA). Poté byla mikrozkumavka inkubovana ptes noc pii 48 °C na tfepac¢ce (DLAB, SK-L 180-
E). Druhy den byla suspenze sto¢ena na centrifuze (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, 258 g, 20 °C,
10 min), a promyta v 1 ml PBS. Tato suspenze byla poté napipetovdna na sklicko a byl proveden
roztér. Po zaschnuti roztéru bylo pfidano 150 pl etanolu (AppliChem, Némecko) a inkubovéano po

dobu jedné minuty. Poté byl etanol smyt pomoci PBS a sklicko se nechalo zachnout.

4.4.2 FIXACE 2% FORMALDEHYDEM VE VODE (SUSPENZE)

Na vyznacena kolecka bylo napipetovano 20 pl suspenze spermii a 100 pl 2% formaldehydu
(Lach: Ner, CR) ve vodé. Tato suspenze byla inkubovéana po dobu 30 minut. Po uplynuti inkuba¢ni
doby byla sklicka oplachnuta PBS a posléze vysuSena. Poté byla ulozena do lednice.

4.4.3 FIXACE FORMALDEHYDEM NA SKLE

Do piipravené mikrozkumavky bylo napipetovano 1 ml suspenze spermii. Tato suspenze byla
stoCena na centrifuze (Mikro 22R, Hettich Zentrifugen, 258 g, 20 °C, 5 minut). Po stoceni byl
odstranén supernatant a k peletce bylo piiddno 500 ul 2% formaldehydu (Lach: Ner, CR). Takto
pfipravena suspenze byla fixovdna 30 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti inkuba¢ni doby
byla suspenze znovu zcentrifugovdna a 2x promyta v PBS. Po druhém promyti byl odsan

supernatant a peletka byla rozsuspendovana v 500 pl PBS. Nasledné bylo napipetovano do
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ptipravenych kolecek pomoci PAN Pen liquid rocker 20 ul suspenze spermii a byl proveden roztér.

Takto provedeny roztér se nechal zaschnout a poté byla sklicka ulozena do lednice.

4.4.4 \LHKA FIXACE

Po promyti suspenze spermii (2x) byl odstranén supernatant. Ke vzniklym peletam bylo ptidano
5 ml PBS a suspenze byla rozsuspendovana. Pro vSechny druhy fixaci byla na podlozni sklicko
vymezena plocha pomoci hydrofobni fixy PAN Pen liquid rocker (Sigma-Aldrich, USA). Tato
plocha byla ve tvaru dvou kolecek. Jedno bylo pro dalsi vyhodnoceni pouzito jako detek¢ni vzorek
a druh¢ slouzilo jako kontrola. Do obou koleéek bylo naneseno 20 ul suspenze spermii v PBS
a 50 pl aceton (Lach: Ner, CR): metanol (VWR, BDH Chemicals, Francie) v poméru 1:1. Tato
suspenze byla inkubovana 5 minut. Po inkubaci bylo skli¢cko oplachnuto PBS (Sigma-Aldrich,
USA) a po zaschnuti ulozeno do lednice.

Nasledujici ¢tyfi druhy fixaci byly pouze modifikaci této vlhké fixace. Postup piipravy byl
stejny, 1isil se pouze v ptidaném druhu a koncentraci chemikalie. Pracovalo se zvlast' s metanolem
a acetonem, jako fixa¢nimi prostfedky. U obou latek byla pouZita riizna koncentrace, a to 70%
a 35%. U 70% fixace bylo pouzito 20 pul suspenze spermii a 50 pl vymrazeného acetonu nebo
metanolu. U 35% fixace bylo pouzito 20 ul suspenze spermii a 25 pl vymrazeného acetonu nebo

metanolu.

445 ZASUSENIi SPERMIi S NASLEDNOU FIXACI

V tomto ptipadé se jednalo o roztéry spermii pozvolna zaschlych na podloznim sklicku na
vzduchu. Do vyznaéenych kole¢ek pomoci PAN Pen liquid rocker bylo napipetovano 20 pl
suspenze spermii a byl proveden roztér. Takto provedeny roztér se nechal zaschnout a poté byl

uloZzen do lednice.

Nasledujici dvé fixace byly taktéz modifikaci této fixace. Po zasuSeni spermii byla provedena
jesté naslednéd fixace vymrazenym metanolem a acetonem. Po zaschnuti roztéru byla sklicka
vlozena do kyvet s vymrazenym 100% metanolem a 100% acetonem. V kyvété byla inkubovana
10 minut. Po uplynuti inkubac¢ni doby byla sklicka oplachnuta PBS a posléze vysuSena. Poté byla

ulozena do lednice.
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4.5 NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE — DETEKCE FOSFORYLOVANYCH PROTEINU

Imunofluorescen¢ni mikroskopie je imunohistochemicka technika pro detekci a lokalizaci
antigend po jejich reakci s protilitkami oznaCenymi fluorescenénimi latkami. Neptfima
imunofluorescence spocivd ve znaceni bunécné struktury pomoci primarni specifické protilatky
proti proteinu s naslednym zviditelnénim pomoci sekundarni protilatky konjugované

s fluochromem.

Detekce fosforylovanych proteini byla provedena pomoci dvou protilatek, a to pomoci
protilatky proti fosfotyrosinu (klon 4G10; EMD Millipore, USA) a proti fosfoserinu (AB1603;
EMD Millipore, USA). Postup detekce byl u obou protilatek stejny.

Vyhodnoceni detekce fosforylace bylo provedeno imunofluorescenénim mikroskopem Nikon
Eclipse E 600. Nafoceni preparat bylo provedeno pomoci kamery (Nikon Digital Sight DS-Fi 1,

Japonsko) a softwaru pro analyzu obrazu NIS Elements.

45.1 DETEKCE PROTEINU POMOCI PROTILATKY PROTI FOSFOTYROSINU

A FOSFOSERINU

Detekce proteint byla provedena na jiz pfipravenych sklickach se zafixovanymi spermiemi,
které byly ulozeny Vv lednicce. Sklicka byla oplachnuta PBS pomoci Pasteurovy pipety a poté byla
vysusena. Po vysuSeni byla provedena blokace Super Blockem (Thermo Scientific, USA). Do obou
kolecek bylo napipetovano 150 ul SuperBlocku. Preparaty byly vlozeny do vlhké komurky, kde
byly inkubovany 30 minut pfi pokojové teploté. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly preparaty opét
promyty PBS a poté vysuSeny. Dale probéhla inkubace primarni monoklondlni mysi protilatky
proti fosfotyrosinu (klon 4G10) v PBS v poméru 1:300 nebo polyklonalni krali¢i protilatky proti
fosfoserinu fedéné v PBS v poméru 1:100. Do levého kolecka bylo napipetovano 100 pl protilatky,
do pravého kolecka, ptedstavujici negativni kontrolu, bylo napipetovano 100 ul PBS. Preparaty
byly poté inkubovany pies noc ve vlhké komurce v lednici. Dalsi den byly preparaty promyty
v PBS apoté vysuseny. Dale byla provedena inkubace se sekundarni protilatkou anti-mouse
konjugovanou s FITC (Alexa Fluor™ 488, Invitrogen, USA). Sekundarni protilatka byla zfedéna
v PBS v poméru 1:400. Nebo byla provedena inkubace se sekundarni protilatkou anti-rabbit (Alexa
FluorTM 488, Invitrogen, USA) fedénou 1:300 v PBS. Takto nafedény roztok byl napipetovan po
100 pl na obé kolecka. Preparaty byly inkubovany stale ve vlhké komtirce v lednici po dobu jedné
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hodiny. Po inkubaci byly preparaty promyty v PBS a poté vysuSeny. Do levého kolecka bylo
naneseno 100 ul roztoku PNA s rhodaminem (Rhodamin Peanut Agglutinin, Vector Laboratories,
USA) v PBS v poméru 1:500. Do negativni kontroly bylo naneseno 100 ul PBS. Byla provedena
inkubace ve vlhké komiirce a tm¢ 30 minut pii pokojové teploté. Po uplynuti inkubaéni doby byly
preparaty promyty v PBS a destilované vodé a nasledné¢ vysuseny. Na obé kolecka bylo
napipetovano 2 ul VectaShield DAPI (Antifade Mounting Medium, Vector Laboratories, USA)
a preparat byl prekryt krycim sklickem. Tim byla prodlouzena doba imunofluorescence preparati
a soucasn¢ oznacena jaderna DNA. Kryci sklicko bylo zafixovano lakem na nehty. Preparaty byly
posléze jest¢ uloZzeny do vlhké komirky na 10 minut. Nasledovala imunofluorescenéni

mikroskopie.

4.6 SDS ELEKTROFOREZA V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného
(SDS) (GE Healtcare, Life Sciences, Svédsko), coz je detergent, ktery rozbaluje proteiny a udéluje
jim uniformni zaporny naboj. Proteiny putuji v elektrickém poli ke kladné elektrodé a jsou

rozdéleny podle své molekulové hmotnosti.

Pro chod SDS elektroforézy byla sestavena aparatura od Bio-Rad se skly a vlozena do stojanu.

Nasledné byl ptipraven 15% separacni gel (spodni).

15% separacni gel:
Resolving gel buffer (1,5M TRIS-HCI buffer, pH 8,8; Bio-Rad, USA) | 2.5 ml
Acrylamide/bis-acrylamide 30% solution (Bio-Rad, USA) 5,0 ml

H20 2,5ml
100 ul 10% SDS (dodecyl sulfat sodny; 10 g SDS rozpustit ve 100 ml H>O; Bio-Rad, USA)
Tésné pied aplikaci 4,5 pl TEMEDu (Pharmacia Biotech, Svédsko)

70 nl 10% APS (persiran amonny — 1 g APS do 10 ml dH20, Amersham Biosciences, Svédsko)

Tabulka 2: Komponenty pro pripravu 15% separacniho gelu.
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Separa¢ni gel byl pipetovan mezi skla a byl prevrstven destilovanou vodou (dH20). Poté

probéhla polymerace gelu asi 30 minut. Nasledné byl pfipraven roztok pro zaostiovaci gel.

Priprava zaostfovaciho gelu (horniho s jamkami) 4%

dH20 1,52 ml
Stacking gel buffer (0,5M Tris-HCI, pH 6,8; Bio-Rad, USA) 0,625 ml
Acrylamidelbis-acrylamide 30% solution (Sigma-Aldrich, USA) | 0,325 ml
10 % SDS (dodecylsulfat sodny; Bio-Rad, USA) 0,025
Tésné pied aplikaci 3,8 pl TEMEDu (Pharmacia Biotech, Svédsko)

50 ul 10% APS (persiran amonny; Amersham Biosciences, Svédsko)

Tabulka 3: Komponenty pro pripravu zaostrovaciho gelu.

Ihned byly do zaostfovaciho gelu vlozeny hiebinky a byly v ném nechany po dobu cca 10 minut,
nez doslo k polymeraci. Aparatura s pfipravenym gelem byla vlozena do vany, ktera byla zalita
elektrodovym pufrem (Tris 15 g, glycin 72 g, SDS 5 g; fedit 1:4 s dH20). Po zaliti byly vyndany
hiebinky a do vzniklych jamek bylo naneseno 15 pl lyzatu bunék a 4 ul molekularnich
proteinovych standard (Dual Color, Bio-Rad, USA). Elektroforéza probihala cca 20 minut pii

80 V (prichod vzorku pted zaostfovaci gel), pak cca 1 hodinu pii 140 V.
Piiprava vzorku

Po promyti buné¢né suspenze byl odstranén supernatant. Ke zbylé peletce bylo ptidano 5 ml
PBS a peletka byla rozsuspendovana. Suspenze bunék byla rozdélena po 1 ml do mikrozkumavek

a probéhla centrifugace (Eppendorf 5702, 250 g, 10 min, pokojova teplota).

Extrakce proteinti byla pfipravena lyzaci ve vzorkovém pufru (0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8;
glycerol; 2% SDS; 0,05% bromfenolova modf; Sigma-Aldrich, USA) pro SDS elektroforézu.
Extrakce probihala na ledu 30 minut, vzorek byl kazdych 5 min protfepan a pak 5 minut povaten
pti 100 °C. Nakonec prob¢hla centrifugace pro odstfedéni zbytkt bunék (10 000 g, 4 °C, 3 min)

a vzorek byl uchovavan v mrazéku pti -20 °C.
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4.7 WESTERN BLOT (ELEKTROPRENOS)

Western blot navazuje na proteinovou elektroforézu (SDS-PAGE). Jde o elektropienos proteint
rozdélenych pomoci SDS-PAGE na nitrocelulézovou (NC) membranu (Hybond™-C Extra,

Amersham Biosciences, Svédsko).
Transferovy pufr:

Pro vyrobu transferového pufru bylo pouzito 3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, USA) a 14,4 g glycin
(Sigma-Aldrich, USA). Tyto dvé slozky byly rozpustény ve 200 ml destilované vody, bylo k nim

ptidano 200 ml metanolu a doplnéno do 1 litru destilovanou vodou.
Piiprava membrany pro elektropienos:
- 4 vystiizky chromatografického papiru Whatman,
- NC membrana,
- 2 houbic¢ky byly namoceny na 15 minut do transferového pufru.

,,Sendvic byl orientovan tak, aby proteiny z gelu, které maji stale zaporny naboj, putovaly
smérem k membrang, tedy k zaporné elektrodé. Kazeta byla vlozena do blotovaciho ramu a ten pak
do vani¢ky s transferovym pufrem. Aparatura byla chlazena gelem a elektroptenos probihal
po dobu 1,5 hodiny pii konstantnim elektrickém proudu 500 mA. Po elektropienosu byla kazeta
vyjmuta, rozebrana a membrana vyndana a byla provedena imunodetekce proteind pomoci

specifické protilatky.

4.8 IMUNODETEKCE POMOCI PROTILATKY PROTI FOSFOTYROSINU

A FOSFOSERINU

NC membrana byla po elektropienosu omyta destilovanou vodou a poté PBS
(0,01 M Phosphate-buffered saline, 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCI, pH 7,4; Sigma-Aldrich, USA).
Kontrola prubéhu SDS elektoforézy a elektroptenosu byla provedena pomoci barveni proteint na
membrané barvickou Ponceau S (Sigma-Aldrich, USA) po dobu jedné minuty. Poté bylo obarvené
pozadi odmyto destilovanou vodou a PBS do odmyti Ponceau. Deaktivace volnych mist

na membran¢ bylo provedeno pomoci 5% suseného mléka (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad,
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USA) v PBS 1 hodinu pii RT na tfepacce. Nasledné byla membrana 2x promyta po péti minutach
v PBS 50,1 % Tweenem pro odstranéni nespecifickych interakci. Promyvani stale probihalo na
tiepacce. Nasledovala inkubace s primarni mysi monoklonalni protilatkou proti fosfotyrosinu (klon
4G10) tedénou v PBS v poméru 1:5000 nebo s polyklonalni krali¢i protilatkou proti fosfoserinu
fedénou v PBS v poméru 1:500. Inkubace probéhla pies noc v lednici. Membrana byla poté
promyta 3x po 10 minutach v PBS s 0,1 % Tweenem. Dale byla provedena inkubace se sekundarni
protilatkou (anti-mouse/ anti-rabbit) proti my$im nebo krali¢im imunoglobulinim konjugované
s kienovou peroxidazou (Bio-Rad, USA) 1 hodinu pii RT na tfepacce. Sekundarni protilatky byly
fedény v PBS v poméru 1:3000. Poté byla membrana promyta 4x po péti minutach v PBS s 0,1 %
Tweenem a 2x po péti minutach v PBS bez Tweenu. Nasledovala vizualizace specifické detekce
proteinu protilatkou — chemiluminiscence se substratem Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Fischer Science, USA) pii pouziti pfistroje Azure c600 Gel Imaging Sytem (Azure
Biosystems, USA).

Pro kontrolu proteinové koncentrace v jednotlivych vzorcich byla pozita detekce a-tubulinu
pomoci mysi monoklonalni protilatky (DM1A; Sigma-Aldrich, USA) v koncentraci 1:5000
v PBS). Denzitometricka analyza byla provedena v programu Image Studio Digits 4.0 (C-Digit,
USA).

4.9 STATISTICKE VYHODNOCENI

Pro statistické vyhodnoceni zpracovanych vysledkt byly pouzity dva statistické programy, a to
STATISTICA 12 (StatSoft, Ceskéa republika) a GraphPad (USA). Statisticky vyznamné rozdily
byly zjistény provedenim analyzy rozptylu ANOVA, konkrétné byl pouzit Tukeyuv test.
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5 VYSLEDKY

5.1 DETEKCE FOSFORYLOVANYCH PROTEINU

Za ucelem detekce fosforylace proteinti kancéich spermiich pted a po kapacitaci in vitro (kap.
4.3.), byly provedeny chemické fixace pomoci riznych metod za pouziti riznych chemikalii
v rizné koncentraci (kap. 4.4.). Pro detekci fosforylovanych proteini ve spermiich kance byla
pouzita metoda nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie s pouzitim zafixovanych spermii (kap.
4.5.1.). Fixované bunky byly inkubovany s mys$i monoklonalni (protilatka proti fosfotyrosinu)
a krali¢i polyklonalni (protilatka proti fosfoserinu) primarni protilatkou fedénou v PBS a vhodnou

sekundarni protilatkou.

5.1.1 DETEKCE FOSFORYLOVANYCH PROTEINU POMOCI PROTILATKY PROTI

FOSFOTYROSINU

Vysledky detekce fosforylovanych proteinti pomoci protilatky proti fosfotyrosinu ve spermiich
kance jsou ukézany na nasledujici sérii snimki. U kazdé fixace je doloZena fosforylace proteinti
jak u vzorku s ejakulovanymi spermiemi, tak u vzorku s in vitro kapacitovanymi spermiemi. Ob¢
tyto skupiny vzorkt byly rozdéleny na dvé podskupiny, které byly oznaceny jako nekapacitované
(I.) a kapacitované spermie (Il.) podle probéhlé fosforylace. Toto rozdéleni na podskupiny bylo
provedeno podle Tardif et al. (2001), ktery popsal probéhlou fosforylaci v in vitro kapacitované
spermii v akrosomu. U nekapacitované spermie se fosforylace v akrosomu nevyskytuje. Pro lepsi
piehlednost zde nejsou zafazeny obrazky se znaenim vSech tfech fluochromt (DAPI, FITC,
PNA), kvuli piekryvani vrstev a $patné viditelnosti fosforylovanych mist. Imunolokalizace byla
provedena dle metodiky (kap. 4.5.1.) pomoci nepiimé imunofluorescen¢ni mikroskopie. Snimky
jsou oznaceny jako (a) DAPI + FITC a (b) FITC + PNA. Ke v§em snimkiim jsou dolozeny jesté

obrazky specifickych fosforylac¢nich vzort.
Fixace 2% formaldehydem ve vodé s BSA (dle Tardif et al. 2001)

V prvni tfadé snimka (obr. 16) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené¢ DAPI a FITC. Znaceni
pomoci DAPI (modie) vykresluje hlavicku spermie (jadro) a zelené znaceni FITC detekuje

fosforylaci. Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC (zeleng) a vazbou
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lektinu PNA (Cerven¢), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. U vSech fixaci nebyla negativni kontrola inkubovana
s primarni protildtkou a nevykazovala Zzadnou imunofluorescenci proteinil. Fosforylace je viditeln¢
detekovana Vv subekvatorialnim segmentu a v nékterych piipadech i v bi¢iku. Pomoci Sipek jsou
znazornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvlast zndzornéné na tietim
obrazku. U spermie oznacené vzorem C je viditelna fosforylace v subekvatorialnim segmentu
(SEQS), kr¢ku (Kr) a stiedni (mitochondrialni) ¢asti bi¢iku (Bi ). U vzoru D probihala fosforylace
navic jesté v koncové cCasti biciku (Bi B). U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytovaly
jesté dalsi tfi vzory, které jsou zndzornény na poslednim obrazku. U vsech fosforylace prob¢hla
Vv subekvatorialnim segmentu. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v subekvatorialnim
segmentu (SEQS), u vzoru B v SEqS a kr¢ku (Kr) a u posledniho vzoru E probéhla fosforylace
v SEQS a v celé délce biciku (Bi B). Dle rozdé€leni na dvé podskupiny dle Tardif et al. (2001) lze

bez ptitomnosti fosforylace v akrosomu (AKr) povazovat vSechny spermie jako nekapacitované

(1.).

P-TyrEJ P-TyrEJ

P-TyrEJ

Obrazek 16: Ejakulované spermie — fixace 2% formaldehydem ve vodé s BSA: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA); Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (cervené, rhodamin); Kr krcéek, SEQS subekvatorialni
segment, Bi bicik (o — mitochondrialni cast biciku, p — cela délka biciku), K negativni kontrola,
Jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni VIory této fixace; meritko 10 ul, zvetseni 400x.
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V dalsi fad¢ snimku (obr. 17) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) je znacena hlavicka (jadro) spermie pomoci DAPI
(modfe) a fosforylace pomoci FITC (zelen¢). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr
znac¢ené pomoci FITC (zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cerveng) a také je do pravého horniho rohu
vlozena negativni kontrola (K). Fosforylace je viditeln¢ detekovana v akrosomu
a v subekvatorialnim segmentu hlavicky spermie. U nékterych vzortu se vyskytovala i v biciku.
Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznaceného C probéhla
fosforylace v akrosomu, subekvatorialnim segmentu a kréku. U vzoru E probéhla fosforylace jeste
navic vcelé délce biciku (Bi B). Taktéz se u této fixace invitro kapacitovanych spermii
vyskytovaly dalsi téi vzory, které jsou znazornény na tfetim obrazku. V prvni podskupiné vzoru
(1), kam patii A a B, se nevyskytovala fosforylace v akrosomu (Akr), proto byly zafazeny do
skupiny nekapacitovanych. U vzoru A byla detekovana fosforylace v SEQS a Kr, u vzoru B jesté
v celé délce biciku (Bi B). Druhd podskupina (II.) obsahovala spermie kapacitované, diky
fosforylaci v akrosomu. U vzoru D probéhla fosforylace v Akr a v celé délce biciku (Bi ).

P-Tyr KAP P-Tyr KAP

]
T

Akr + sEqS + Kr

Akr + sEqS + Kr

E)) ’

P-Tyr KAP

Obrazek 17: Kapacitované spermie — fixace 2% formaldehydem ve vodé s BSA: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA), sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (cervene, rhodamin); AKr akrosom, sEQS subekvatorialni segment,
Kr krcek, Bi p cela délka biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny
fosforylacni vzory této fixace; meritko 10 ul, zvétseni 400x.
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V grafu 1 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypocéteny praméry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 160 spermii z 200
napocitanych bunék (80 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 174,6 spermii z 200
napocitanych bun¢k (87,3 %). U ejakulovanych spermii se vyskytovala pouze prvni podskupina
vzord (1) — nekapacitované spermie (160 buné€k), diky absenci fosforylace v akrosomu spermie.
U in vitro kapacitovanych spermii prvni podskupina vzori (I.), oznacovana jako nekapacitované
spermie, obsahovala 22 spermii (12,6 %). U téchto spermii kapacitace neprobéhla. Druha skupina
(IL.), kapacitované spermie, obsahovala 152,6 spermii (87,4 %). U této fixace dle vyrazné
pfevazujici podskupiny II. U in vitro kapacitovanych spermii a pouze samotné podskupiny I.
u ejakulovanych lze bezpecné detekovat kapacitaci kancich spermii uréenou dle fosforylace

v akrosomu spermie.

Graf 1: Priumérné Cetnosti dvou podskupin vzori
U ejakulovanych i kapacitovanych spermii: U ejakulovanych
(EJ) spermii se vyskytuje pouze podskupina vzorit 1. 160 bunéek
a U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu I. 22

ig bunék a podskupinu I1. 152,6 bunék.
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V prvni fadé snimku (obr. 18) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zeleng). Na obrazku (b) jsou spermie s detekci P-Tyr oznac¢ené pomoci FITC a vazbou lektinu
PNA (Cerven¢), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu (K),
ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditelné detekovana v subekvatorialnim
segmentu, v bi¢iku a v nékterych ptipadech i v akrosomu. Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé

detekované vzory této fixace, které jsou zvlast’ znazornéné na tietim obrazku. U spermie oznacené
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vzorem A byla detekovéna fosforylace pouze v SEQS. U vzoru B probihala fosforylace navic jesté
v Kr. Vzor D se od nich 1isil tim, ze obsahoval fosforylaci i v Akr. U této fixace se u ejakulovanych
spermii vyskytovalo jesté dalsich Sest vzora, které jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni
podskupiné vzoru (I.), kam patii A az F, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zafazeny
do skupiny nekapacitovanych. U vzoru C byla detekovana fosforylace pouze v mitochondrialni
¢asti bi¢iku (Bi o), u vzort D az F prob¢hla fosforylace v SEQS a v rtizné mife v Bi a Kr. Ve druhé
podskupiné (I1.), kam patii G az CH, byla detekovana fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily jako

kapacitované. U vzoru H navic prob¢hla fosforylace v krcku a Bi o a u vzoru CH v Bi B.

Akr + sEgS + Kr

sEqQS

sEqQS + Kr

P-TyrEJ

Obrazek 18: Ejakulované spermie — fixace 2% formaldehydem ve vodé: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA); Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, Kr krcek, SEQS subekvatorialni
segment, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace;
méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 19) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie ozna¢ené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zelen¢). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC
(zelen¢) a vazbou lektinu PNA (Cervené) a také je do pravého horniho rohu vlozena negativni

kontrola (K). Fosforylace je viditelIn¢ detekovana v akrosomu a subekvatoridlnim segmentu
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hlavicky spermie. U nékterych vzori se vyskytovala iv bi¢iku. Pomoci Sipek jsou oznaceny
jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznaceného jako D probéhla fosforylace v Akr, SEQS a Kr.
TaktéZ se u této fixace in vitro kapacitovanych spermii vyskytovalo dalsich pét vzoru, které jsou
znazornény na tietim obrazku. V prvni podskupiné vzorua (I.), kam patii A az C, se nevyskytovala
fosforylace v akrosomu (Akr), proto byly zatazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru A byla
detekovana fosforylace pouze v sEQS, u vzoru B jesté v Kr. Vzor C se vyznacoval fosforylaci
v SEQS, Kr a v Bi B. Druha podskupina (II.) obsahovala spermie kapacitované, diky fosforylaci
v akrosomu (vzory D az F). U vzoru E probéhla fosforylace v Akr, Kr a koncové ¢asti Bi. Vzor

F se vyznacoval fosforylaci v Akr, SEQS, Kr a Bi B.

(a)
P-Tyr KAP

P-Tyr KAP

Obrazek 19: Kapacitované spermie — fixace 2% formaldehydem ve vodé: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA), sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin),; Akr akrosom, SEQS subekvatoridlni segment,
Kr kréek; K negativni kontrola, jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace;
meritko 10 ul, zvetseni 400x.

V grafu 2 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypoéteny praméry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probehla fosforylace u 163,6 spermii z 200
napocitanych bunék (81,8 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 179,6 spermii z 200
napocitanych bunék (89,8 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 119,6 bunék (73,1 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie.
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Podskupina Il., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 44 bun¢k (26,9 %). U in vitro
kapacitovanych spermii prvni podskupina fosforylatnich vzorti (I.), oznaCovana jako
nekapacitované spermie, obsahovala 19,4 spermii (10,8 %). U téchto spermii kapacitace
neprob¢hla. Druha skupina (I1.), kapacitované spermie, obsahovala 160,2 spermii (89,2 %). U této
fixace dle vyrazné ptrevazujici podskupiny II. u in vitro kapacitovanych spermii a ptevazujici
podskupiny L. u ejakulovanych spermii 1ze bezpecné detekovat kapacitaci kancich spermii ur¢enou

dle fosforylace v akrosomu spermie.

Graf 2: Pramérné Cetnosti dvou podskupin vzori

Fixace 2% formaldehydem u ejakulovanych i kapacitovanych spermii: U ejakulovanych
ve vodé (EJ) spermii se v podskupiné 1. vyskytuje 119,6 bunék,

U podskupiny II. 44 bunék a U kapacitovanych spermii (KAP)
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V prvni fadé snimkt (obr. 20) je zobrazena detekce fosforylovanych proteind P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou
lektinu PNA (Eerven¢), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditelné detekovana v subekvatorialnim
segmentu, v bi¢iku a v nékterych ptipadech 1 v akrosomu. Pomoci Sipek jsou zndzornény jednotlivé
detekované vzory této fixace, které jsou zvIast’ znazornéné na ttetim obrazku. U spermie oznacené
vzorem D byla detekovana fosforylace v SEQS, kr a Bi a. U vzoru G probéhla v Akr, sEQS, Bi f.
U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytovalo jesté dalSich pét vzora, které jsou znadzornény
na poslednim obrazku. V prvni podskupiné vzoru (I.), kam patii A az E, se nevyskytovala
fosforylace v Akr, proto byly zafazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru A probéhla

fosforylace pouze vsEqS, u B jest¢ v Kr. Uvzoru Cbyla detekovana fosforylace pouze
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v mitochondrialni ¢asti biciku (Bi o). U vzoru E v SEgs a Bi . Ve druhé podskupiné (II.), kam
patii F az G, byla detekovana fosforylace v akrosomu, takze se jevily jako kapacitované. U vzoru

F navic prob¢hla fosforylace v SEQS a Kr.

Akr + sEqS+ Kr + Bi B

sEqS + Kr+ Bia

P-TyrEJ

sEqS +Bi a

Obrazek 20: Ejakulované spermie — fixace 2% formaldehydem na skle: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) - FITC + PNA;
(a’)—DAPI + FITC; (b’) — FITC + PNA); Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené),
jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervene, rhodamin); Akr
akrosom, Kr krcek, SEQS subekvatoridlni segment, Bi bicik (a — mitochondrialni cast biciku, f —
cela délka biciku), K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory
této fixace;, meritko 10 ul, zvétseni 400x.
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V dalsi fadé snimka (obr. 21) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie oznacené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zelené). Na druhém snimku (b) jsou spermie s detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC
(zelené) a vazbou lektinu PNA (Cerveng) a také je do pravého horniho rohu vlozena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditelné detekovana v akrosomu a subekvatoridlnim segmentu
hlavicky spermie. U nékterych vzori se vyskytovala iv bi¢iku. Pomoci Sipek jsou oznaceny
jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznacené¢ho B probéhla fosforylace v SEQS a Kr, u vzoru
D v Akr, sEgS a Kra u vzoru G v Akr, SEQS a Bi . TaktéZ se u této fixace in vitro kapacitovanych
spermii vyskytovaly dal$i Ctyfi vzory, které jsou zndzornény na tfetim obrazku. V prvni podskupiné
vzoru (I.), kam patii A az C, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zatfazeny do skupiny
nekapacitovanych. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v SEQS, u vzoru C jesté v Kr a Bi
B. Druhé podskupina (II.) obsahovala spermie kapacitované, diky fosforylaci v akrosomu (vzory
D az G). U vzoru E prob¢hla fosforylace v Akr, SEQS a koncové ¢asti Bi. Vzor F se vyznacoval
fosforylaci v Akr, SEQS, Kr a koncové ¢asti Bi.

P-TyrKAP ¢ , P-TyrKAP %

P-TyrKAP

©  Akr+ sEqgS + Bi

. SEQS memm
Akr + sEqS + Kr

/- P-Tyr KAP
]

Obrazek 21. Kapacitované spermie — fixace 2% formaldehydem na skle: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA; (c) - FITC), Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena
DAPI (modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS
subekvatorialni segment, Kr kréek, Bi bicik; K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou
oznaceny fosforylacni vzory této fixace; méritko 10 ul, zvétseni 400x.
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V grafu 3 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypoéteny praméry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii prob¢hla fosforylace u 159,4 spermii z 200
napocitanych bun¢k (79,7 %). U in vitro kapacitovanych spermii prob¢hla u 169,2 spermii z 200
napocitanych bunék (84,6 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 119,2 bun¢k (74,8 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie.
Podskupina Il., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 40,2 bun¢k (25,2 %). U in vitro
kapacitovanych spermii prvni podskupina vzori (I.), oznacovana jako nekapacitované spermie,
obsahovala 26,2 spermii (15,5 %). U téchto spermii kapacitace neprobéhla. Druha skupina (II.),
kapacitované spermie, obsahovala 143 spermii (84,5 %). U této fixace dle vyrazné ptevazujici
podskupiny Il. u in vitro kapacitovanych spermii a ptevazujici podskupiny I. u ejakulovanych
spermii lze bezpecné detekovat kapacitaci kancich spermii urc¢enou dle fosforylace v akrosomu

spermie.

Graf 3: Prumérné Cetnosti dvou podskupin vzori
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V prvni fadé¢ snimkd (obr. 22) je vlozena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zeleng). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelené€) a vazbou
lektinu PNA (Cerveng), kterym je detekovana integrita akrosomu, Obsahuje také negativni kontrolu

(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Na obrazku (c) jsou spermie oznaceny pouze FITC.
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Fosforylace je viditeln¢ detekovana v SEQS a v Akr. Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé
detekované vzory této fixace, které jsou zvlast znazornéné na tfetim obrazku. U spermie oznacené
vzorem A byla detekovana fosforylace pouze v SEQS a proto patfi do prvni podskupiny (I.)
nekapacitovanych spermii. Ostatni vzory spadajici do druhé podskupiny (II.) se jevily jako
kapacitované. Ve vzoru B prob¢hla pouze v Akr. U vzoru C v Akr a sEQS, u D v Akr, sEqS a Kr
a u E v jesté navic v Bi a. U vzoru F byla detekovana fosforylace v Akr, SEQS a Bi f3.
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Obrazek 22: Ejakulované spermie — fixace vlhka (aceton/metanol): Lokalizace fosforylovanych
mist na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA; (c) FITC);
Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); AKr akrosom, Kr krcek, SEQS subekvatoridlni
segment, Bi bicik (0. — mitochondridlni cast biciku), K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky
Jjsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko 10 ul, zvetSeni 400x.

V dalsi fadé snimka (obr. 23) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zelen¢). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC
(zelen¢) a vazbou lektinu PNA (Cervené) a také je do pravého horniho rohu vlozena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditelné detekovana v akrosomu a subekvatorialnim segmentu

hlavicky spermie. U nékterych vzort se vyskytovala i v bi¢iku. Pomoci Sipek jsou oznaceny
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jednotlivé vzory této fixace. U vzoru A probéhla fosforylace v SEQS, u vzoru D v Akr, SEQS
a uvzoru E v Akr, seEQS a Kr. Taktéz se u této fixace in vitro kapacitovanych spermii vyskytovalo
dal8ich pét vzori, které jsou znazornény na tietim obrazku. V prvni podskupiné vzora (I.), kam
patii Aaz C, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zafazeny do skupiny
nekapacitovanych. U vzoru B byla detekovana fosforylace v SEQS a Kr, u vzoru C v sEqS, Kr
a koncové casti Bi. Druhd podskupina (II.) obsahovala spermie kapacitované, diky fosforylaci
v akrosomu (vzory D az H). U vzoru F probéhla fosforylace v Akr a Kr. Vzor G se vyznacoval

fosforylaci v Akr, SEQS a koncové ¢asti Bi a vzor H v Akr, sEgS a Bi .

\. sEqS

(a)
P-Tyr KAP

P-Tyr KAP

Obrazek 23: Kapacitované spermie — fixace vihkd (aceton/metanol): Lokalizace fosforylovanych
mist na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA), Sipky znaci
pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou
oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatorialni segment, Kr krcek;
K negativni kontrola,; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacn vzory této fixace; méritko
10 ul, zvetseni 400x.

V grafu 4 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypoéteny praméry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 165,8 spermii z 200
napocitanych bunék (82,9 %). U in vitro kapacitovanych spermii prob¢hla u 185,4 spermii z 200

napocitanych bun¢k (92,7 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
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spermie, obsahovala 73 bun¢k (44,1 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie. Podskupina
I1., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 92,8 bun¢k (55,9 %). U in vitro kapacitovanych
spermii prvni podskupina vzori (I.), oznacovéana jako nekapacitované spermie, obsahovala 32,2
spermii (17,4 %). U téchto spermii kapacitace neprob&hla. Druha skupina (II.), kapacitované
spermie, obsahovala 153,2 spermii (82,6 %). U této fixace uz nelze bezpecné detekovat kapacitaci
kancich spermii urc¢enou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro kapacitovanych spermii
sice vyrazn¢ prevazuje podskupina II., ale u ejakulovanych spermii jsou podskupiny celkem

vyrovnané a vyskytuje se zde velky pocet spermii z podskupiny I1.

Graf 4: Primérné cdetnosti dvou podskupin vzorii
U ejakulovanych i kapacitovanych spermii:
U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné 1.
vyskytuje 73 bunek, u podskupiny Il. 92,8 bunék
200 a U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu I
32,2 buneék a podskupinu Il 153,2  bunek.
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(aceton/metanol)
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V prvni fadé¢ snimkd (obr. 24) je vlozena detekce fosforylovanych proteind P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou
lektinu PNA (Eervené), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditelné detekovana v SEQS a v AKr.
Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvlast
znazornéné na tfetim obrazku. U spermie oznacené vzorem D byla detekovana fosforylace v Akr
a sEgS. U vzoru E probehla fosforylace jesté navic v Kr. U této fixace se u ejakulovanych spermii
vyskytovalo jesté dalSich pét vzord, které jsou zndzornény na poslednim obrdzku. V prvni

podskupiné vzori (I.), kam patii A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zatazeny
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do skupiny nekapacitovanych. U vzoru A probéhla fosforylace pouze v SEQS, u B jesté v Kr. Ve
druhé podskuping (II.), kam patii C az G, byla detekovana fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily
jako kapacitované. U vzoru C prob¢hla fosforylace pouze v Akr, u F v Akr, sEQS, Kr a Bi
aau G v Akr, segS a Bi .

Obrazek 24: Ejakulované spermie — fixace vihkda metanol 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA), Sipky znaci pozitivni
reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou oznaceny
PNA (Cervene, rhodamin); Akr akrosom, Kr kréek, SEQS subekvatoridlni segment, K negativni
kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; méritko 10 ul,
zvetseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 25) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zeleng). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cerveng) a také je do pravého horniho rohu vloZzena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditelné detekovana v akrosomu a subekvatoridlnim segmentu
hlavicky spermie. U nékterych vzort se vyskytovala i v bi¢iku. Pomoci Sipek jsou oznaceny
jednotlivé vzory této fixace. U vzoru E probéhla fosforylace v Akr a Kr, u vzoru F v Akr a SEQS
a uvzoru G v Akr, skEgS a Kr. Taktéz se u této fixace in vitro kapacitovanych spermii vyskytovalo

dalsich Sest vzori, které jsou znazornény na tfetim obrazku. V prvni podskupiné vzoru (I.), kam
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patii A az D, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zafazeny do skupiny
nekapacitovanych. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v seqS, u vzoru B v sEqS a K,
u C v Kr a koncové ¢asti Bi a u D v SEQS a koncové ¢asti Bi. Druha podskupina (II.) obsahovala
spermie kapacitované, diky fosforylaci v akrosomu (vzory E az CH). U vzoru H prob¢hla
fosforylace v Akr a sSEqS a Bi a. Vzor CH se vyznacoval fosforylaci v Akr, SEQS a Bi p.

\

Akr + sEqS

P-Tyr KAP

Obrazek 25: Kapacitované spermie — fixace vihkda metanol 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA); Sipky znaci
pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou
oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatorialni segment, Kr krcek;
K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace;, méritko
10 ul, zvetseni 400x.

V grafu 5 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypoéteny praméry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 132,2 spermii z 200
napocitanych bunék (66,1 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 153,2 spermii z 200
napocitanych bunék (76,6 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 43 bun¢k (32,5 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie. Podskupina

I1., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 89,2 bunék (67,5 %). U in vitro kapacitovanych
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spermii prvni podskupina vzoru (I.), oznacovana jako nekapacitované spermie, obsahovala 37,8
spermii (24,7 %). U téchto spermii kapacitace neprob&hla. Druhd skupina (II.), kapacitované
spermie, obsahovala 115,4 spermii (75,3 %). U této fixace uz nelze bezpecné detekovat kapacitaci
kancich spermii uréenou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro kapacitovanych spermii
sice vyrazné prevazuje podskupina II., ale u ejakulovanych spermii také prevazuje podskupina II.
Tato podskupina II. obsahuje mnohem vic bunék nez predesla fixace (Vlhka aceton/metanol)

a z toho ditvodu je na ni horsi spoleh.

VIhka fixace - 70% Graf 5: Pramérné cetnosti dvou podskupin vzori

metanolem U ejakulovanych i kapacitovanych spermii:
U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné I. vyskytuje
43 bunék, u podskupiny Il. 89,2
160 bunék a U kapacitovanych  spermii  (KAP)  tvori
140 podskupinu 1. 37,8 bunék a podskupinu Il. 115,4 bunék.
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V prvni tfadé¢ snimkd (obr. 26) je vlozena detekce fosforylovanych proteina P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou
lektinu PNA (Eerven¢), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditeln¢ detekovana v Akr a SEQS.
Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvlast
znazornéné na tfetim obrazku. U spermie oznac¢ené vzorem B byla detekovana fosforylace v Akr,
u D v Akr astEqS au E v Akr, sEqS a Kr. U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytovaly
jeste dalsich tfi vzory, které jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni podskupiné vzori (1.),
kam patii pouze A, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byl zafazen do skupiny

nekapacitovanych. U vzoru A probéhla fosforylace pouze v sEqS. Ve druhé podskuping (I1.), kam
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patii B az F, byla detekovana fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily jako kapacitované. U vzoru

C probéhla fosforylace v Akr a Kr, a u vzoru F v Akr, Kr a Bi B.
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Obrazek 26: Ejakulované spermie — fixace vihkda metanol 35%: Lokalizace fosforylovanych mist
na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA), sipky znaci pozitivni
reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou oznaceny
PNA (Cervene, rhodamin); Akrs akrosom, Kr kréek, SEQS subekvatorialni segment, K negativni
kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko 10 ul,
zveétSeni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 27) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cerveng) a také je do pravého horniho rohu vloZzena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditelné detekovana v akrosomu a subekvatoridlnim segmentu
hlavicky spermie. Pomoci Sipek jsou oznaCeny jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznacen¢ho
jako D probéhla fosforylace v Akr, SEQS, u vzoru E jesté navic v Kr. Taktéz se u této fixace in vitro
kapacitovanych spermii vyskytovalo dalSich pét vzort, které jsou zndzornény na tretim obrazku.
V prvni podskupiné vzoru (I.), kam patii A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly
zafazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v SEQS,

u vzoru B pouze v Kr. Druhé podskupina (II.) obsahovala spermie kapacitované, diky fosforylaci
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v akrosomu (vzory C az G). U vzoru C probéhla fosforylace v Akr a Kr. Vzor F se vyznacoval

fosforylaci v Akr, SEQS a koncové ¢asti Bi a vzor F v Akr, sEqS a Bi B.

P-Tyr KAP P-Tyr KAP

Akr + sEqS
2

\

P-Tyr KAP

Obrazek 27: Kapacitované spermie — fixace vlhkda metanol 35%: Lokalizace fosforylovanych mist
na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA); Sipky znaci
pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou
oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatoridlni segment, Kr kréek;
K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko
10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 6 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zafazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokusi, z nichz byly vypocteny prameéry,
které zobrazuje graf niZze. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 128,6 spermii z 200
napocitanych bun¢k (64,3 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 145,4 spermii z 200
napocitanych bun¢k (72,7 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 27 bunék (21 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie. Podskupina
I1., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 101,6 bunék (79 %). U in vitro kapacitovanych
spermii prvni podskupina vzoru (I.), oznaCovéana jako nekapacitované spermie, obsahovala 17,8
spermii (12,3 %). U téchto spermii kapacitace neprob&hla. Druha skupina (II.), kapacitované

spermie, obsahovala 127,6 spermii (87,7 %). U této fixace uz nelze bezpecné detekovat kapacitaci
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kancich spermii urcenou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro kapacitovanych spermii

sice vyrazn¢ pievazuje podskupina II., ale u ejakulovanych spermii také prevazuje podskupina Il.

Vlhka fixace aceton 70%

VlIhka fixace - 35%

E)

metanolem

KAP

Graf 6: Pramérné detnosti dvou podskupin vzori
U ejakulovanych i kapacitovanych spermii:
U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné I. vyskytuje
27  bunek, u podskupiny Il. 101,6  bunék
a U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu I. 17,8
bunek a podskupinu 11. 127,6 bunek.

V prvni fadé¢ snimkd (obr. 28) je vlozena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr

u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC

(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou

lektinu PNA (Cerveng), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu

(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditeln¢ detekovana v Akr a SEQS.

Pomoci Sipek jsou zndzornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvIast

znazornéné na tietim obrazku. U spermie oznacené vzorem A byla detekovana fosforylace pouze

v SEQS, uD v Akr a sEqS a u F v Akr, sEqS a Bi B. U této fixace se u ejakulovanych spermii

vyskytovaly jesté dalSich tii vzory, které jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni

podskupiné vzori (I.), kam patii A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zatazeny

do skupiny nekapacitovanych. U vzoru B probéhla fosforylace v SEQS a Kr. Ve druhé podskupiné

(II.), kam patii C az F, byla detekovana fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily jako kapacitované.

U vzoru C probéhla fosforylace jen v Akr a u vzoru E v Akr, sEqS a Kr.
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Obrazek 28: Ejakulované spermie — fixace vlhka aceton 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA), sipky znaci pozitivni
reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou oznaceny
PNA (Cervene, rhodamin); Kr krcek, SEQS subekvatorialni segment, Bi bicik, K negativni kontrola;
Jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 29) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cerveng) a také je do pravého dolniho rohu vloZena negativni
kontrola (K). Na obrazku (c) je spermie znacena pouze pomoci FITC (zelen¢€). Fosforylace je
viditeln¢ detekovana v akrosomu a subekvatoridlnim segmentu hlavicky spermie. Pomoci Sipek
jsou oznaceny jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznaceného jako C probéhla fosforylace v Akr
a Kr, u vzoru D v Akr a sEqS a u vzoru E v Akr, sEgS a Kr. Taktéz se u této fixace in vitro
kapacitovanych spermii vyskytovaly dalsi tfi vzory, které jsou znazorn€ny na tietim obrazku.
V prvni podskupiné vzort (I.), kam patii A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly
zafazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v SEQS,
uvzoru B jest¢ navic v Kr. Druha podskupina (II.) obsahovala spermie kapacitované, diky

fosforylaci v akrosomu (vzory C az F). U vzoru F prob¢hla fosforylace v Akr a SEQS a Bi .
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Obrazek 29: Kapacitované spermie — fixace vlhka aceton 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA; (c)- FITC); sipky
znaci pozitivai reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy
Jjsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatoridalni segment, Kr krcek,
Bi p cela délka biciku; K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni
VZory této fixace; meritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 7 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypoéteny praméry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 163,8 spermii z 200
napocitanych bunék (81,9 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 176 spermii z 200
napocitanych bun¢k (88 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 78,6 bun¢k (48 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie. Podskupina
I1., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 85,2 bun¢k (52 %). U in vitro kapacitovanych
spermii prvni podskupina vzori (I.), oznacovéana jako nekapacitované spermie, obsahovala 31,4
spermii (17,8 %). U téchto spermii kapacitace neprob&hla. Druha skupina (II.), kapacitované
spermie, obsahovala 144,6 spermii (82,2 %). U této fixace uz nelze bezpecné detekovat kapacitaci
kancich spermii urcenou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro kapacitovanych spermii
sice vyrazné pievazuje podskupina II., ale u ejakulovanych spermii jsou obé podskupiny velmi

vyrovnané.
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- raf 7: Prumérné cetnosti dv kupin 7
VIhks fixace - 70% acetonem Gra raumérné cetnosti dvou podskupin vzori

U ejakulovanych i kapacitovanych spermii:
U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné 1. vyskytuje
180 78,6  bunek, u podskupiny 1. 852  bunck
160 a U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu 1.
Eg 31,4 bunék a podskupinu II. 144,6  bunék.
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V prvni fadé¢ snimkd (obr. 30) je vlozena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou
lektinu PNA (Cerveng), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditelné¢ detekovana v Akr a SEQS.
Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvlast
znazornéné na tretim obrazku. U spermie oznacené vzorem A byla detekovéna fosforylace pouze
v SEQS, u C v Akr a sE@S. U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytovaly jesté dalsich tti
vzory, kter¢ jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni podskupiné vzort (I.), kam patii A az
B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zafazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru
B probéhla fosforylace v SEqS a Kr. Ve druhé podskupiné (II.), kam patii C az E, byla detekovana
fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily jako kapacitované. U vzoru D probéhla fosforylace v Akr,
sEqS a Kr a u vzoru E v Akr, sEqS a Bi .
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Obrazek 30: Ejakulované spermie — fixace vlhka aceton 35%: Lokalizace fosforylovanych mist
na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA), sipky znaci pozitivni
reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou oznaceny
PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatoridalni segment, K negativni kontrola;
Jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimkd (obr. 31) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie ozna¢ené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zeleng€). Na druhém snimku (b) jsou spermie s detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cervené) a také je do pravého horniho rohu vloZena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditelné¢ detekovana v subekvatoridlnim segmentu a Vv nékterych
ptipadech v akrosomu hlavic¢ky spermie. Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé vzory této fixace.
U vzoru oznac¢eného jako B probéhla fosforylace v SEQS a Kr, u vzoru E v Akr a Kr, u vzoru
F v Akr, sEqS a Kr a u vzoru G v Akr, SEQS a Bi B. Taktéz se u této fixace in vitro kapacitovanych
spermii vyskytovaly dal$i tfi vzory, které jsou znazornény na tietim obrazku. V prvni podskupiné
vzorl (I.), kam patii A aZ D, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zafazeny do skupiny
nekapacitovanych. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v SEQS, uvzoru C pouze
Vv koncové ¢asti bi¢iku a u vzoru D v SEqS a koncové ¢asti Bi. Druha podskupina (II.) obsahovala

spermie kapacitované, diky fosforylaci v akrosomu (vzory E az G).
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Obrazek 31: Kapacitované spermie — fixace vlhka aceton 35%: Lokalizace fosforylovanych mist
na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA), Sipky znaci
pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou
oznaceny PNA (cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatoridlni segment, Kr krcek, Bi
cela délka biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory
této fixace;, méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 8 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zafazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokusi, z nichz byly vypocteny prameéry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 146,2 spermii z 200
napocitanych bun¢k (73,1 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 174,6 spermii z 200
napocitanych bunck (87,3 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 67,2 bun¢k (46 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie. Podskupina
I1., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 79 bun¢k (54 %). U in vitro kapacitovanych
spermii prvni podskupina vzoru (I.), ozna¢ovana jako nekapacitované spermie, obsahovala 40,8
spermii (23,4 %). U téchto spermii kapacitace neprob&hla. Druha skupina (IL.), kapacitované
spermie, obsahovala 133,8 spermii (76,6 %). U této fixace uz nelze bezpecné detekovat kapacitaci
kancich spermii urcenou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro kapacitovanych spermii
sice vyrazné pievazuje podskupina Il., ale u ejakulovanych spermii jsou ob& podskupiny velmi

vyrovnané.
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VIhké fixace - 35% acetonem Graf 8: Pramérné cdetnosti dvou podskupin vzorii

U ejakulovanych i kapacitovanych spermii:
U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné I. vyskytuje
180 67,2 bunek, u podskupiny I1. 79 bunék a u kapacitovanych
160 spermii  (KAP) tvori podskupinu 1. 40,8 bunék
Eg a podskupinu 1. 133,8 bunék.
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ZasuSeni spermii s naslednou fixaci

V prvni fadé¢ snimkd (obr. 32) je vlozena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou
lektinu PNA (Cerveng), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditeln¢ detekovana v Akr a SEQS.
Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvlast
znazornéné na tretim obrazku. U spermie oznacené vzorem A byla detekovéna fosforylace pouze
v SEQS, u B vsEgS a Kr, u G v Akr, sEgS, Kr a Bi a. U této fixace se u ejakulovanych spermii
vyskytovalo jesté dalSich pét vzorl, které jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni
podskupiné vzori (I.), kam patii A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zatazeny
do skupiny nekapacitovanych. Ve druhé podskupiné (II.), kam patii C az H, byla detekovana
fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily jako kapacitované. U vzoru C prob¢hla fosforylace jen

v Akr, uvzoru D v Akr a Kr, u E v Akr a seqS, u F v Akr, sEqS a Krau H v Akr, sEgS a Bi f.
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Obrazek 32: Ejakulované spermie — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA), sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); AKr akrosom, Kr krcek, SEQS subekvatorialni
segment, Bi bicik (o. — mitochondridlni cast biciku), K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky
Jjsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; méritko 10 ul, zvetseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 33) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie zna¢ené pomoci DAPI (modfe)
aFITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cervené) a také je do pravého horniho rohu vloZena negativni
kontrola (K). Na obrazcich (c), (d) a (e) jsou spermie znafeny pouze pomci FITC (zeleng).
Fosforylace je viditelné detekovana v akrosomu a subekvatorialnim segmentu hlavi¢ky spermie.
Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznacen¢ho jako E probéhla
fosforylace v Akr, sEqS a Kr u vzoru F v Akr a Kr. U vzoru G probéhla fosforylace v Akr, sEqS,
Kr a koncové casti Bi a u vzoru H v Akr, sEqQS a Bi B. Taktéz se u této fixace in vitro
kapacitovanych spermii vyskytovaly dalsi ¢tyfi vzory, které jsou znazornény na tietim obrazku.
V prvni podskupiné vzor (I.), kam patii A az C, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly
zafazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v SEQS,

uvzoru B jest¢ navic v Kr. U vzoru C vsEqS a koncové ¢asti Bi. Druhd podskupina (II.)
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obsahovala spermie kapacitované, diky fosforylaci v akrosomu (vzory C az G). U vzoru D prob¢hla

fosforylace v Akr a SEQS.

P-Tyr KAP
(b)

Bi B
Akr + sEqS

P-Tyr KAP

Obrazek 33: Kapacitované spermie — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA; (c), (d), (e) - FITC); Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou
oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin),; Akr akrosom, SEQS
subekvatorialni segment, Kr kréek, Bi f celd délka biciku, K negativni kontrola, jednotlivymi
pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace;, méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 9 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypoéteny prameéry,
které zobrazuje graf niZze. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 157,8 spermii z 200
napocitanych bunék (78,9 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 173 spermii z 200
napocitanych bunék (86,5 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 64,8 bun¢k (41,1 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie.
Podskupina Il., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 93 bun¢k (58,9 %). U in vitro
kapacitovanych spermii prvni podskupina vzori (I.), oznacovéana jako nekapacitované spermie,
obsahovala 39,2 spermii (22,7 %). U téchto spermii kapacitace neprobéhla. Druha skupina (II.),
kapacitované spermie, obsahovala 133,8 spermii (77,3 %). U této fixace uz nelze bezpecné

detekovat kapacitaci kanéich spermii uréenou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro
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kapacitovanych spermii sice vyrazné prevazuje podskupina II., ale u ejakulovanych spermii jsou

ob¢ podskupiny relativné vyrovnané s ptevahou podskupiny II.

Graf 9: Prumérné cetnosti dvou podskupin vzori
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ZasuSeni spermii s naslednou fixaci metanolem

V prvni fadé¢ snimka (obr. 34) je vlozena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie s detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou
lektinu PNA (Cervené), kterym je detekovana integrita akrosomu a na obrazku (c) jsou oznaceny
akrosomy pomoci PNA (Cervenég). Obsahuje také negativni kontrolu (K), ktera slouzi k porovnani
fosforylace. Fosforylace je viditeln¢ detekovana v SEqS a v Akr. Pomoci $ipek jsou znazornény
jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvlast' znazornéné na tietim obrazku. U spermie
oznacené vzorem C byla detekovana fosforylace v Akr a SEQS. U vzoru D probéhla fosforylace
jesté navic v Kr. U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytovaly jesté dalsi tii vzory, které
jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni podskupiné vzort (I.), kam patii pouze A, se
nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byl zafazen do skupiny nekapacitovanych. U vzoru
A prob¢hla fosforylace pouze v SEQS. Ve druhé podskupiné (I1.), kam patti B az E, byla detekovana
fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily jako kapacitované. U vzoru B probéhla fosforylace pouze

v Akr, u E v Akr, sEQS a Bi .
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Obrazek 34: Ejakulované spermie — zasuSeni spermii s ndaslednou fixaci metanolem: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA;
(c) PNA); sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, Kr kréek, SEQS
subekvatorialni segment, Bi bicik, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny
fosforylacni vzory této fixace; méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 35) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cerveng) a také je do pravého horniho rohu vloZena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditelné detekovana v akrosomu a subekvatorialnim segmentu
hlavicky spermie. Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznacen¢ho
jako A probé¢hla fosforylace pouze v sEQS, u vzoru D v Akr a SEQS. TaktéZ se u této fixace in vitro
kapacitovanych spermii vyskytovalo dalSich pét vzora, které jsou zndzornény na tietim obrazku.
V prvni podskupiné vzoru (I.), kam patii A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly
zatazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru B byla detekovana fosforylace v SEQS a koncové

¢asti Bi. Druha podskupina (I1.) obsahovala spermie kapacitované, diky fosforylace v akrosomu
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(vzory C az G). U vzoru C prob¢hla fosforylace pouze v Akr. Vzor E se vyznacoval fosforylaci
v Akr, sEqS a Kr, vzor F v Akr, sEQS a koncové ¢asti Bi a vzor G v Akr, sEQS a Bi p.

P-Tyr KAP P-Tyr KAP
Akr+ seqS

P-Tyr KAP

Obrazek 35: Kapacitované spermie — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci metanolem: Lokalizace

fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA), sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatoridlni segment;
K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko
10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 10 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zafazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokusi, z nichz byly vypocteny prameéry,
které zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 159,6 spermii z 200
napocitanych bun¢k (79,8 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 175,8 spermii z 200
napocitanych bunék (87,9 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 29 bun¢k (18,2 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie. Podskupina
Il., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 130,6 bun¢k (81,8 %). U in vitro
kapacitovanych spermii prvni podskupina vzori (I.), oznacovana jako nekapacitované spermie,
obsahovala 27,6 spermii (15,7 %). U téchto spermii kapacitace neprobéhla. Druha skupina (II.),
kapacitované spermie, obsahovala 148,2 spermii (84,3 %). U této fixace uz nelze bezpecné
detekovat kapacitaci kancich spermii urcenou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro

kapacitovanych spermii sice vyrazné pievazuje podskupina II., ale u ejakulovanych spermii také

73



pfevazuje podskupina II. Tato podskupina II. obsahuje mnohem vic bun¢k nez piedesla fixace

(Zasuseni spermii s naslednou fixaci) a z toho diivodu je na ni horsi spoleh.

Graf 10: Pramérné detnosti dvou podskupin vzori
U ejakulovanych i kapacitovanych spermii.
U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné I. vyskytuje
29  bunék, u podskupiny 1. 130,6  bunck
180 a U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu 1. 27,6
bunek a podskupinu 11 148,2 bunék.
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ZasuSeni spermii s naslednou fixaci acetonem

V prvni fadé¢ snimkd (obr. 36) je vlozena detekce fosforylovanych proteini P-Tyr
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr ozna¢ené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou
lektinu PNA (Cerveng), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditelné detekovana v SEQS a v Akr.
Pomoci Sipek jsou znizornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které jsou zvIast
znazornéné na tietim obrazku. U spermie oznacené vzorem A byla detekovana fosforylace pouze
v SEQS. U vzoru C v Akr a seqS. U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytovaly jesté dalsi
Ctyfi vzory, které jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni podskupin€ vzora (I.), kam patfi
A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr, proto byly zafazeny do skupiny nekapacitovanych.
U vzoru B prob¢hla fosforylace pouze v SEQS a Bi a. Ve druhé podskupiné (I1.), kam patii C az
F, byla detekovana fosforylace v akrosomu, tudiz se jevily jako kapacitované. U vzoru D probéhla

fosforylace v Akr, sEgS a Kr, u vzoru E v Akr, sEqS, Bi a a u vzoru F v Akr, SEQS a Bi .
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Obrazek 36: Ejakulované spermie — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci acetonem: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA), sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (cervené, rhodamin),; Akr akrosom, sEQS subekvatoridlni segment,
K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko
10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 37) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Tyr u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené pomoci DAPI (modie)
aFITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie S detekci P-Tyr oznacené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cerveng) a také je do pravého horniho rohu vloZzena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditeln¢ detekovana v akrosomu a subekvatoridlnim segmentu
hlavicky spermie. Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé vzory této fixace. U vzoru oznacen¢ho
jako A prob¢hla fosforylace pouze v SEQS, u vzoru D jesté navic v Akr. Taktéz se u této fixace in
vitro kapacitovanych spermii vyskytovaly dalsi ¢tyii vzory, které jsou znazornény na tietim
obrazku. V prvni podskupiné vzoru (I.), kam patii A az B, se nevyskytovala fosforylace v Akr,
proto byly zatazeny do skupiny nekapacitovanych. U vzoru B byla detekovana fosforylace v SEQS

a koncové ¢asti bi¢iku. Druha podskupina (I1.) obsahovala spermie kapacitované, diky fosforylaci
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v akrosomu (vzory C az F). U vzoru C probé¢hla fosforylace pouze v Akr. Vzor E se vyznacoval

fosforylaci v Akr, SEQS a Kr a vzor F v Akr, sEQS a koncové ¢asti Bi.

P-Tyr KAE;

e\

Akr + sEqS

P-Tyr KAP

Obrazek 37: Kapacitované spermie — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci acetonem: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Tyr), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA), sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom, SEQS subekvatoridlni segment;
K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko
10 ul, zvétseni 400x.

Na grafu 11 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zafazenych do dvou podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokusi, z nichz byly vypocteny prameéry,
které zobrazuje graf niZze. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 156 spermii z 200
napocitanych bunék (78 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 170,6 spermii z 200
napocitanych bunék (85,3 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I.), nekapacitované
spermie, obsahovala 41,6 bun¢k (26,7 %) diky absenci fosforylace v akrosomu spermie.
Podskupina Il., spermie jevici se jako kapacitované, obsahovala 114,4 bun¢k (73,3 %). U in vitro
kapacitovanych spermii prvni podskupina vzora (I.), oznaovana jako nekapacitované spermie,
obsahovala 26,8 spermii (15,7 %). U téchto spermii kapacitace neprobéhla. Druha skupina (II.),
kapacitované spermie, obsahovala 143,8 spermii (84,3 %). U této fixace uz nelze bezpecné

detekovat kapacitaci kancich spermii urcenou dle fosforylace v akrosomu spermie. U in vitro
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kapacitovanych spermii sice vyrazné ptevazuje podskupina II., ale u ejakulovanych spermii také
pfevazuje podskupina II. Ve srovnani s piedeSlou fixaci (ZasuSeni spermii s néslednou fixaci
metanolem) je na tom o néco Iépe z duvodu vétsSiho poctu bunék podskupiny I. u ejakulovanych

spermii.

Graf 11: Priumérné detnosti dvou podskupin vzorii
U ejakulovanych i kapacitovanych spermii:
U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné 1. vyskytuje
416 bunek, u podskupiny 1. 1144  bunék

Zasuseni spermii s
naslednou fixaci acetonem

180 a U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu I. 26,8
ﬁg bunék a podskupinu 1. 143,8 bunék.
120
100 I
80 u|
60
40
20
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Tyto fixacni latky byly vybrany, protoze jsou casto pouzivané v imunofluorescencni
mikroskopii. Vysledky této prace ukazuji, ze téchto 11 fixa¢nich metod reaguje jinak na

membranové antigeny.

Statistické vyhodnoceni tyrosinové fosforylace

U vS8ech vzorki byly fosforylacni vzory vyhodnocovany u 200 spermatickych bun¢k. Primérna
hodnota kazdého pozorovaného vzorku byla vypoctena z dat normalizovanych na procenta. Kazda
fixace (pokus) byla provedena pétkrat. Statisticky vyznamné rozdily byly zjistény provedenim
analyzy rozptylu ANOVA pomoci dvou statistickych programi, a to STATISTICA a GraphPad.
Testovani rozdild mezi skupinami bylo provedeno za pouziti Tukeyuv test s hladinou vyznamnosti

nastavenou na p < 0,05.

Zam¢tili jsme se na porovnani skupiny ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii.
Celkove byl zjistén signifikantni rozdil mezi ejakulovanymi a in vitro kapacitovanymi spermiemi

(ANOVA, p <0,05). Zajimali nas rozdily v kapacita¢nim stavu (I1.).
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V ramci nekapacitovanych spermii (fosforylacniho vzoru 1.) (graf 12) byl zjistén signifikantni
rozdil (ANOVA, p < 0,05) mezi formaldehydovymi fixacemi s vlhou fixaci 35% metanolem
(F) a zasusenim spermii s naslednou fixaci metanolem (I). Mezi jednotlivymi formaldehydovymi
fixacemi (formaldehyd v suspenzi A/B a formaldehyd na sklicku C) nebyl Zadny rozdil. V ramci
fixaci 70% (G) a 35% (H) aceton nebyl detekovan zadny rozdil. Taktéz nebyl detekovan zadny

rozdil mezi vlhkou fixaci (aceton/metanol) (D) a zasuSenim spermii s naslednou fixaci (CH).

Fosforylacni vzor .

100~ (Nekapacitované spermie)

80

60 —
EJ«ar

Procentualni zastoupeni bunék

I

B I i I e e I A I
A B C D E F H I

Typ fixace

Graf 12: Procentudlni zastoupeni bunek jednotlivych fixaci s fosforylacnim vzorem I
(nekapacitované spermie). EJ ejakulované spermie, KAP kapacitované spermie; A — fixace 2%
formaldehydem ve vodée s BSA, B — fixace 2% formaldehydem ve vode, C — fixace 2%
formaldehydem na skle, D — vihka fixace (aceton/metanol), E — vihka fixace metanol 70%, F —
vihka fixace metanol 35%, G — vihka fixace aceton 70%, H — vihka fixace aceton 35%, CH —
zasusSeni spermil s ndslednou fixaci, I — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci metanolem, J —
zasuSeni spermii s naslednou fixaci acetonem.

V ramci kapacitovanych spermii (fosforylatni vzor II.) (graf 13) byl opét detekovan
signifikantni rozdil (ANOVA, p < 0,05) mezi formaldehydovymi fixacemi (A, B, C) a vSemi
ostatnimi fixacemi. Mezi fixacemi vlhka fixace 70% metanol (E), vlhka fixace 35% metanol
(F) a zasuseni spermii s naslednou fixaci metanolem nebyl detekovan zadny rozdil (I). Dale nebyl
detekovan rozdil mezi fixacemi vlhka fixace aceton 35% (H) a zasuSeni spermii s naslednou fixaci

(CH). Statisticky vyznamny rozdil (ANOVA, p < 0,05) byl detekovan mezi zasuSeni spermii
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S naslednou fixaci (CH) a jejimi modifikacemi zasuseni spermii s ndslednou fixaci metanolem

(1) a acetonem (J).

Fosforylacni vzor Il.
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Graf 13: Procentudlni zastoupeni bunek jednotlivych fixaci s fosforylacnim vzorem Il.
(kapacitované spermie). EJ ejakulované spermie, KAP kapacitované spermie; A — fixace 2%
formaldehydem ve vodé s BSA, B — fixace 2% formaldehydem ve vode, C — fixace 2%
formaldehydem na skle, D — vihkad fixace (aceton/metanol), E — vihka fixace metanol 70%, F —
vihka fixace metanol 35%, G — vihka fixace aceton 70%, H — vihka fixace aceton 35%, CH —
zasuSeni spermii s naslednou fixaci, I —zasuSeni spermii s naslednou fixaci metanolem, J — zasuseni
spermii s ndslednou fixaci acetonem.

V grafu 14 jsou znazornény fixace fosforyla¢niho vzoru II. Jednalo se o kapacitacni stav, ktery
byl pro nas klicovy. Jde o stejné zpracovani dat jako u grafu 13. Pro lepsi ptehlednost byla od sebe
rozdélena skupina fixaci ejakulovanych a kapacitovanych spermii. Je zde viditelné, Zze mezi
fixacemi je signifikantni rozdil (ANOVA, p < 0,05) mezi ejakulovanymi a in vitro kapacitovanymi
spermiemi. V ramci in vitro kapacitovanych spermii dochézelo pouze k malym rozdilim, ov§em

u ejakulovanych spermii byly rozdily signifikantni (ANOVA, p < 0,05).
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Graf 14: Procentudlni zastoupeni bunék jednotlivych fixaci s fosforylacnim vzorem Il.
(nekapacitované spermie). Pro lepsi prehlednost jsou zde zvlast oddeleny ejakulované spermie od
kapacitovanych spermii. EJ ejakulované spermie, KAP kapacitované spermie; A (EJ) a A" (KAP) —
fixace 2% formaldehydem ve vodé s BSA, B (EJ) a B'(KAP) — fixace 2% formaldehydem ve vode,
C (EJ) a C'(KAP) — fixace 2% formaldehydem na skle, D (EJ) a D'(KAP) — vihka fixace
(aceton/metanol), E (EJ) a E'(KAP) — vlhka fixace metanol 70%, F (EJ) a F'(KAP) — vilhka fixace
metanol 35%, G (EJ) a G'(KAP) — vihka fixace aceton 70%, H (EJ) a H'(KAP) — vihka fixace
aceton 35%, CH (EJ) a CH'(KAP) — zasuSeni spermii s naslednou fixaci, I (EJ) a I'(KAP) —
zasuSeni spermii s naslednou fixaci metanolem, J (EJ) a J'(KAP) — zasuSeni spermii s naslednou
fixaci acetonem.
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5.1.2 DETEKCE FOSFORYLOVANYCH PROTEINU POMOCI PROTILATKY PROTI

FOSFOSERINU

Vysledky detekce fosforylovanych proteini pomoci protilatky proti fosfoserinu ve spermiich
kance jsou ukézany na nésledujici sérii snimkt. U kazdé fixace je dolozena fosforylace proteint
jak u vzorku s ejakulovanymi spermiemi, tak u vzorkd s in vitro kapacitovanymi spermiemi (kap.
4.3.). Ob¢ tyto skupiny vzorka byly rozdé€leny na podskupiny, které byly oznaceny jako (1.), (I1.)
a (111.) podle probéhlé fosforylace. VSechny tii podskupiny se vyskytovaly pouze u par fixaci,
vétsinou se mezi sebou lisily. Odlisnosti v podskupinach se vyskytovaly i mezi ejakulovanymi a in
vitro kapacitovanymi spermiemi té samé fixace. Toto rozdéleni na podskupiny bylo provedeno
podle fosforylace v bi¢iku, protoze je pro serin typicka. Podskupina (I.) je typicka svou fosforylaci
v bi¢iku, podskupina (II.) v bi¢iku i akrosomu a podskupina (III.) pouze v akrosomu. Pro lepsi
prehlednost zde nejsou zafazeny obrazky se znacenim vSech tfech fluochromt (DAPI, FITC,
PNA), kvuli ptekryvani vrstev a Spatné viditelnosti fosforylovanych mist. Imunolokalizace byla
provedena dle metodiky (kap. 4.5.1.) pomoci neptimé imunofluorescenéni mikroskopie. VétSina
snimkl je oznacena jako (a) DAPI + FITC a (b) FITC + PNA, ovSem se zde vyskytuji i dalsi
snimky, které jsou znac¢ené pouze FITC nebo PNA. Ke v§em snimktim jsou doloZeny jesté obrazky

specifickych fosforyla¢nich vzori, které se vyskytuji u dané fixace.
Fixace 2% formaldehydu ve vodé s BSA

V prvni tadé snimka (obr. 38) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie S detekci P-Ser znacené pouze FITC
(zeleng). Na obrazku (b) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC (zelen€). Znaceni pomoci
DAPI (modie) vykresluje hlavicku spermie (jadro) a zelené znaceni FITC detekuje fosforylaci. Na
obrazku (c) jsou spermie znafené FITC (zelen€) a vazbou lektinu PNA (Cerveng), kterym je
detekovéna integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu (K), kterd slouzi k porovnani
fosforylace. Fosforylace je viditeln¢ detekovana v krcku (Kr), bi¢iku (Bi) a v nékterych piipadech
I v akrosomu (Akr). Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované vzory této fixace, které
jsou zvlast znazornéné na tietim obrazku. U spermie oznacené vzorem B je viditelna fosforylace
v akrosomu (Akr o — ¢ast akrosomu), kr¢ku (Kr) a stfedni (mitochondrialni) ¢asti biciku (Bi a).
U vzoru C probihala fosforylace podobné, liSila se pouze tim, Ze byl imunolokalizovan cely

akrosom (Akr B). Oba tyto vzory vykazovaly fosforylaci jak v Akr, tak v Bi, a proto byly zafazeny
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do podskupiny Il. U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytoval jesté jeden vzor, ktery je
znazornén na poslednim obrazku. U vzoru A byla detekovana fosforylace pouze v Kr, a proto byl

zafazen do podskupiny I.

P-Ser EJ P-Ser EJ

P-Ser EJ

Akra + Kr + Bi a

(a)

P-Ser EJ

Obrazek 38: Ejakulované spermie — fixace 2% formaldehydu ve vodé s BSA: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Ser), ((&) — FITC; (b) — DAPI + FITC; (c) —
FITC + PNA;); Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom ( o — cdst akrosomu;
S — cely akrosom), Kr krcek, Bi a — mitochondrialni cast biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi
pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace;, méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimka (obr. 39) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie s detekci P-Ser znacené pouze FITC
(zeleng€). Na obrazku (b) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC (zeleng). Znaceni pomoci
DAPI (modie) vykresluje hlavicku spermie (jadro) a zelené znaceni FITC detekuje fosforylaci. Na
obrazku (¢) jsou spermie znacené pomoci FITC (zelen¢) a vazbou lektinu PNA (Cervené), kterym
je detekovana integrita akrosomu. Do pravého horniho rohu je vlozena negativni kontrola (K).
Fosforylace je viditeln€ detekovana v Akr a Kr. Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé vzory této
fixace, které jsou zvlast’ zobrazeny na dal$im obrazku. U této fixace se vyskytovaly pouze dva
vzory zatazené do prvni podskupiny (I11.), protoze vykazovaly fosforylaci v akrosomu. U vzoru

oznaceného A probéhla fosforylace v Akr a a Kr. U vzoru B probéhla fosforylace v Akr f a Kr.
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Obrazek 39: Kapacitované spermie — fixace 2% formaldehydu ve vodé s BSA: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Ser), ((a) — FITC; (b) — DAPI + FITC; (c) —
FITC + PNA), Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom (o.— cdst akrosomu, f —
cely akrosom), Kr krcek; K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni
VZory této fixace; meritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 15 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypocteny priméry, které
zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 142 spermii z 200
napocitanych bunék (71 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 163 spermii z 200
napocitanych bunék (81,5 %). U ejakulovanych spermii obsahovala prvni podskupina (I.) 7 bunék
(4,9 %) diky fosforylaci v bic¢iku spermie. Podskupina Il. s fosforylaci v Akr i Bi obsahovala 135

bunék (95,1 %). U in vitro kapacitovanych spermii se vyskytovala pouze jedna podskupina vzort

(1. — fosforylace v akrosomu; Graf —1.) a obsahovala 163 spermii (81,5 %).
Fixace 2% formaldehydu Graf 15: Cetnosti podskupin vzorii u ejakulovanych
ve vodé s BSA | kapacitovanych spermii: U ejakulovanych EJ) spermii se
V podskupine 1. vyskytuje 7 bunéek, u podskupiny II. 135 bunék
180 a U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu 1. 163 bunék.
140
120 I}
100
= .
40
23 =
El KAP
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Fixace 2% formaldehydu ve vodé

V prvni fadé snimkd (obr. 40) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie zna¢ené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie s detekci P-Ser oznacené pomoci FITC a vazbou lektinu
PNA (Cervené), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditelné detekovana v kréku
a mitochondridlni ¢asti biciku. Pomoci Sipek jsou zndzornény jednotlivé detekované vzory této
fixace, které jsou zvlast znazornéné na tetim obrazku. V ramci této fixace byl detekovan pouze
jeden vzor A z podskupiny 1. (fosforylace v bi¢iku). U spermie ozna¢ené vzorem A byla

detekovana fosforylace v Kr a (Bi ).

P-Ser EJ

Kr + Bi a

P-Ser EJ

Obrazek A40: Ejakulované spermie — fixace 2% formaldehydu ve vodé: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Ser), (@) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA;); Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Kr krcek, Bi a — mitochondridlni ¢dst
biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace;
meritko 10 ul, zvetseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 41) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie oznaené¢ pomoci DAPI (modie)
a FITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie s detekci P-Ser oznacené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cervené) a také je do pravého horniho rohu vlozena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditeln¢ detekovana v Kr a Bi a. Pomoci Sipek jsou oznaceny

jednotlivé vzory této fixace. V ramci této fixace byl detekovan pouze jeden vzor A ze skupiny I.
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(fosforylace v biciku). U spermie oznacené vzorem A byla detekovana fosforylace v Kr a (Bi a).

Slo tedy o stejny vzor jako u ejakulovanych spermii.

P-Ser KAP

P-Ser KAP

Kr + Bi a H

/

A

P-SerEJ

Obrazek 41. Kapacitované spermie — Fixace 2% formaldehydu ve vodé: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Ser), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA), sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Kr krcek, Bi o — mitochondridlni cast biciku;
K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko

10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 16 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii

zatazenych do podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokust, z nichz byly vypocteny priméry, které

zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 134 spermii z 200

napocitanych bunék (67 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 181 spermii z 200

napocitanych bunék (90,5 %). U ejakulovanych i in vitro kapacitovanych spermii se vyskytoval

pouze jeden vzor fosforylace.

Fixace 2% formaldehydu
ve vodé

200

150

100 ml

El KAP

Graf 16: Cetnosti podskupin vzorii u ejakulovanych
| kapacitovanych spermii: U této fixace se vyskytoval pouze
podskupina . U ejakulovanych (EJ) spermii se v podskupiné I.
vyskytuje 134 bunek a u kapacitovanych spermii (KAP) tvori
podskupinu 1. 181 bunék.
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Fixace vlhka (aceton/metanol 1:1)

V prvni fadé snimkd (obr. 42) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Ser
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie zna¢ené DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie s detekci P-Ser oznacené pomoci FITC a vazbou lektinu
PNA (Cervené), kterym je detekovana integrita akrosomu. Na obrazku (c) jsou spermie znacené
pouze FITC (zelen€). Obsahuje také negativni kontrolu (K), ktera slouzi k porovnani fosforylace.
Na obrazku (a”) jsou spermie také oznacené DAPI a FITC a na (b") pouze PNA. U této fixace je
fosforylace je viditeln¢ detekovana zvlasté v Akr, v Kr a v nékterych piipadech i v Bi a. Pomoci
Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované vzory této fixace. U spermie oznacené vzorem
A, ktery patii do podskupiny I. (fosforylace v Bi), byla detekovana fosforylace v Kr a Bi a. U vzoru
E, ktery patii do podskupiny II. (fosforylace v Bi i Akr), probéhla fosforylace v Akr a, Kr, Bi a.
U této fixace se u ejakulovanych spermii vyskytovaly jesté dalsi tfi vzory, které jsou znadzornény
na dal§im obrazku. Ve tieti podskupiné (I11.), kam patii B az D, byla detekovana fosforylace v Akr.

U vzoru B a C jesté v Kr.

P-Ser EJ

P-Ser EJ
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Obrazek 42: Ejakulované spermie — fixace vlhka (aceton/metanol): Lokalizace fosforylovanych
mist na ejakulovanych spermiich (P-Ser), ((a, a’) — DAPI + FITC; (b, b") — FITC + PNA; (c) -
FITC),; Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom (a — cast akrosomu,),
Kr kréek, Bi o — mitochondrialni cast biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou
oznaceny fosforylacni vzory této fixace;, méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fad¢ snimka (obr. 43) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie oznacené pomoci DAPI (modie)
a FITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie s detekci P-Ser oznacené pomoci FITC
(zelen€) a vazbou lektinu PNA (Cervené) a také je do pravého horniho rohu vlozena negativni
kontrola (K). Na obrazku (c) jsou spermie znacené pouze FITC (zelen€). Fosforylace je viditelné
detekovéana v Kr a Bi a a v nékterych piipadech i v Akr. Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé
vzory této fixace. U spermie oznacené vzorem C se vyskytovala fosforylace v Akr o, Kr a Bi
a. Vzor D vykazuje stejnou fosforylaci, ale jde o Akr B. Oba tyto vzory jsou zafazeny do
podskupiny Il. (fosforylace v Bi i Akr). V ramci této fixace u in vitro kapacitovanych spermii se
vyskytovaly jest¢ dalSi dva vzory, které jsou znazornény na poslednim obrazku. V prvni
podskuping vzoru (l. — fosforylace v Bi), kam patii pouze A, se vyskytovala fosforylace v Kr a Bi
a. Ve tieti podskupiné (I1l. — fosforylace v Akr), kam patii B, se vyskytovala fosforylace v AKkr
aa Kr.
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Obrazek 43: Kapacitované spermie — fixace vihkd (aceton/metanol): Lokalizace fosforylovanych
mist na kapacitovanych spermiich (P-Ser), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA; (c) - FITC);
Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom (o — cast akrosomu, f — cely
akrosom), Kr krcek; K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory
této fixace;, méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 17 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokusi, z nichz byly vypocteny priméry, které
zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 151 spermii z 200
napocitanych bunék (75,5 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 174 spermii z 200
napocitanych bunék (87 %). U ejakulovanych spermii obsahovala prvni podskupina (I.) 56 bun¢k
(37,1 %) diky fosforylaci v bi¢iku spermie. Podskupina Ill. (fosforylace v Akr; Graf — 11.)
obsahovala 71 buné¢k (47 %) a podskupina Il. (fosforylace v Bi i Akr; Graf — I11.) obsahovala 24
bunék (15,9 %). U in vitro kapacitovanych spermii prvni podskupina vzoru (I. — fosforylace v Bi)
obsahovala 14 bun¢k (8,1 %). Dalsi podskupina (111. — fosforylace v Akr; Graf — 11.) obsahovala
23 bunek (13,2 %) a posledni podskupina (Il. — fosforylace v Bi i Akr; Graf — I11.) obsahovala 137
bunek (78,7 %).
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Graf 17: Cetnosti podskupin vzorii u ejakulovanych
| kapacitovanych spermii: U ejakulovanych (EJ) spermii se
V podskupine 1. vyskytuje 56 bunék, u podskupiny II. 71 bunek
a U podskupiny Ill. 24 bunék. U kapacitovanych spermii (KAP)
tvori podskupinu 1. 14 bunéek, podskupinu II. 23 bunék
a podskupinu I11. 137 bunék.

V prvni fadé snimkd (obr. 44) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser

u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC

(zeleng€). Na obrazku (b) jsou spermie s detekci P-Ser ozna¢ené pomoci FITC a vazbou lektinu

PNA (Cervené), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu (K),

kterd slouzi k porovnani fosforylace. Na obrazku (c) jsou spermie znacené pouze FITC.

Fosforylace je viditeln¢ detekovana v Kr a Akr. Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé

detekované vzory této fixace, které jsou zvlast zndzornéné na tfetim obrazku. Na spermii oznacené

vzorem A, byla detekovana fosforylace v Akr B a Kr. U B podobné¢, s tim rozdil, ze §lo o Akr

a. Oba tyto vzory patfily do podskupiny IIl. (fosforylace v Akr). Vramci této fixace

u ejakulovanych spermii se vyskytoval jesté jeden vzor, a to C. Pro ngj byla typicka fosforylace

v Akr a, Kr a Bi a. Pattil do podskupiny II. (fosforylace v Bi i Akr).
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Obrazek 44: Ejakulované spermie — fixace vihka metanol 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na ejakulovanych spermiich (P-Ser), (&) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA; (c) - FITC); Sipky
znaci pozitivai reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modie), akrosomy
Jjsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom (o.— cast akrosomu; p — cely akrosom), Kr
krcek, Bi o — mitochondridlni cast biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou
oznaceny fosforylacni vzory této fixace;, méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 45) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Ser u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie s detekci P-Ser znacené pouze FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie znacené DAPI (modie) a FITC (zelen€). Znaceni pomoci
DAPI (modie) vykresluje hlavicku spermie (jadro) a zelené znaceni FITC detekuje fosforylaci. Na
obrazku (c) jsou spermie znacené pomoci FITC (zelen€) a vazbou lektinu PNA (Cerveng), kterym
je detekovana integrita akrosomu. Do pravého horniho rohu je vlozena negativni kontrola (K).
Fosforylace je viditelné detekovana v Kr, v n€kterych piipadech jesté¢ v Akr a Bi a. Pomoci Sipek
jsou oznaceny jednotlivé vzory této fixace, které jsou zvlast' zobrazeny na dal§im obrazku. Na
spermii oznac¢ené vzorem B, byla detekovana fosforylace v Kr a Bi a. Na C byla detekovana v Akr
a Kr (I11. podskupina — fosforylace v Akr). Vzory A az B patii do podskupiny I. (fosforylace v Bi).
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Pro A je typicka fosforylace pouze v Kr. Do Il. podskupiny (fosforylace v Bi i Akr) patii vzor
D, pro ktery byla typicka fosforylace v Kr, Bi a a specialni typ imunofluorescence v AKr (Akr y).

P-Ser KAP P-Ser KAP

P-Ser KAP

Obrazek 45: Kapacitované spermie — fixace vihkda metanol 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na kapacitovanych spermiich (P-Ser), ((@) — FITC; (b) — DAPI + FITC; (c) — FITC + PNA), Sipky
znaci pozitivai reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modie), akrosomy
Jjsou oznaceny PNA (Cervene, rhodamin),; Akr akrosom, Kr krcek, Bi bicik; K negativni kontrola;
Jjednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace, méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 18 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokustl, z nichz byly vypocteny priméry, které
zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 159 spermii z 200
napocitanych bunék (79,5 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 172 spermii z 200
napocitanych bunék (86 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina oznacena Ill. (fosforylace
v Akr; Graf — 1.) obsahovala 146 bun¢k (91,8 %). Podskupina Il. (fosforylace v Bi i Akr; Graf —
I1.) obsahovala 13 bunék (8,2 %). U in vitro kapacitovanych spermii prvni podskupina vzoru (I. —
fosforylace v Bi), obsahovala 11 spermii (6,4 %). Dalsi podskupina (l1l. — fosforylace v Akr; Graf
— 11.) obsahovala 89 buné¢k (51,7 %) a posledni skupina (II. — fosforylace v Bi i Akr; Graf — 111.)
obsahovala 72 bun¢k (41,9 %).
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Graf 18: Cetnosti podskupin vzorii u ejakulovanych
| kapacitovanych spermii: U ejakulovanych (EJ) spermii se
V podskupiné 1. vyskytuje 146 bunéek, u podskupiny II. 13

Vlhka fixace metanol 70%

- bunék. U kapacitovanych spermii (KAP) tvoii podskupinu I.
140 w11 bunéek, podskupinu Il. 89 bunék a podskupinu I11. 72 bunék.
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V prvni tadé¢ snimkt (obr. 46) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie znacené¢ DAPI (modie) a FITC
(zelen€). Na obrazku (b) jsou spermie s detekci P-Ser ozna¢ené pomoci FITC a vazbou lektinu
PNA (Cervené), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditeIn¢ detekovana v Kr a Bi
a, vV nékterych pripadech i v Akr a SEQS. Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované
vzory této fixace, které jsou zvIlast' zndzornéné na tfetim obrazku. Na spermii oznacené vzorem
A, byla detekovana fosforylace v Kr a Bi a. Pro vzor B byla typicka fosforylace v SEQS, Kr a Bi a.
Oba tyto vzory patii do podskupiny 1. (fosforylace v Bi). Do podskupiny II patii vzory C az D. Ve
vzoru D se vyskytovala fosforylace v Akr, Kr a Bi a.av C v Akr a, SEQS, Krk a Bi a.
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Obrazek 46: Ejakulované spermie — fixace vlhka aceton 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na ejakulovanych spermiich (P-Ser), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC + PNA,); Sipky znaci
pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre), akrosomy jsou
oznaceny PNA (Cervené, rhodamin), Akr akrosom, sEqS ekvatorialni segment, Kr krcek, Bi o —
mitochondrialni cast biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky jsou oznaceny
fosforylacni vzory této fixace; méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi tadé snimka (obr. 47) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie oznaené¢ pomoci DAPI (modie)
a FITC (zelen€). Na druhém snimku (b) a (d) jsou spermie s detekci P-Ser oznacené pouze pomoci
FITC (zelené). Na obrazku (d) jsou spermie ozna¢ené pomoci FITC (zelené) a vazbou lektinu PNA
(Cerven¢) a také je do pravého horniho rohu vloZena negativni kontrola (K). Fosforylace je viditelng
detekovana v Kr a Bi a a v nékterych ptipadech i v Akr. Pomoci Sipek jsou oznaceny jednotlivé
vzory této fixace. Na spermii oznacené vzorem A (podskupina | — fosforylace v Bi) se vyskytovala
fosforylace v Kr a Bi a. Dalsi dva vzory jsou ze skupiny II (fosforylace v Bi a Akr). Na vzoru

B byla detekovana fosforylace v Akr a, Kr a Bi a.ana C v Akr vy, Kr a Bi a.
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Obrazek 47: Kapacitované spermie — fixace vlhka aceton 70%: Lokalizace fosforylovanych mist
na kapacitovanych spermiich (P-Ser), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC; (c) — FITC + PNA; (d) -
FITC),; Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom (o — cast akrosomu, y —
specificky tvar akrosomu), Kr krcek, Bi (oo — mitochondrialni cast biciku); K negativni kontrola,
Jjednotlivymi pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 19 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zatazenych do podskupin. Pracovalo se s daty z péti pokusii, z nichz byly vypocteny primeéry, které
zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 147 spermii z 200
napocitanych bunék (73,5 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 169 spermii z 200
napocitanych bunék (84,5 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I. — fosforylace v Bi)
obsahovala 112 bun¢k (76,2 %). Podskupina 1. (fosforylace v Bi i Akr) obsahovala 35 bun¢k (23,8
%). U in vitro kapacitovanych spermii prvni podskupina vzort (I. — fosforylace v Bi) obsahovala
43 spermii (25,4 %). Druha skupina (I1. — fosforylace v Bi i Akr) obsahovala 126 spermii (74,6 %).
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Graf 19: Cetnosti podskupin vzorii u ejakulovanych
| kapacitovanych spermii: U ejakulovanych (EJ) spermii se
V podskupine 1. vyskytuje 112 bunek, u podskupiny II. 35.
- U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu 1. 43 bunék
140 a podskupinu 1. 126.
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V prvni fadé snimkd (obr. 48) je zobrazena detekce fosforylovanych proteini P-Ser
u ejakulovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie zna¢ené DAPI (modie) a FITC
(zeleng€). Na obrazku (b) jsou spermie s detekci P-Ser ozna¢ené pomoci FITC a vazbou lektinu
PNA (Cervené), kterym je detekovana integrita akrosomu. Obsahuje také negativni kontrolu
(K), ktera slouzi k porovnani fosforylace. Fosforylace je viditeln¢ detekovana v Kr a Bi a,
v nékterych piipadech i v Akr a SEgS. Pomoci Sipek jsou znazornény jednotlivé detekované vzory
této fixace, které jsou zvlast’ znazornéné na tietim obrazku. Na spermii oznacené vzorem A byla
detekovana fosforylace v Kr a Bi a. Pro vzor B byla typicka fosforylace v SEQS, Kr a Bi a. Oba
tyto vzory patfi do podskupiny I. (fosforylace v Bi). Poslednim vzorem této fixace je vzor

C (podskupina Il. — fosforylace v Bi i Akr), ktery vykazuje fosforylaci v Akr, SEQS, Kr a Bi a.
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Obrazek 48: Ejakulované spermie — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci: Lokalizace
fosforylovanych mist na ejakulovanych spermiich (P-Ser), ((@) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
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PNA;); Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI
(modre), akrosomy jsou oznaceny PNA (cervenée, rhodamin),; Akr akrosom, SEQS subekvatoridlni
segment, Kr kréek, Bi a — mitochondrialni ¢ast biciku, K negativni kontrola; jednotlivymi pismenky
Jjsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; meritko 10 ul, zvétseni 400x.

V dalsi fadé snimku (obr. 49) je zobrazena detekce fosforylovanych proteinti P-Ser u in vitro
kapacitovanych spermii. Na prvnim snimku (a) jsou spermie oznacené¢ pomoci DAPI (modie)
a FITC (zelen€). Na druhém snimku (b) jsou spermie s detekci P-Ser oznacené pomoci FITC
(zeleng) a vazbou lektinu PNA (Cerven¢) a také je do pravého dolniho rohu vlozena negativni
kontrola (K). Fosforylace je viditelné detekovana v Kr a Bi a a v nékterych ptipadech i v Akr.
Pomoci Sipek jsou oznaCeny jednotlivé vzory této fixace. Na spermii oznacené Vzorem
A (podskupina I. — fosforylace v Bi) byla detekovana fosforylace v Kr a Bi a. Dalsi dva vzory patii
do podskupiny Il. (fosforylace v Bi i Akr). Pro vzor B byla typicka fosforylace v Akr a, Kr a Bi a
apro Cv Akr B, Kr a Bi a.

P-Ser KAP P-Ser KAP

Kr+Biu/

Akra + Kr+Bia

/

P-Ser KAP

-

(a)\ Akr B +Kr+Bia

Obrazek 49: Kapacitované spermie — zasuSeni spermii s ndslednou fixaci: Lokalizace
fosforylovanych mist na kapacitovanych spermiich (P-Ser), ((a) — DAPI + FITC; (b) — FITC +
PNA; Sipky znaci pozitivni reakci s protilatkou (FITC, zelené), jadra jsou oznacena DAPI (modre),
akrosomy jsou oznaceny PNA (Cervené, rhodamin); Akr akrosom (o — cast akrosomu, p — cely
akrosom), Kr kréek, Bi a — mitochondridlni cast biciku; K negativni kontrola; jednotlivymi
pismenky jsou oznaceny fosforylacni vzory této fixace; méritko 10 ul, zvétseni 400x.

V grafu 20 je znazornéno pocetni zastoupeni ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii
zafazenych do podskupin. Pracovalo se s daty z peti pokust, z nichz byly vypocteny praméry, které
zobrazuje graf nize. U ejakulovanych spermii probéhla fosforylace u 122 spermii z 200

napocitanych bun¢k (61 %). U in vitro kapacitovanych spermii probéhla u 187 spermii z 200
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napocitanych bun¢k (93,5 %). U ejakulovanych spermii prvni podskupina (I. — fosforylace v Bi)
obsahovala 115 buné¢k (94,3 %). Podskupina 1l. (fosforylace v Bi i Akr) obsahovala 7 buné¢k (5,7
%). U in vitro kapacitovanych spermii prvni podskupina vzora (I. — fosforylace v Bi) obsahovala
24 bunek (12,8 %). Druha podskupina (I1. — fosforylace v Bi i Akr) obsahovala 163 bunék (87,2
%).

Graf 20: Cetnosti podskupin vzorii u ejakulovanych
| kapacitovanych spermii: U ejakulovanych (EJ) spermii se
V podskupine 1. vyskytuje 115 bunéek, u podskupiny II. 7.
U kapacitovanych spermii (KAP) tvori podskupinu I. 24 bunek
a podskupinu 1. 163.

Zasuseni spermii s
naslednou fixaci
200
150

100

E) KAP

5.1.2.1 Souhrnné vyhodnoceni P-Ser

Vzhledem k tomu, Ze u kanc¢ich spermii nebyl jasny vzor detekce fosforylace na serinovych
zbytcich, tak tyto fixace nebyly vyhodnocovany statisticky. Byly zde pouze popsany vyskytujici
se vzory fosforylace u ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermiich. K souhrnnému
porovnani fixaci, byl vytvofen graf, ktery obsahuje tfi vzory fosforylace: I. — fosforylace pouze

v bi¢iku, II. — fosforylace v bi¢iku i akrosomu a III. — fosforylace pouze v akrosomu.

V grafu 21 jsou znazornény absolutni ¢etnosti detekovanych vzorl fosforylace u Sesti fixaci.
U vSech vzorkl byly fosforyla¢ni vzory vyhodnocovany u 200 spermatickych bunék. Sledovalo
se, o kolik procent se zvysi fosforylace (vyskyt fosforylacnich vzort) pfi ptrechodu do
kapacitacniho stavu a jak se zméni typy vzort. Pokus byl proveden pétkrat a ze vzniklych dat byly

vypocteny priméry, které jsou zde popisovany jako absolutni ¢etnosti.
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VZORY P-SER

EJ KAP EJ KAP EJ KAP EJ KAP EJ KAP EJ KAP

A B c D E F

Graf 21: Vzory fosforylace na serinu (P-Ser) u kancich spermii: Souhrnné porovnani fixaci
kancich spermii (ejakuovanych i kapacitovanych) s naslednou detekci P-Ser po inkubaci
S polyklonalni kralici protilatkou AB1603 a prislusnou sekunddarni protilatkou (anti-rabbit). EJ —
ejakulované spermie, KAP — in vitro kapacitované spermie; A —fixace 2% formaldehydem ve vode
s BSA, B — fixace 2% formaldehydem ve vode, C — vihka fixace (aceton/metanol), D — vihka fixace
(metanol 70%), E — vihkd fixace (aceton 70%), F — zasuSeni spermii s ndaslednou fixaci.

Legenda: I. — fosforylace pouze v biciku, II. — fosforylace v biciku i akrosomu, I11. — fosforylace
pouze v akrosomu.

V ramci fixaci se vyskytovaly rizné vzory na pomezi ejakulovanych a in vitro kapacitovanych
spermii. Z prvniho pohledu je patrné, Ze nejcastéji se u vsech fixaci bez ohledu na to, zda §lo
0 ejakulované nebo in vitro kapacitované spermie, vyskytoval vzor I1, kdy $lo o fosforylaci v bi¢iku
i akrosomu zaroven. Hned potom se jen s malym rozdilem vyskytoval vzor I., kde byla detekovana
fosforylace pouze v bic¢iku. Vzor Ill., kde byla detekovana fosforylace pouze v akrosomu, se

vyskytoval mén¢ Castéji.

Zajimavé je, ze u fixace B (2% formaldehyd ve vod¢) se vyskytoval pouze vzor I., a to
u ejakulovanych i in vitro kapacitovanych spermii. To u zadné jiné fixace nebylo. Pro fixaci
C (vlhka fixace aceton/metanol) bylo typické, ze u obou skupin (EJ i KAP) byly detekovany
vSechny tii1 vzory fosforylace. U ejakulovanych spermii prevazoval vzor I1I a v nejmensi mnozstvi
se vyskytoval vzor II. U kapacitovanych spermii vyrazn¢ pievazoval vzor II, dalsi dva byly

V zanedbatelném mnozstvi.
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Fixace E (vlhka fixace — aceton 70%) a F (zasuSeni spermii s naslednou fixaci) vysly velmi
podobné. U obou fixaci i obou skupin (EJ a KAP) byly detekovany dva fosforyla¢ni vzory (L. a 11.).
U ejakulovanych spermii vyrazné pievazoval vzor I. (fosforylace pouze v bi¢iku) a u in vitro

kapacitovanych spermii zase vyrazn¢ prevazoval vzor II. (fosforylace v bi¢iku i akrosomu).

Fixace A (2% formaldehyd ve vodé s BSA) se v ramci fosforyla¢nich vzoru Gplné odliSovala
od ostatnich. U ejakulovanych spermii obsahovala naprosta vétsSina bunék fosforylaci v biciku
I akrosomu (vzor I1.), az na nepatrné mnozstvi bunék ze vzoru I. U in vitro kapacitovanych spermii
se vyskytoval pouze vzor Ill. (fosforylace pouze v akrosomu), coz byla naprosta vyjimka

Ve srovnani s ostatnimi fixacemi.

Posledni fixace D (vlhké fixace — metanol 70%) se zase vyznacovala naprostym pievladanim
vzoru Ill. (fosforylace pouze v akrosomu). U ejakulovanych spermii bylo detekovano pouze
nepatrné mnozstvi vzoru II. (fosforylace v bi¢iku i akrosomu). U in vitro kapacitovanych spermii
se vyskytovaly vSechny tii fosforyla¢ni vzory. Vzor L. (fosforylace pouze v bic¢iku) zde hral pouze
malou roli. Ve vét§im zastoupenim se vyskytoval vzor II. (fosforylace v bi¢iku i akrosomu). Vzor

I11. (fosforylace pouze v akrosomu) pfevazoval.

Diky velké rtznorodosti fosforylacnich vzorG v ramci riznych fixaci, nelze usoudit, ktery
fosforylacni vzor je markerem kapacitace u P-Ser. U vSech fixaci je viditelné detekovana zvySena
fosforylace proteint u in vitro kapacitovanych spermii. Z vysledku je patrné, Ze u kancich spermii

je pro serin typicka fosforylace zvlasté v biciku.
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5.2 DETEKCE FOSFORYLOVANYCH PROTEINU V EXTRAKTECH ZE SPERMII

Vysledky ziskané imunofluorescencnim barvenim byly také podpofeny Western blot analyzou
proteinovych extraktli kancich spermii za pouziti anti-fosfotyrosinové protilatky (klon 4G10)
a anti-serinové protilatky (AB1603). Proteinové extrakty byly vyrobeny z ejakulovanych a in vitro
kapacitovanych spermii (kap. 4.3.). Po extrakci byly proteiny separovany pomoci SDS
elektroforézy (kap. 4.6.) a pfeneseny z gelu na NC membranu (kap. 4.7.). Po elektropfenosu byla
provedena inkubace se specifickymi primarnimi i sekundarnimi protilatkami (kap. 4.8.) a byla

provedena vizualizace. Nanaska proteinti byla vzdy ovéfena pomoci barveni Ponceau na proteiny.

Na obrazku 50 jsou zobrazeny membrany s celkovymi proteiny ejakulovanych a in vitro
kapacitovanych spermii po inkubaci se specifickymi protilatkami. V extraktech ze spermii kance
se po vizualizaci proteinli podafilo pomoci specifickych protilatek prokazat fosforylaci na tyrosinu
I serinu. Za pouziti kalibra¢ni kiivky podle molekulovych proteinovych standardi byly odeéteny
priblizné molekulové hmotnosti detekovanych protein. Pfi pouziti anti-tyrosinové protilatky
(A) byly v extraktech detekovany proteiny o velikosti 69 kDa, 58 kDa a 43 kDa. Tyto proteiny se
vyskytovaly jak u extraktu z ejakulovanych spermii (EJ), tak u extraktu z in vitro kapacitovanych
spermii (KAP), takze se mezi sebou neliSily v molekulovych vahach. U kapacitovanych spermii
(KAP) byl detekovan silngjsi signal fosforylovanych proteint, coz doklada o zvyseni tyrosinové

fosforylace pfi kapacitaci spermii na téchto proteinech.

Pti pouziti anti-serinové protilatky (B) se v extraktech detekované proteiny mirné liSily mezi
ejakulovanymi (EJ) ain vitro kapacitovanymi (KAP) spermiemi. U extraktu s ejakulovanymi
spermiemi (EJ) vykazoval nejsilné€jsi znaceni proteinovy prouzek o velikosti 55 kDa. Tento protein
se vyskytoval i u in vitro kapacitovanych spermii, jen s né€kolikanasobné vétsi intenzitou.
U ejakulovanych (EJ) spermii byly detekovany jesté tfi slabSi molekulové prouzky o velikosti 110
kDa, 180 kDa a 250 kDa. Tyto proteiny byly taktéz detekovany i u in vitro kapacitovanych (KAP)
spermii, ale s nékolikanasobné vétsi intenzitou. U in vitro kapacitovanych (KAP) spermii byl
detekovan jesté jeden protein o nejmensi velikosti 40 kDa. Opét je zde viditelné, ze dochazi ke

zvyseni serinové fosforylace pii kapacitaci spermii na téchto proteinech.
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Obrazek 50: Reprezentacni imunodetekce: Detekce P-Tyr pomoci monoklondlni mysi protilatky
klon 4G10 (A) a P-Ser (B) pomocé polyklondlni kralici protilatky AB1903 na NC membrdné
V proteinovych extraktech 7 kancich spermii: EJ — ejakulované spermie, KAP — kapacitované
spermie; byly pouzity primdrni protilatky klon 4G10 v Fedéni 1:5000 a AB1603 v fedeni 1:500
a sekundarni protilatky anti-mouse/anti-rabbit konjugované s kirenovou peroxidizou v redeni
1:3000; modré Sipky oznacuji specifické protilatkové oznaceni proteinu, cerné Sipky oznacuji
molekulovou hmotnost proteinovych standardii v KDa; kontrola proteinové nandsky ve vzorcich
pomoci detekce s mysi monoklondalni protilatkou proti o-tubulinu.
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Pro stanoveni miry fosforylace proteinil pted a po kapacitaci ve vzorcich spermii byla provedena
denzitometricka analyza. Podle denzitometrického hodnoceni (graf 22) je viditeln¢ detekovan
narust ve fosforylaci proteinii u in vitro kapacitovanych spermii. Relativni opticka denzita
celkovych fosforylovanych proteini v extraktech spermii byla vztaZzena k nanasce tubulinu (viz

obr. 50).

Detekce celkovych fosforylovanych proteinu

=
=]

Relativni opticka denzita
(=T w = [Sa B a ] ~ 02 o

Ej (P-Tyr) Kap (P-Tyr) Ej (P-Ser) Kap (P-Ser)

Graf 22: Denzitometrickd analyza: detekce fosforylovanych proteinii vztaZend k mnozZstvi
o tubulinu ve vzorcich.
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6 DISKUZE

Zralé spermie jsou vysoce specializované bunky, které nejsou moc transkripcné aktivni. Tudiz
musi podléhat posttranslaénim modifikacim, jako je fosforylace, aby regulovaly dilezité procesy,
mezi které patii kapacitace, hyperaktivace a akrosomalni reakce. Tyto procesy jsou nezbytné pro

navazani, proniknuti a fazi spermie s oocytem (Yanagimachi 1994).

Kapacitace byla objevena nezavisle v roce 1951 Austinem (1951) a Changem (1951) u krys
a kralikti. Molekularni podstata kapacitace neni stale dostate¢né pochopena (Visconti et al. 1998).
Sav¢i spermie nemaji schopnost oplodnit oocyt bezprostfedné po ejakulaci, piestoze jsou motilni
(Visconti et al. 1995a). Kapacitace probiha v in vivo podminkach v sami¢im genitalnim traktu nebo
in vitro pomoci kapacitacnich medii (Tardif et al. 2001). Pouzivaji se definovana média
v rovnovaznych solnych roztocich s odpovidajici koncentraci elektrolytli, metabolickych zdroji
energie, Ca?*, HCO® a zdrojem bilkovin (obvykle bovinni sérovy albumin BSA). Toto sloZeni se

podoba slozeni oviduktalni tekutiny (Yanagimachi 1994).

Existuji mezidruhové rozdily v latkach potfebnych pro indukci in vitro kapacitace
Vv kapacita¢nich médii vzhledem k mezidruhové rozdilnosti fyzikalnich a chemickych vlastnosti
plazmatické membrany spermii. Tato diplomovéa prace byla zaméfena na kapacitaci kancich
spermii, proto jsme pouzivali kapacitaéni médium dle Ded et al. (2010), kde zdrojem bilkovin bylo
BSA a bylo s nim dosazeno dobrych vysledkd. Dodani BSA do kapacita¢nich médii je dalezité
Z hlediska jeho schopnosti odstraniovat cholesterol z plazmatické membrany spermie (Visconti et
zvySuje fluiditu membrany (Osheroff et al. 1999). Tyto zmény v plazmatické membran¢ zpisobi

odhaleni receptorii pro rozpoznani a vazby zona pellucida.

Rozvolnéni membrany zptisobené BSA zpisobi snadnéjsi splynuti spermie s 0olemou oocytu
ainflux extracelularniho vapniku, ktery je nutny pro indukci akrosomalni reakce (Martinez
& Morros 1996).

Kromé cholesterolového effluxu probihda béhem kapacitace dalsi fada udalosti na plazmatické
membrané spermii a také uvnitf. Mezi molekularni zmény patii naptiklad aktivace specifickych
iontovych kanalt, influx vapniku a zvyseni hyperpolarizace (Tardif et al. 2001; Naz a Rajesh

2004). Dochazi k zvyseni aktivity adenylyl cyklazy, ¢im se zvysi i koncentrace cCAMP, ktery
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aktivuje PKA (Langlais & Roberts 1985; Jabbari et al. 2009). PKA nasledné fosforyluje proteiny
na tyrosinovych zbytcich (Visconti et al. 1995Db).

Fosforylace je jednou z forem posttransla¢ni modifikace proteinti, které kontroluji a #idi mnoho
biologickych procest a podili se na pienosu signalu v bunice (Witze et al. 2007). Je to reverzibilni
modifikace proteinti za pouziti zbytku kyseliny fosforecné, ktery se piidava na kyslikovy atom
ptislusného aminokyselinového zbytku (Klumpp & Krieglstein 2002). Ve spermii dochazi
k fosforylaci na serinu, treoninu a tyrosinu, ale bylo identifikovano pouze par fosforylovanych
proteinti (Urner & Sakkas 2003). Uloha fosfotreoninu a fosfoserinu je spiSe strukturni, ale
fosfotyrosin podléha mnohym regula¢nim interakcim (Hunter 2009) a je jako jediny povazovan za

vyluény indikator signalnich drah (Naz a Rajesh 2004).

Tyrosinova fosforylace proteini hraje dulezitou roli v kapacitaci spermii, v hyperaktivaci
motility, interakci se zona pellucida, akrosomalni reakci a membranové fazi. Jde tedy o velmi
vyznamnou fosforylaci a jeji hodnoceni nam muze pomoci dalSimu pochopeni molekularnich

mechanismu fertilizace.

Tyrosinova fosforylace probiha spontanné ve spermiich in vitro za ptedpokladu, Ze jsou ziedény
v kapacita¢nim médiu (Urner et al. 2001) a jsou zbaveny semenné plasmy (Urner & Sakkas 2003).
Konkrétné je zvyseni tyrosinové fosforylace zavislé na ptitomnosti BSA, Ca?* a HCO® (Visconti
et al. 1995a; Salicioni et al. 2007)., coz je patrné z nasich vysledki, kdyZ jsme detekovali zvySeni

tyrosinové fosforylace v in vitro kapacitovanych spermiich oproti spermiim ejakulovanym.

V této diplomové praci jsme se zamétili na optimalizaci metody fixace pro imunofluorescencni
mikroskopii pro sledovani zmén ve vzorech fosforylovanych proteinli v kan¢ich spermiich pred
a po prob¢hlé in vitro kapacitaci. Detekovali jsme tyrosinové fosforylaéni vzory napfic¢ 11 typim
fixaci a serinové fosforylacni vzory u vybranych Sesti fixaci. U kancich spermii byla tyrosinova
fosforylace pro imunofluorescencni mikroskopii jiZ nékolikrat zkoumdana, ovSem serinova
fosforylace nikoli, a proto tato prace pifinadsi nové poznatky v detekovanych serinovych

fosforyla¢nich vzorech kancich spermii.

Fixacni techniky mohou mit pouZziti v experimentalnich a klinickych studiich o kapacitaci
spermii, akrosomalni reakci a fertilizaci savci, véetné clovéka. Fixace je jednim z nejdilezit&jsich

krokt pfi imunoznaeni. Jejim cilem je dosaZeni dobré morfologické konzervace a zaroven
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zachovani antigenicity (Jamur & Oliver 2010b). Haas et al. (1988) dosli k zavéru, ze
imunocytochemie mlize znamenat chybné interpretace tykajici se interakei antigen/protilatka na
povrchu plazmatické membrany spermie, pokud neni vénovana pozornost tomu, aby se ovéfilo, ze

pozadované protilatky se vazi na antigenn¢ intaktni plazmatickou nebo akrosomalni membréanu.

Permeabilizace poskytuje pfistup k intracelularnim nebo intraorganelarnim antigentm, proto je
nezbytna. Bézn¢ se pouziva spousta organickych rozpoustédel a detergentd (Jamur & Oliver
2010a). V nasi praci se krom¢& formaldehydu pouzivala jesté organicka rozpoustédla, jako je

metanol a aceton.

Tyrosinova fosforylace spermatickych proteinti byla u vybranych druhti savci detekovana
v akrosomalni oblasti, v subekvatorialnim segmentu a v bic¢iku (Jones et al. 2008). S vyjimkou
kancu (Tardif et al. 2001) se zda, ze hlavni ¢asti spermie piedstavujici tyrosinovou fosforylaci, je
bi¢ik (Urner & Sakkas 2003). Je nezbytné rozliSovat lokalizaci tyrosinovych fosforylovanych
proteini, aby bylo mozné porozumét signalizaci, kterd v bufice probiha. Lokalizaci
fosforylovanych proteini v téchto ¢astech buniky u kanc¢ich spermii jsme zaznamenali u vSech
provedenych fixaci. Rozdily se pak vyskytovaly az u jednotlivého zastoupeni fosforyla¢nich vzort

mezi skupinami fixaci, pficemz fosforylace v bi¢iku se vyskytovala nejméné Casto.

Imunolokalizace fosforyla¢nich vzord ukézala v kancich spermiich jednotliva zastoupeni jiz
popsanych vzori. Nase vysledky ukazuji mista lokalizace a ¢etnost fosforylacnich vzorti v kancich
spermiich. U tyrosinové fosforylace jsme se opirali o tvrzeni Tardif et al. (2001), ktery popsal
probéhlou fosforylaci v in vitro kapacitované spermii v akrosomu. U nekapacitované spermie se
fosforylace v akrosomu nevyskytuje. Proto jsme v této praci rozd¢lili spermie do dvou skupin
podle vzortu, a to na nekapacitované spermie (I.) a kapacitované spermie (I1l.) podle detekce
fosforylace pravé v akrosomu. Na§ vyzkum ukazal, ze existuje signifikantni rozdil tyrosinové

fosforylace (p < 0,05) v oblasti akrosomu nekapacitovanych od kapacitovanych spermii.

Nasi prvni provedenou fixaci byla fixace formaldehydem ve vodé s BSA, ktera byla provedena
dle metodiky Tardif et al. (2001). Vysledky Tardif et al. (2001) se shoduji s nasimi vysledky
detekce fosforylacnich vzort, kdy jsme detekovali vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi ejakulovanymi
a in vitro kapacitovanymi spermiemi. Pro ejakulované spermie byl typicky fosforyla¢ni vzor

Vv subekvatorialnim segmentu bez ptitomnosti fosforylace v akrosomu (1.) a v nékterych piipadech
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I v biciku. Dilezité je, Ze se zde nevyskytovala fosforylace v akrosomu a tim jsme potvrdili zjisténi,

které popsali Tardif et al. (2001).

Fosforylace v subekvatorialnim segmentu je soucasti organiza¢niho centra multimolekularnich
komplexi, které zprostiedkovavaji fizi vedouci k akrosomalni reakci (Jones et al. 2008), a z toho
vyplyvajici jeji detekce diilezita k pochopeni celého procesu fertilizace. Fosforylace v bi¢iku ma
také sviyj dulezity ukol. Je spojena s hyperaktivnim pohybem, ke kterému dochazi v pribéhu

kapacitace (Mahony & Gwathmey 1999; Jabbari et al. 2009).

Po fixaci formaldehydem se in vitro kapacitované spermie vyznacovaly fosforylaci jak
Vv subekvatorialnim segmentu, tak v akrosomu. Vyskytovala se zde i nepatrna skupina bun¢k bez
fosforylace v akrosomu (fosforyla¢ni vzor 1.) (12,6 %). U téchto bun¢k mizeme tvrdit, Zze zde
kapacitace neprobéhla. K tomuto jevu mize dojit z riznych divodi, kdy spermie nemusi na
kapacitaéni médium viubec reagovat. Je také mozné, ze se zde vyskytuje urcita subpopulace
spermii, které potfebuji delsi as inkubace v kapacita¢nim médiu, a proto nevykazuji fosforylaci.
Toto tvrzeni se opira i o praci Cohen-Davag et al. (1995), ktery popsal, ze spermie nekapacituji
vSechny najednou, po ur€it¢é minimélni dobé inkubace v kapacitatnim se ustanovi populace
kapacitovanych spermii (0d 1-10 % z poé¢tu spermii, zavislé na druhu 1 konkrétnim jedinci), ktera

se po urcité dobé (nez se spermie vycerpaji) udrzuje.

Tato fixace je tedy velmi spolehliva. U ejakulovanych spermii nebyla zaznamenéna Zadna
spontanni kapacitace ani jiné nezadouci jevy, coz mize byt poskozeni akrosomu ¢i jadra. U in vitro
kapacitovanych spermiich mélo jen nepatrné mnozstvi spermii fosforylacni vzor odpovidajici
nekapacitovanym spemiim. U této fixace lze tedy bezpecné detekovat kapacitaci kancich spermii

dle prob¢hlé fosforylace v akrosomu.

Dalsi dvé fixace byly taktéZz formaldehydové. Jedna byla také v suspenzi, jen bez ptidani BSA.
Ta druhad byla ptipravena fixaci spermii formaldehydem ptimo na skle. Zajimalo nas, zda bude mit
na vysledcich velkou roli typ ptipravy fixace, a to, jak se mezi sebou budou lisit fixace pfipravené
Vv suspenzi nebo piimo pfidanim fixacniho ¢inidla do kapky suspenze spermii. Z nasich vysledka
je patrné, ze se u obou fixaci vyskytuji pouze malé rozdily oproti prvni formaldehydové fixaci
v suspenzi s piidavkem BSA. Rozdil byl v tom, Ze se u ejakulovanych spermii u obou fixaci

objevila nepatrna skupina spermii, které se podle fosforylacniho vzoru jevily jako kapacitované.
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Ovsem stale pievazovala skupina nekapacitovanych spermii (73,1 % a 74,8 %). U in vitro
kapacitovanych spermii stale bezpeéné pievazovaly spermie s fosforylacnim vzorem v akrosomu
(89,2 % a 84,5 %). Muzeme tedy podotknut, ze mezi fixaci v suspenzi a v kapce suspenze spermii
piimo na skle neni témeét zadny rozdil. Avsak na rozdil od fixace spermii v suspenzi neni fixace
v kapce pifimo na skle tak casové a experimentalné naro¢nd. Navic jsou vysledky u této fixace

stejné kvalitni jako u fixaci pfipravovanych v suspenzich.

Dalsi fixaci, ktera je také velmi Casto pouzivana, byla vlhka fixace (aceton/metanol). Zda se, ze
vlhkd fixace urcitym cinidlem fixuje vSechny bunky stejné. Dokaze velmi dobfe porusit
plazmatickou membranu a dojde k fixaci skrz celou buiiku narusenim v membrané. Takze u této
fixace nebyly patrné rozdily mezi jednotlivymi bunkami z pohledu intenzity fluorescence. U této
fixace jiz neSlo bezpetné¢ detekovat probéhlou kapacitaci dle fosforylace v akrosomu.
U ejakulovanych spermii byla zaznamenana pomérné velka skupina s fosforylaci detekovanou
v akrosomu (55,9 %). Ovsem u in vitro kapacitovanych spermii vyznamné pievazovala skupina

s kapacita¢nim vzorem (82,6 %).

U této fixace se vyskytovala naprostd ptrevaha fosforylacnich vzorii zaroven v akrosomu
I subekvatorianim segmentu. Jones et al. (2008) uvadéji podobné vysledky pti detekci tyrosinové
fosforylace u kancich, by¢ich a beranich spermii za pouziti vlhké fixace. U vSech téchto druht je
vétSina proteinit fosforylovana Vv subekvatoridlnim segmentu a akrosomu. V naSi metodice
i v metodice Jones et al. (2008) byla pouzita primarni protilatka 4G10. Fosforylaci jsme detekovali

také v mitochondrialni ¢asti bi¢iku a v celé délce biciku.

Dalsi ¢tyti fixace byly modifikaci vlhké fixace v kapce suspenze spermii pfimo na skle. Zaméftili
jsme se na detekci rozdild mezi samostatnou fixaci pouze metanolem a acetonem. Chtéli jsme
zjistit, zda bude vyznamny rozdil mezi prvotni vlhkou fixaci s obéma rozpoustédly a fixaci pouze
s jednim rozpoustédlem. Taktéz jsme pracovali se dv€éma koncentracemi s cilem, zda bude ve

vysledné detekci fosforylace hrat roli koncentrace pouzité fixacni latky.

U fixace 70% metanolem bylo u ejakulovanych spermii celkové detekovano méné
fosforylovanych spermii nez u pfedchazejici fixace (66,1 %). Také se zde ale vyskytovala ve velké
pfevaze skupina spermii jevicich se jako kapacitované (67,5 %). Proto je tato fixace také

nespolehliva v detekci kapacitace. U in vitro kapacitovanych spermii byla stale detekovana vyrazna
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prevaha spermii s kapacitacnim vzorem fosforylace (IL.) (75,3 %) az na nepatrné mnozstvi spermii
se vzorem | (24,7 %). Celkovy pocet fosforylovanych bunék u ejakulovanych spermii u fixace 35%
metanolem byl piiblizné stejny jako u 70% fixace (64,3 %). Také u ejakulovanych spermii vyrazné
pfevazovala skupina spermii s fosforylaci v akrosomu, a dokonce jich zde bylo v porovnani
s predeslou fixaci vice (79 %). Naproti tomu u in vitro kapacitovanych spermii byla pievaha
spermii S kapacitacnim vzorem II. jesté vétsi nez u 70% fixace (87,7 %). Celkové se u této fixace
vyskytovala podskupina nekapacitovanych spermii (I.) v mnohem mensi ¢etnosti nez kapacitované
spermie (Il.). Tyto vysledky nam ukazaly, Ze se mezi odliSnymi koncentracemi fixa¢ni latky
vyskytovaly nepatrné rozdily, proto by stalo za to, aby se v dalSich studiich provedly dalsi

koncentracni skaly.

Dale jsme se vénovali fixaci 70% acetonem. U této fixace u ejakulovanych spermii bylo celkové
detekovano ptiblizné stejné mnozstvi fosforylovanych spermii (81,9 %) jako u prvni vlhké fixace
(aceton/metanol), a tedy o dost vice neZ u prechazejicich dvou fixaci. U ejakulovanych fixaci byly
obé¢ skupiny nekapacitované a spermie S kapacitaénim vzorem II. vyrovnané, takze u této fixace
nelze viibec konstatovat, zda jde o ejakulované spermie. Ov§em u in vitro kapacitovanych spermii
byla stale mnohonasobna pievaha spermii s kapacitaénim fosforyla¢nim vzorem v akrosomu (82,2
%). 35% verze této fixace se témé& viibec nelidila od 70% fixace. Cetnosti jednotlivych skupin
vychazely pfiblizné stejné, a proto zde mizeme tvrdit, Ze mezi témito koncentracemi u fixace

acetonem neni vyznamny rozdil v detekovanych fosforylacnich vzorech.

Posledni skupinou fixaci byly zasusené preparaty spermii S naslednou fixaci. Nejprve jsme se
zamg¢fili na obecné zasuSeni spermii bez Zadnych dalSich ptidanych fixacnich latek. Poté jsme tuto
pfipravu preparatl spermii podpofili jesté naslednou fixaci metanolem a acetonem. Tady nas taktéz
zajimal mozny rozdil v detekci fosforylovanych proteintt mezi fixacemi sa bez ptidaného

rozpoustédla.

ZasuSeni spermii s naslednou fixaci také nepfineslo pozitivni vysledky v detekci kapacitace.
U této fixace neSlo bezpecné detekovat probehlou kapacitaci dle fosforylace v akrosomu.
U ejakulovanych spermii opét dochazelo K pievaze spermii s kapacitaénim vzorem fosforylace
v akrosomu (58,9 %). U in vitro kapacitovanych spermii byla také mnohonasobné vétsi prevaha

spermii S kapacitaénim vzorem II. (77,3 %).
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Celkové je priprava preparati spermii pro detekci fosforylace ne zcela spolehliva, protoze
nejsou regulovany zadnou fixacni latkou a miize dojit k nestejnomérné ptipravé vzorku z divodu
popraskani membrany bunék (Haas et al., 1988). To ma za nasledek, Ze kazda bunika muze
vykazovat jiny fosforyla¢ni vzor podle propustnosti membrany pro protilatky. U této fixace jsme
zjistili, ze zasuseni zpasobi pouze jemné popraskani plazmatické membrany spermie a tim slabsi
vazbu protilatky na vnitfni struktury buniky. Béhem kapacitace ale dochdzi ke zméné fluidity
membrany, a proto muze protilatka pronikat do buiiky snaze a znacit piislusné proteiny uvnitf

(Haas et al., 1988). To opét zvysi fosforylacni signal v buiikach.

Pti modifikaci pfipravy preparatu spermii jeste¢ naslednou fixaci metanolem jsme detekovali
nepatrné rozdily od ptedchazejici ptipravy. U in vitro kapacitovanych spermii sice vyrazné
ptevazuje skupina spermii S kapacitaénim vzorem (84,3 %), nicmén¢ u ejakulovanych spermii tato
skupina pievazuje také (81,8 %). Protoze bylo v této skupiné detekovano mnohem vice bunék nez

u piedeslé fixace, je z tohoto diivodu tato metoda méné spolehliva.

Posledni fixace byla modifikace zasuSeni bun€k s néslednou fixaci acetonem. V Cetnostech
fosforylovanych bun€k u jednotlivych skupin vySla velmi podobné jako piedchazejici fixace
metanolem, nepatrné¢ se pouze liSila v ¢etnostech skupin fosforylacnich vzord. U in vitro
kapacitovanych spermii opét pfevazovala skupina spermii S kapacita¢nim vzorem fosforylace (84,3
%), ale u ejakulovanych spermii tato skupina také vyrazné pievazovala (73,3 %). V tomto ohledu
se tedy tato fixace od piedchazejici nelisi, ale je mozna o néco vhodné&jsi z divodu vétsiho poctu

bunék s nekapacitacnim vzorem u ejakulovanych spermii.

U vsech téchto fixaci byla dobife detekovatelna fosforylace proteini spermii. Nicméné pocet
bunék s fosforylacnimi vzory I. a II. se mezi skupinou ejakulovanych a in vitro kapacitovanych
spermii vyznamné neliSil. BEhem piipravy tohoto typu preparatu spermii je nejvice patrna zména
fluidity membrany spermii po jejich kapacitaci a stavd se tak vice prostupnéjSi pro prinik
protilatek. Zatimco u ejakulovanych spermii s rigidné€j$i membranou jsou fosforylované proteiny

hire znaceny.

Z nasich vysledkil vyplyva, Ze naprosto nejlepsi fixaci pro detekci tyrosinové fosforylace ve
spermiich po in vitro kapacitaci je fixace formaldehydem, u kterého se jednoznaéné vyskytuje

nejmensi procento spermii vykazujici kapacitacni vzor fosforylace v akrosomu.
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Dale jsme v této diplomové praci detekovali serinovou fosforylaci v kan¢ich spermiich. U kanct
v ramci imunofluorescen¢nich studii dosud nebyl tento typ fosforylace zdokumentovan, proto
pfinasime jedinecné vysledky detekce fosforylacnich vzort. U kancich spermii je velka skupina
proteinti fosforylovana na Ser/Thr zbytcich béhem kapacitace (Harayama & Nakamura 2008).
Nekapacitované kan¢i spermie maji detekovatelné fosforylované proteiny  Ser/Thr
Vv postakrosomalni oblasti. Pfi zvySovani kapacitace se postakrosomalni fosforylace snizuje nebo
zcela mizi a fluorescence téchto proteint se zvySuje smérem k bic¢iku (Harayama 2003). Z naSich
vysledku bylo patrné, Ze pro kance je typicka fosforylace v bi¢iku, proto jsme rozd¢lili fosforyla¢ni
vzory do tfech skupin. Do prvni skupiny (l.) pattily spermie pouze s fosforylaci v bi¢iku, do druhé
(I1.) s fosforylaci v bi¢iku i akrosomu a do tieti (II1.) pouze s fosforylaci v akrosomu. Ne vSechny
skupiny fosforylaénich vzord se vyskytovaly u vSech fixaci. Proto jsme se zaméfili na Cetnosti
téchto tii skupin v rdmci Sesti vybranych fixaci. Porovnavali jsme, jak se zméni fosforylacni vzory

pti pfechodu do kapcita¢niho stavu.

V ramci fixaci se vyskytovaly rizné vzory na pomezi ejakulovanych i in vitro kapacitovanych
spermii. Z naSich vysledkd je patrné, ze nejéastéji se vyskytovala, at’ uz u ejakulovanych nebo in
vitro kapacitovanych spermii, skupina fosforyla¢nich vzori II. Fosforyla¢ni vzor III. (fosforylace
2% formaldehydem ve vod¢ se vyskytoval pouze fosforylacni vzor I. (fosforylace pouze v bi¢iku),
coz u zadné jiné fixace detekovano nebylo. Pracovalo se jesté s jednou formaldehydovou fixaci
(2% formaldehyd ve vod¢), ktera byla doplnéna o BSA (Tardif et al., 2001). Ta vykazovala
naprosto odlisné vysledky nez vySe zminéna formaldehydova fixace bez BSA. U in vitro
kapacitovanych spermii se vyskytoval pouze fosforylaéni vzor III (fosforylace pouze v akrosomu)
(81,5 %), coz byla naprosta vyjimka ve srovnani s ostatnimi fixacemi. U ejakulovanych spermii
zase naprosta vétSina bunék obsahovala fosforylaci v bic¢iku i akrosomu (vzor II.) (95,1 %).
Paradoxem je, Ze u tyrosinové fosforylace vykazuji formaldehydové fixace nejlepsi vysledky
Vv detekci rozdilu mezi spermiemi nekapacitovanymi a kapacitovanymi. Naproti tomu u detekce
serinové fosforylace, buiiky takto fixované u obou typl pfipravy preparatli, vykazuji naprosté
odli$nosti a nepodporuji nas piedpoklad, ze serinova fosforylace v bic¢iku je u kance hlavnim

ukazatelem kapacitace a béhem ni se zvySuje.
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Tato domnénka je podpofena u nasledujicich zkoumanych fixaci. Vlhka fixace (78,7 %), vlhka
fixace 70% aceton (74,6 %) a zasuSeni spermii s naslednou fixaci (87,2 %) vykazovaly ptevazujici
fosforylaci v bi¢iku a akrosomu (vzor II.) u in vitro kapacitovanych spermii. U téchto fixaci lze
podotknout, ze pii in vitro kapacitaci dochazi k mnohondsobnému zvyseni fosforylace na

serinovych zbytcich v bi¢iku i akrosomu oproti ejakulovanym spermiim.

Na zavér podotykame, ze diky velké rtznorodosti serinovych fosforylacnich vzori nelze
usoudit, ktery fosforylacni vzor je markerem kapacitace, ale predpokladame, Ze piijde o fosforylaci

v biciku, ptipadné v akrosomu.

Vysledky ziskané imunofuorescencnim barvenim jsme také podpofili Western blot analyzou
proteinovych extraktli kan¢ich spermii. V extraktech ze spermii kance se po vizualizaci proteinli
podafilo pomoci specifickych protilatek prokazat fosforylaci na tyrosinu i serinu. Ve studii Tardif
et al. (2001) detekovali u kapacitovanych spermii proteiny pomoci monoklonalni anti-tyrosinové
protilatky (klon 4G10) s molekulovymi vahami 60 kDa, 44 kDa a 42 kDa a 32 kDa. Posledni
z téchto proteintt byl detekovan i u vzorku ejakulovanych spermii, coz bylo pravdépodobné

zpusobeno spontanni kapacitaci.

Nase vysledky pomoci anti-tyrosinové protilatky ukazaly fosforylované proteiny o velikostech
69 kDa, 58 kDa a 43 kDa. Tyto proteiny se vyskytovaly i u ejakulovanych spermii, jen s rozdilem,
Ze u in vitro kapacitovanych spermii dochazelo k silngjSimu signalu fosforylovanych proteind, coz
doklada zvyseni tyrosinové fosforylace pii in vitro kapacitaci. Nase vysledky jsou velmi podobné
vysledkum Tardif et al. (2001). Protein s nejvys$si molekulovou vahou je jen o 9 kDa vys§i nez
nejvyssi protein u porovnavané studie. Ostatni detekované proteiny mély také velmi podobné
molekulové vahy. V naSich vysledcich jsme ale nedetekovali popsany fosfoprotein 0 velikosti 32
kDa. Musime vzit v tvahu, Ze jde stale pouze o pfiblizné vypocty molekulovych vah proteinii a do
urcité velikosti se mohou liSit. Mirné odchylky od molekulové vahy mohou byt také zpisobeny

zpusobem extrakce proteint u jednotlivych pokusii.

Prestoze bylo publikovano ¢etné mnozstvi praci na tyrosinovou fosforylaci, tak na detekci
fosforylace na Ser/Thr existuje pouze malé mnozstvi praci (Signorelli et al. 2012). Jedna z prvnich
praci, ktera popsala fosforylaci na serinovych nebo treoninovych zbytcich proteinti kapacitovanych

lidskych spermii, byla od Naz (1999). Ve své praci detekoval proteiny o molekulovych
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hmotnostech 43-55 kDa, 94 kDa, 110 kDa a 190 kDa, které jsou fosforylovany na serinu. Také

dolozil, ze se fosforylace zvysila béhem kapacitace.

V nasich vysledcich jsme zjistili rozdil v detekci proteind fosforylovanych na serinu v extraktu
ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii. U obou skupin jsme detekovali proteiny
0 velikosti 250 kDa, 180 kDa, 110 kDa a 55 kDa. U kapacitovanych spermii ale dochazelo opét
k n¢kolikanasobn¢ vétsi intenzité fosforylace proteint. U kapacitovanych spermii jsme detekovali
navic protein, ktery se nevyskytoval u ejakulovanych spermii. Slo o protein velikosti 40 kDa. Nami
detekované proteiny byly piiblizn¢ stejné velké jako fosforylované proteiny lidskych spermii ve
studii od Naz (1999).

Na zavér mizeme potvrdit, Ze u vSech naSich provedenych experimenti bylo detekovano
zvyseni ve fosforylaci jak na tyrosinovych, tak serinovych zbytcich proteint, a proto je zvlasté

tyrosinova fosforylace velmi dilezitym markerem kapacitace spermii.
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7 ZAVER
Pifi hodnoceni tyrosinové fosforylace pomoci nepiimé imunofluorescencni mikroskopie

u kancich spermii byl prokazan signifikantni rozdil ve fosforylac¢nich vzorech u ejakulovanych a in

vitro kapacitovanych spermii.

Dle nasich vysledk jsme dosli k zavéru, ze u vSech provedenych fixaci nelze s jistotou tvrdit,
ze fosforylace detekovana v akrosomu je markerem kapacitace. U vSech fixaci byl u in vitro
kapacitovanych spermii pievazujici vzor fosforylace v akrosomu, ale u ejakulovanych spermii byly
Cetnosti fosforylac¢nich vzoru vyrovhané, nebo také s pievahou fosforylace v akrosomu. Pouze
fixace formaldehydem ukazala jasnou rozdilnost ve fosforylac¢nich vzorech mezi ejakulovanymi
a in vitro kapacitovanymi spermiemi. Z nasich vysledkt tedy vyplyva, Ze nejleps$i fixacni systém
pro detekci kapacitace dle fosforylaénich vzortl, je fixace formaldehydem. Uplné nejlépe vysla
fixace s 2% formaldehydem ve vodé s BSA. OvSem pro zjednoduSeni pracovniho postupu lze

pouzit i fixaci formaldehydu na skli¢ku, a ne v suspenzi.

Z nasich vysledkt také vyplyva, ze diky velké rGznorodosti fosforyla¢nich vzorG v ramci
ruznych fixaci, nelze usoudit, ktery fosforyla¢ni vzor je markerem kapacitace u P-Ser. U vSech
fixaci byla viditeln¢ detekovana zvySena fosforylace proteind u in vitro kapacitovanych spermii.

U kancich spermii je pro serin typicka fosforylace zvlasté v biciku.

Byly detekovany proteiny fosforylované na tyrosinu a serinu v extraktech z ejakulovanych a in
vitro kapacitovanych spermii. NaSe vysledky ukazaly tyrosinovou fosforylaci u proteint
ejakulovanych i in vitro kapacitovanych s molekulovou hmotnosti 69 kDa, 58 kDa a 43 kDa.
U proteint kapacitovanych spermii byla viditelna silnéjsi reakce s protilatkou, coz doklada zvyseni

tyrosinové fosforylace pii kapacitaci spermii na téchto proteinech.

Hypotéza o detekei riznych vzort tyrosinové a serinové fosforylace v ejakulovanych a in vitro

kapacitovanych spermiich za pouZiti riiznych fixaci byla potvrzena.

Vysledky serinové fosforylace detekovaly rozdily v mife fosforylace v proteinech mezi
ejakulovanymi a in vitro kapacitovanymi spermiemi. Obé& skupiny obsahovaly proteiny
s molekulovou hmotnosti 250 kDa, 180 kDa, 110 kDa a 55 kDa, ovSem u kapacitovanych

reagovaly s protilatkou S mnohem vétsi intenzitou. U in vitro kapacitovanych spermii byl
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detekovan jesté jeden protein, ktery byl fosforylovan na serinu, o velikosti 40 kDa. Opét je zde

viditelné, ze dochazi ke zvyseni serinové fosforylace pfi kapacitaci spermii na téchto proteinech.

Do budoucna by bylo vhodné jesté vyzkouset jiné koncentrace chemikalii u riznych typi fixaci,
protoze dle nasich vysledki vykazuji odlisné koncentrace té samé chemikalie rozdilné fosforylacni
vzory. Mnoho autori se zaméfilo na detekci tyrosinové fosforylace u kancich spermii, ovSem
serinova fosforylace byla u kancti opomijena. Proto by bylo vhodné se na ni blize zam¢fit a presnéji
detekovat, ktery fosforylacni vzor je markerem kapacitace. Tomu by mohlo pomoci sledovani
zmén fosforyla¢nich vzortu v pribéhu inkubace v kapacitatnim médiu, a ne az po prob&hlé in vitro

kapacitaci.

Dale by bylo vhodné u kancich spermii detekovat fosforylacni vzory za pouziti ani-treoninové
protilatky. Né&které studie potvrdily, Ze u kanct probih4 fosforylace i na treoninovych zbytcich
pomoci Western blot analyzy, ale zatim to nebylo dolozeno na zafixovanych preparatech pomoci

imunofluorescenéni mikroskopie.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ADP adenosin difosfat

Akr akrosom

Akr a ¢ast akrosomu

Akr B cely akrosom

Akry specificky typ akrosomu

AMK aminokyselina

ATP adenosin trifosfat

Bi bicik

Bia mitochondrialni ¢ast bi¢iku

Bi B koncova ¢ast biciku

BSA bovinni sérovy albumin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

EJ ejakulované spermie

ERK extracelularni signalné regulovana kindza
FSH folikulostimula¢ni hormon

GTP guanosin trifosfat

K negativni kontrola

KAP kapacitované spermie

Kr kréek

LH luteiniza¢ni hormon

MAPK mitogenem aktivovana proteinkindza
NC membrana nitrocelul6zovd membrana
NCM nekapacitacni médium

PBS phosphate-buffered saline (fosfatovy pufr)
PKA proteinkindza A
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PKC
PNA
P-Ser
PTK
PTM
P-Tyr
RNA
SACY
SDS
sEqS
Ser
Thr
TK
Tyr
/P

proteinkinaza C
rhodamine peanut agglutinin
fosforylace na serinu
protein tyrosinkindza
posttransla¢ni modifikace
fosforylace na tyrosinu
ribonukleova kyselina
rozpustna denylcyklaza
dodecylsulfat sodny
subekvatorialni segment
serin

treonin

tyrosinkindza

tyrosin

zona pellucida
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