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Vliv inhibitord ubiquitin-proteazomového komplexu na
degradaci proteini AKAP v priubéhu kapacitace kancich
spermii

Souhrn
Proteiny rodiny AKAP (A-kindzu kotvici proteiny) hraji v organismu ddleZitou roli

v regulaci aktivity proteinkindzy A (PKA). VSechny AKAP proteiny se vyznacuji schopnosti vazat
se na regulacni podjednotky PKA, ¢imZ mohou ovliviiovat aktivitu cAMP/PKA signalni kaskady.
Diky této své funkci se podileji i na regulaci mnoha bunécnych procest véetné gamet. Jiz bylo
prokazano, ze u samcl jsou AKAP proteiny vyznamné zapojené do regulace motility spermii,
dale i do procesli spojenych s kapacitaci a akrozomalni reakci spermii. Nejvice zastoupenymi
proteiny rodiny AKAP v savcich spermiich, a to i kancich, jsou proteiny AKAP4 a AKAP3. Tyto
proteiny jsou lokalizovany predevsim v hlavni ¢asti bi¢iku spermie a AKAP3 protein byl
prokazan také v akrozomu. Absence proteinu AKAP4 ve spermiich zpUsobuje snizenou motilitu
bi¢iku, a tim i snizenou fertilitu spermii. Dosud byl popsdn mechanismus degradace proteinu
AKAP3 pomoci ubiquitin-proteazémového systému (UPS) v pribéhu kapacitace spermii a tato
degradace proteinu AKAP3 byla nezbytnd pro aktivaci PKA. Mechanismus degradace AKAP4
u kancich spermii doposud popsan nebyl. Cilem této diplomové prace bylo vhodnymi
experimenty ovéfit hypotézu, ze UPS je béhem kapacitace kancich spermii vin vitro
podminkach zapojen do degradace proteinu AKAP4, podobné jako u proteinu AKAP3.
Detekce proteinu AKAP4 a sledovani vlivu inhibice UPS na degradaci AKAP4 béhem
kapacitace kancich spermii probihalo prostfednictvim metody Western blot.
Imunofluorescenéni metodou byla sledovdna lokalizace proteinu AKAP4 v kancich spermiich.
Experimenty provedenymi pfi reSeni této diplomové prace byl detekovan protein
AKAP4 i jeho izoforma proAKAP4, a to jak u ejakulovanych kancich spermii, tak i u spermii po
in vitro kapacitaci, a i u spermii po navozené akrozomalni reakci. Byla prokazana jeho
lokalizace v hlavni ¢asti biciku spermie. Vysledky experimentl zamérenych na sledovani
zapojeni UPS do degradace proteinu AKAP4 béhem kapacitace kancich spermii potvrdily
hypotézu o zapojeni UPS do degradace proteinu AKAP4 béhem kapacitace kancich spermii
v in vitro podminkach. V dalSich experimentech by bylo vhodné se zaméfit na sledovani
aktivity PKA v souvislosti s degradaci proteinu AKAP4 béhem kapacitace kancich spermii.

Klicova slova: AKAP4, kanci spermie, kapacitace, proteazom, ubiquitin



Effect of ubiquitin-proteasome complex inhibitors on the
degradation of AKAP proteins during capacitation of boar
sperm

Summary
AKAP family proteins (A-kinase anchoring proteins) play an important role in organism

in regulating protein kinase A (PKA) activity. All AKAP proteins are characterized by the ability
to bind to PKA regulatory subunits, which may affect the activity of the cAMP/PKA signaling
cascade. Thanks to this function, they are also involved in the regulation of many cellular
processes, including gametes. In males, AKAP proteins have already been shown to be
significantly involved in the regulation of sperm motility, as well as in the processes associated
with capacitation and acrosomal reaction of sperm. The most abundant proteins of the AKAP
family in mammalian sperm, including boar sperm, are the AKAP4 and AKAP3 proteins. These
proteins are located mainly in the principal piece of the sperm flagellum and the AKAP3
protein has also been shown in the acrosome. The absence of protein AKAP4 in sperm causes
reduced flagellar motility and thus reduced sperm fertility. To date, the mechanism of AKAP3
protein degradation by the ubiquitin-proteasome system (UPS) during sperm capacitation has
been described and this degradation of protein AKAP3 was necessary for activation PKA. The
mechanism of AKAP4 degradation in boar sperm has not been described to date. The aim
of this diploma thesis was to verify the hypothesis that the UPS is involved in the degradation
of AKAP4 protein during in vitro conditions during the capacitation of boar sperm, similarly
to AKAP3 protein.

Detection of AKAP4 protein and monitoring of the effect of UPS inhibition on AKAP4
degradation during boar sperm capacitation was performed by Western blot. The localization
of AKAP4 protein in boar sperm was observed by immunofluorescence method.

AKAP4 protein and its isoform proAKAP4 were detected by experiments performed
in solving this diploma thesis in ejaculated boar sperm, as well as in sperm after in vitro
capacitation and also in sperm after induced acrosomal reaction. Has been demonstrated
localization of protein in principal piece of sperm flagellum. The results of experiments aimed
at monitoring the effect of the UPS on the degradation of AKAP4 protein during capacitation
of boar sperm confirmed hypothesis of involvement UPS in the degradation of AKAP4 protein
during the capacitation of boar sperm in vitro. In further experiments, it would be appropriate
to focus on monitoring PKA activity in relation to AKAP4 protein degradation during boar
sperm capacitation.

Keywords: AKAP4, boar sperm, capacitation, proteasome, ubiquitin
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1 Uvod

Jednim z dlleZitych procesu, ktery predchdazi samotnému oplozeni vajicka je proces
kapacitace spermie (Chang 1955). Tento proces probihd v sami¢im pohlavnim traktu a je
klicovy pro spusténi akrozomalni reakce a naslednou fertilizaci (Chang & Yanagimachi 1963).
Béhem kapacitace prochazi spermie fadou zmén, jako je napriklad modifikace plazmatické
membrany v dUsledku efluxu cholesterolu z plazmatické membrdany (Visconti & Kopf 1998).
Dochazi také ke zménam pohybu biciku, koncentrace intracelularnich iontl ¢i pH (Ferramosca
& Zara 2014; Martinez-Ledn et al. 2015). S kapacitaci také souvisi ubiquitin-proteazémovy
systém (UPS), ktery béhem tohoto procesu degraduje povrchové proteiny spermie
a remodeluje jeji plazmatickou membranu (Kong et al. 2009; Schwartz & Ciechanover 2009).
UPS je také zapojen do kontroly epididymalni maturace spermii a do pribéhu akrozomalni
reakce (Sutovsky et al. 2004; Baska et al. 2008). Proteazém sloZeny z proteaz dokaze ucinné
degradovat ubiquitinem oznacené proteiny na malé peptidy (Glickman & Ciechanover 2002).
Proteazédmy jsou pritomny i ve spermiich nejenom clovéka, ale prokdzany byly i u mnoha
druh zvirat (Tipler et al. 1997; Woijcik et al. 2000; Sutovsky et al. 2003). Mezi proteiny, které
je UPS schopen rozpoznat, degradovat a tim i regulovat, patfi protein kotvici kindzu A (AKAP).
Proteiny z rodiny AKAP se vyskytuji v samcich i samicich reprodukénich tkanich i v pohlavnich
burikdch (Luconi 2011). Proteiny AKAP3 a AKAP4 byly identifikovany v bic¢iku spermie. Studie
uvadéji, Ze tyto proteiny maji vyznamnou roli v regulaci motility spermii (Carrera et al. 1996;
Harrison et al. 2000; Balbach et al. 2018). Dosud byl popsdan mechanismus degradace proteinu
AKAP3 pomoci UPS v pribéhu kapacitace spermii. Mechanismus degradace AKAP4 u kancich
spermii zUstava stale nejasnym.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace bylo vhodnymi experimenty ovéfit hypotézu, Ze ubiquitin-
proteazémovy systém je béhem kapacitace kancich spermii v in vitro podminkach zapojen
do degradace proteinu AKAP4.



3 Literarni reserse

3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces, béhem kterého vznikaji samci pohlavni buriky — spermie. Lze
jej rozdélit do dvou fazi: spermatocytogeneze a spermiogeneze (Tichy et al. 2004).
Spermatocytogeneze zahrnuje nejprve mitotické a poté i meiotické déleni bunék, ¢imz vznikaji
kulaté spermatidy. BEhem spermiogeneze dochdzi ke konecné preméné spermatid ve spermie
(Lichnovsky et al. 2001).

Spermatogeneze je vyvojovy proces, pri kterém ze spermatogonidlnich kmenovych
bunék (SSC) vznikaji spermie. Ke spermatogenezi dochazi v semenotvornych kanalcich varlat
(Larson et al. 2018). Sténu semenotvornych kandlk( tvoti lamina propria a zarodecny epitel
(Bergmann 2005), ktery obsahuje Sertoliho a zarodec¢né buriky ve vSech fazich jejich vyvoje.
Sertoliho buriky podporuji a reguluji vyvoj zarodecnych bunék sekreci rlistovych a dalsich
faktor(, jako je napriklad laktat a pyruvat (Griswold 1995). Tyto faktory jsou dulezZité pro
spravnou funkci metabolismu zarodeénych bunék (Aponte et al. 2005). Sertoliho buriky se také
podili na koordinaci diferenciace zarodecnych bunék, a to skrze produkci nékolika hormona.
Ptikladem m{ze byt steroidni hormon estrogen, hormon inhibin ¢i androgen vazajici protein
(ABP) (Larriva-Sahd et al. 1991; Maddocks et al. 1992; Vannelli et al. 1992). ABP reguluje
lokalni koncentraci androgen( v zarode¢ném epitelu (Vannelli et al. 1992; Lichnovsky et al.
2001), vaze a transportuje testosteron do semenotvornych kanalk( a chrani jej i dalsi steroidy
pred katabolickymi déji (Bardin et al. 1981; Joseph 1994; Jeyaraj et al. 2005). Vice nez polovina
vznikajicich spermatogennich bunék dojde v rlznych stadiich své diferenciace do faze
apoptozy. Rychlou fagocytézu apoptotickych bunék zajistuji Sertoliho buriky, které takovéto
buriky pohlcuji aeliminuji (Russell & Clermont 1977; Nakagawa et al. 2005). Mezi
semenotvornymi kandlky se nachazi intersticidlni tkan obsahujici krevni a lymfatické cévy,
makrofagy a Leydigovy bunky, které produkuji testosteron (Aponte et al. 2005). Testosteron
se vyznamné podili na pribéhu spermatogeneze a rozvoji sekundarnich pohlavnich znaku
u samcu (Ley & Leonard 1985). Spermatogeneze probiha po celou dobu reprodukéniho Zivota
samcu (Russell et al. 1993; Suede et al. 2021). Vyvoj spermie od spermatogonialni burniky po
spermii trvd u savcd od 30 do 75 dn0 v zavislosti na druhu (Franca et al. 2005). Délka
spermatogeneze u prasete divokého i prasete domiaciho je pfiblizné 41 dnd (Amann
& Schanbacher 1983; Franca & Cardoso 1998; Almeida et al. 2006).

Pro spermatocytogenezi je charakteristické mitotické i meiotické déleni, pficemz
meiotické déleni se rozliSuje na dvé odlisna stadia: 1. meiotické déleni a 2. meiotické déleni
(viz Obrazek 1) (Rodrigues & Sousa 2017). Po téchto déjich nasleduje finalni proces, a to
diferenciace spermatid na spermie. Tento proces se nazyva spermiogeneze nebo také
spermatohistogeneze (viz Obrazek 1) (Bergmann 2005).
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Obrdzek 1: Spermatogeneze. Schématické zndzornéni vyvoje nediferenciované diploidni
zdrodecné buriky aZ do fdze haploidni zralé spermie. Spermatogonie se béhem mitotického
déleni déli na primdrni spermatocyty, které se po meidze | stavaji haploidnimi sekunddrnimi
spermatocyty. Behem meidzy Il vznikaji ze sekunddrnich spermatocytu spermatidy. V posledni
fdzi (spermiogenezi) se spermatidy diferencuji na spermie (Prevzato a upraveno z Rodrigues &
Sousa 2017).

3.1.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze zahrnuje mitotické déleni zarodeénych bunék, vznik primdrnich
spermatocytl a v priilbéhu meiotickych déleni vznik haploidnich sekundarnich spermatocytu
a spermatid (Johnson et al. 1997; Johnson et al. 2000). Tento proces trva pfiblizné 16 dni
(Slipka & Tonar 2019). Soucasti spermatocytogeneze je faze rozmnozovani a rlstu (Tichy et al.
2004).
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Obdobi rozmnozovani

Jako vsechny somatické bunky vtéle i spermatogonie maji diploidni sadu
chromozom(l. Na zakladé urcitych funkénich vlastnosti se rozliSuji spermatogonie na typ A
atyp B. Spermatogonie typu A jsou neustdle mitoticky aktivni a tvofi celozivotni zasobu
kmenovych bunék pro spermatogenezi. Nékteré z téchto typl bunék se dale diferencuji na
spermatogonie typu B. Spermatogonie typu B jsou také mitoticky aktivni, ale po dokonceni
bunécného déleni se pouze tento typ bunék posouva do dalsi faze vyvoje (Bergmann 2005),
pfi kterém se béhem mitotického déleni diferencuji na primarni spermatocyty (Chtopik
& Wysokinska 2019).

Obdobi riistu

Béhem obdobi rlstu se burika nachazi v prvnim meiotickém déleni, konkrétné
v profdzi. Profdze tohoto déleni trvd oproti profazi klasické mitézy déle a déli
se do jednotlivych fazi — leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze (Swierstra et
al. 1974; Tichy et al. 2004). Charakteristické pro profazi |1 je parovani homolognich
chromozomu (Otova & Mihalova 2012).

Profaze prvniho meiotického déleni zacina nejprve leptotennim stadiem, kde dochazi
ke kondenzaci chromozomu do dvou sesterskych chromatid u kazdého chromozomu (Snustad
& Simmons 2017). U sesterskych chromatid kazdého chromozomu se vytvoti axialni element
(AE), ktery udrZuje soudrznost sesterskych chromatid (Baudat et al. 2000; Suja et al. 2000).
V zygotennim stadiu dochazi k parovani homolognich chromozom tzv. synapsim, kdy k sobé
chromozomy podélné pfiléhaji. V pachytennim stadiu jsou chromozomy vice kondenzované
a kazdy par je tvofen dvéma duplikovanymi chromozomy (Snustad & Simmons 2017). Mezi
chromatidami chromozom( v pachytene dochazi ke crossing-overu, béhem kterého
si chromozomy vyméni homologni Useky. Tento jev vede k rlznym kombinacim v rozlozeni
genul na autozomadlnich chromozomech. Pro diplotenni stadium je charakteristické oddaleni
sdruzeného paru chromozom v bivalentu. Spojeni chromozomu je v misté chiasmat, kde
doslo k jejich prekfizeni. Centromera stale spojuje sesterské chromatidy (Otova & Mihalova
2012). V diakinezi, coz je posledni faze profaze |, dochazi kterminalizaci chiasmat
a k dokonceni spiralizace chromozom{. V této fazi migruji bivalenty k jaderné membranég,
kterad se postupné rozpada (Sreekrishna 2000). V diakinezi dochdzi také k vytvoreni déliciho
vieténka a chromozomy se srovnavaji v ekvatorialni roviné, ktera je kolma na osu déliciho
vieténka (Kallio et al. 1998; Snustad & Simmons 2017).

Po dokoncené profazi | nasleduje metafaze, anafaze a telofaze prvniho zraciho déleni
(Tichy et al. 2004). Prvni meiotické déleni je dokonéeno vznikem dvou haploidnich
sekundarnich spermatocytli. Sekundarni spermatocyty poté podstupuji druhé meiotické
déleni, které je obdobou klasické mitézy (Chtopik & Wysokiriska 2019). BEhem tohoto déleni
jsou od sebe chromatidy kazdého chromozomu oddéleny a z kazdého sekundarniho
spermatocytu vznikaji dvé kulaté spermatidy (Tichy et al. 2004; Bergmann 2005).
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3.1.2 Spermiogeneze

Konecnda faze spermatogeneze, kterd zahrnuje produkci diferencovanych spermii,
se nazyva spermiogeneze, nebo také spermatohistogeneze, ¢i spermateliéza (Schultz
& Leblond 1990; Suede et al. 2021). Spermiogeneze popisuje postmeioticky vyvoj spermatid,
ktery je vmnoha ohledech zcela jedinecny v porovnani sjinymi bunéénymi vyvojovymi
procesy (Zhang et al. 2018).

PFi preméné na zralé spermie prochazi spermatidy Sirokou skalou morfologickych zmén
(Suede et al. 2021). Spermatidy v tomto obdobi jiz neprodélavaji zadné déleni, ale postupné
dochazi k jejich diferenciaci na spermie. Spermiogeneze je faze, pfi které dochazi k vyvoji
akrozomu a rozdéluje se na Ctyri faze: Golgiho faze, faze akrozomalni cepicky, akrozomalni
faze (faze kaudalni manzZety) a faze maturace (Clermont & Leblond 1955). Prvni Golgiho faze
zahrnuje vznik malych proakrozomalnich vezikul. Tyto proakrozomalni vezikuly se postupné
spojuji a vytvari velkd akrozomalni granula az vytvofi akrozomalni vacek (Russell et al. 1993;
Konradova et al. 2000). Béhem kondenzace chromatinu nahrazuji vétSinu histon( prechodné
proteiny (TP), které jsou poté z velké ¢asti nebo zcela Uplné nahrazeny protaminy (Oliva
& Dixon 1991; Wouters-Tyrou et al. 1998). Protaminy jsou malé kladné nabité proteiny bohaté
na arginin, které se vaZzou na DNA a zajistuji jeji vétsi kondenzaci (Grimes et al. 1977;
Worawittayawong et al. 2008). K jednomu pdlu buriky je zaroven odsunuto samotné jadro,
které ziskava oplostély a hruskovity tvar (Konrddova et al. 2000). Ve druhé fazi akrozomalni
Cepicky dochazi ke zvétSeni akrozomalnich granul, kterd se zacinaji oplostovat, rozsifovat po
predni ¢asti jadra a vytvaret akrozomalni ¢epicku (Talbot & Kleve 1978). Ve treti akrozomalni
fazi akrozom podstupuje kondenzaci a formuje se do findlni zralé podoby. Nékolik
cytoskeletarnich proteini véetné kalmodulinu ¢i aktinu hraje dulezitou roli v organizaci
akrozomu (Camatini et al. 1992). U prodluzujicich se spermatid dochazi také k zahajeni tvorby
manzetovych mikrotubulll a redukci objemu cytoplazmy (Ashman et al. 1992). Béhem této
faze také dochazi ke zménam ve strukture mitochondrii, nejprve se mitochondrie kulovitého
tvaru kumuluji ve stfedni ¢asti bi¢iku, kde poté nastava laterdlni prodluZovani jejich struktury
(Otani et al. 1988; Shimada et al. 2021). Diferenciace spermie je v posledni fazi maturace déle
doprovdazena prodluZzovanim bic¢iku a odstranovanim prebyte¢né cytoplazmy ze spermatid
(Sakai & Yamashina 1989; Han et al. 2020). Zhusténé jadro a pfitomnost akrozomu poskytuje
spermiim jedinecny tvar, ktery zlepSuje pohyb v sami¢im pohlavnim traktu (Suede et al. 2021).
Spermie vtéto fazi nejsou schopné se pohybovat. Schopnost pohybu spermie ziskaji
az v nadvarleti, kam jsou transportovany vyvodnymi kandlky varlat (Slipka & Tonar 2019).

3.1.3 Neurohumoralni regulace spermatogeneze

Pro zachovani nepretrzité produkce spermii musi byt zahdjeni spermatogeneze a jeji
pribéh koordinovdan a regulovan. Vnéjsi regulace spermatogeneze vyZaduje stimuly
z hypotalamu a hypofyzy (Holstein et al. 2003). Hypofyza reaguje na signdl vyslany
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z hypotalamu v podobé hormonu statinl ¢i liberin( k zahajeni uvolfiovani nebo potlaceni
sekrece hypofyzarnich hormontl jako je napfiklad luteiniza¢ni hormon (LH) nebo
folikulostimulacni hormon (FSH) (Zolman & Valenta 1981). V pfipadé uvolnéni liberinu,
gonadotropin releasing hormonu (GnRH) z hypotalamu, dojde ksekreci FSH nebo LH
z adenohypofyzy. FSH je nezbytny pro tvorbu spermii béhem spermatogeneze, pfispiva
ke spravnému vyvoji varlat (Tapanainen et al. 1997) a spolecné s testosteronem plsobi na
Sertoliho bunky (Griswold 1995). LH stimuluje Leydigovy bunky k produkci testosteronu
(Gordon et al. 1989). Testosteron ma vyznamny vliv jak na zahajeni, prlibéh a udrzeni
spermatogeneze, tak i na dalsi bunécné procesy probihajici v celém téle (Suede et al. 2021),
naptiklad stimuluje proliferaci svalovych bunék (Campelo et al. 2012). Testosteron je dale
zadsadni pro vyvoj samcich pohlavnich organt, tvorbu sekundarnich pohlavnich znak( jako je
napriklad maskulinizace (Scadding 1978), podili se také na sexudlnim chovani, zvyseni fyzické
vykonnosti (Page et al. 2005) a poskytuje negativni zpétnou vazbu hypofyze. Hladiny
testosteronu reguluji hypofyzarni Cinnost, kterda mulZe souviset se sekrec¢ni aktivitou
Leydigovych bunék (Erglin et al. 1994; Holstein et al. 2003). Pfi nadbytku koncentrace
testosteronu v téle dostava hypofyza humordlni signdl, coz vede k potlaceni jeho sekrece (Krey
et al. 1978). Leydigovy buriky vylu€uji kromé steroidt také nékolik dalSich faktort, véetné B-
endorfinu, ktery se podili na regulaci funkce a proliferaci Sertoliho bunék (Franca et al. 2005).
Sertoliho bunky jsou do regulace spermatogeneze zapojeny sekreci proteinu vazajiciho
testosteron (ABP) (Hagenas et al. 1975) a uvolfiovanim hormonu inhibinu (Le Gac & de Kretser
1982). ABP udrzuje vysokeé hladiny testosteronu (Dohle et al. 2003) a podili se na zrani spermii
(Esteban et al. 1997). Spermatogeneze je také u nékterych druh( zvitat ovlivnéna délkou
svételnych dnli béhem roku. U koz a ovci dochazi k sezénni autofagii Sertoliho bunék, coz
vyznamneé reguluje proces spermatogeneze a produkce spermii je na podzim vyrazné vyssi
(Barkawi et al. 2006; Xi etal.2021). Hlavni hormon reagujici na délku svételného dne
je melatonin uvolfiovany epifyzou, ktery stimuluje uvoliovani gonadotropini FSH a LH
(Schanbacher & Ford 1979; Chemineau et al. 1992; Martin et al. 2012).

3.2 Spermie

Spermie jsou pohlavni bunky, které se morfologicky ¢leni na hlavic¢ku, kréek a bicik (viz
Obrazek 2). Takto zralé diferencované spermie jsou ohrani¢ené souvislou plazmatickou
membranou (Mortimer 2018). Plazmatickd membrana spermie obsahuje velké mnoZstvi
fosfolipidll, cholesterol a glykoproteiny. Proteiny plazmatické membrany plini fadu funkci,
naptiklad funkci receptor(, iontovych kanal( ¢i strukturni (Chtopik & Wysokiriska 2019).
Morfologie spermii je znacné variabilni v zavislosti na Zivo¢iSném druhu. Pro kazdy Zivocisny
druh existuji urcité anatomické normy pro tvar hlavicky, nebo délku spermie. Napriklad délka
kancich i lidskych spermii se pohybuje okolo 50—60 um, by¢i spermie dosahuji délky 70-90 um
(Gage & Freckleton 2003; Pesch & Bergmann 2006).

14



Akrozom

Jadro

Hlavicka

Kréek

(00 Mitochondrie

Stfedni ¢ast
=3
o

Bicik
Hlavni ¢ast

L

Koncova

¢ast

Obrdzek 2: Anatomicka struktura spermie (Prevzato a upraveno z Singh & Rajender 2015).

3.2.1 Hlavicka

Struktura a tvar hlavicky vykazuje vysokou druhovou specifitu (Pesch & Bergmann
2006), ale rozdily ve velikostech hlavic¢ky jsou patrné také mezi jedinci stejného druhu (Saravia
et al. 2007). Tvary a velikosti hlavicky u kanct jsou specifické i pro jednotliva plemena prasat,
napriklad plemeno Landrace ma vétsi, protahlejsi hlavi¢ky spermii a celkovy pomér velikosti
hlavicky k délce bic¢iku je mensi nez u plemene Large white (Gérski et al. 2021). Obecné tvar
kancich spermii je podlouhly a ovalny, jako je tomu napftiklad také u byk( (Yagi & Paranko
1995).

Hlavicka spermie obsahuje akrozom, ktery pokryva 30-60 % predni ¢asti hlavicky
spermie (viz Obrazek 3) (Danis & Samplaski 2019). Akrozom je tvarové a velikosti také druhové
specificky. Velikost akrozomu u byka je mensi neZz u kance. By¢i akrozom je maly a kratky,
u kance je velky, podélny s vyraznou kfivkou ekvatoridlniho segmentu (Pesch & Bergmann
2006; Yaniz et al. 2016). Akrozom vznikd z Golgiho aparatu, ktery béhem spermiogeneze
vytvari drobné proakrozomalni vezikuly, které jsou potiebné pro formovani zralého akrozomu
(Leblond & Clermont 1952; Khawar et al. 2019). Akrozom obsahuje enzymy klicové pro prinik
do vajicka skrz zonu pellucidu (Mortimer 2018). Mezi vyznamné enzymy akrozomu patfi
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napriklad serinovd protedza akrosin, glykosidasa, hyaluroniddza, neuraminiddza a mnoho
dalSich hydroldz, esteraz i fosfataz (Fernandes & Bao 1998; Pesch & Bergmann 2006). Akrosin
jako jeden z nejvyznamnéjSich enzymU akrozomu ovliviiuje nejen motilitu spermii, ale také
rozruSeni akrozomalni matrix pfi akrozomalni reakci, hraje roli pfi vazbé spermie na zona
pellucida a napomaha stépeni zony pellucidy pred fuzi gamet (Salling 1989; Tranter et al. 2000;
Jiang et al. 2011). Enzym hyaluronidaza jinak oznacovan jako PH-20 nebo SPAM1 je lokalizovan
jak na plazmatické membrané, tak ve vnitini akrozomalni membrané spermie (Myles
& Primakoff 1997, Martin-DeLeon 2006). Hyaluroniddza specificky Stépi kyselinu
hyaluronovou, ktera je obsaZzena v zoné pellucidé, ¢imz napomaha penetraci a oplodnéni
oocytu (Camaioni et al. 1996). Dalsi dlleZité enzymy s glykohydroldzovou aktivitou, které jsou
soucasti akrozomu, jsou napftiklad B-galaktosiddza, a-L-fukosiddza, manosiddzy nebo A, B, C
aryl sulfatazy (Tulsiani et al. 1998). Akrozom se déli na vétsi anteriorni segment, ktery
podstupuje akrozomalni reakci a zadni ¢ast ,,ekvatoridlniho segmentu®, ktery ji nepodstupuje.
Ekvatoridlni segment pozdéji hraje vyznamnou roli pfi fuzi gamet, je to misto, kterym
se spermie pfimo vaze na plazmatickou membrdnu oocytu. Spermie bez ekvatoridlniho
segmentu tak nemuze oocyt oplodnit (Inoue et al. 2010; Mortimer 2018).
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Obrdazek 3: Struktura hlavicky spermie. A) vejcorodi B) vacnati C) placentdlové (Prevzato
a upraveno z Teves & Roldan 2022).

V hlaviéce spermie je ddle jadro, které obsahuje vysoce kondenzovany chromatin
(Rehfeld et al. 2017). Chromatin disponuje histony, které jsou navazané na DNA. Histony jsou
z velké &asti ve fazi spermiogeneze nahrazeny protaminy, které plni ochrannou funkci a diky
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tvorbé disulfidickych vazeb zajistuji stabilitu pro DNA a ochranu pred jejim poskozenim
(Mortimer 2018). Také tvar jadra je druhové specificky, u vétSiny savcd je obvykle
dorzoventralné zplostélé (Pesch & Bergmann 2006). Hlavni Ulohou hlavi¢ky spermie je prenos
genetické informace lokalizované v jadfe spermie do vajicka (Gibbons et al. 1985).

Soucdsti hlavicky je dale cytoplazma a v zadni ¢asti hlavicky se nachdazi centrozém
(Rehfeld et al. 2017). Strukturu hlavi¢ky spermie doplnuje také cytoskelet, ktery se sklada
z odolnych strukturnich protein( jadra a perinukledrni théky, které se spole¢né podili
na tvarovani jaddra (Longo & Cook 1991). Obecné se mezi cytoskeletarni proteiny radi aktin,
proteiny vazajici aktin (napfiklad spektrin) nebo rlzné druhy tubulinG (a-, B, y-tubulin)
(Virtanen et al. 1984). U spermii se fada cytoskeletarnich proteini podili na kli¢ovych
udalostech, jako je kapacitace a akrozomalni reakce (Dvorakova et al. 2005).

3.2.2 Krcek

Kréek plni spojovaci funkci a propujuje hlavicku s bi¢ikem. Kréek mechanicky podpira
hlavicku spermie a zprostfedkovdvd koordinaci pohybu (Zhu 2020). Nachazi se v ném
centrozom, ktery se skldda z pdru centriol, a to z proximalni a distalni centrioly (viz Obrazek 4)
(Callaini & Riparbelli 1990; Rehfeld et al. 2017). Funkci centriol je nejen mechanicky
propojovat hlavicku a bicik, ale po fertilizaci se také podili na organizaci cytoskeletu zygoty
(Rattner 1972; Avidor-Reiss et al. 2020). V oblasti kréku je také velkd zdsoba Ca?*. PFitomny je
zde také inositoltrifosfatovy receptor (IP3R), ktery po aktivaci inositoltrifosfatem (IP3) funguje
jako vyménikovy vapnikovy kanal (Ho & Suarez 2001).

i I Proximalni centriola

. Spojovaci Cast
- _.L_.:'r_,_,_.-—-"u"néiil’husté vlakna
E E— Mitochondridlni pouzdro
a Axonema
Obrdzek 4: Podélny rez krckem a stredni ¢dsti biciku (Prevzato a upraveno z Teves & Roldan
2022).

3.2.3 Bicik

Zakladni funkci biciku spermie je zajisténi schopnosti pohybu (Machin 1963). Bicik
se sklada ze stredni, hlavni a koncové ¢asti a po celé jeho délce je vyztuzen axonemou, kterd
se tdhne od jeho stfedni az po koncovou cast (Fawcett 1975; Rehfeld et al. 2017). Bicik
je sloZzen z dalSich cytoskeletarnich struktur, a to z vnéjSich hustych vldken, ktera se vyskytuji
ve stfedni a hlavni ¢asti biciku, a jemnych vlaken obklopujicich vnéjsi husta vlakna a tvoficich
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pochvu hlavni ¢asti biciku (viz Obrazek 5) (Escalier & David 1984; Ferrer et al. 2013). Vnéjsi
hustd vlakna udrzuji elasticitu biciku a chrani ho pred vnéjsimi vlivy pfi transportu z epididymu
a béhem ejakulace (Baltz et al. 1990).
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Obrazek 5: Pricné Fezy spermii savci spermie (Prevzato a upraveno z Fawcett 1975).

Stfedni ¢asti prochazi celkem devét vnéjsich hustych viaken, pficemz kazdé je spojeno
se specifickym mikrotubulovym dubletem axonemy (viz Obrazek 6) (Oko 1988). Soucasti
vnéjsich hustych vldken u savcich druhi je vice nez 14 protein(i z rodiny ODF (ODF1-4), dale
proteiny rodiny antigen(l asociovanych se spermiemi (Spag) ¢i proteiny rodiny TektinG (Rivkin
et al. 2008; Zhao et al. 2018). Jemna vldkna tvofici pochvu slouzi jako leseni pro glykolytické
enzymy, které poskytuji energii pro hyperaktivaci motility. Dalsi funkci jemnych vldken
tvoricich pochvu je samotna regulace motility spermii (Eddy et al. 2003). Tento vlaknity obal
ovliviiuje pohyb a pruznost biciku, a tim i tvar bi¢ikové viny. Zhruba polovina proteinu, které
jsou soucasti jemnych vlaken tvofici pochvu, jsou A-kindzové kotvici proteiny (AKAP). Zejména
protein AKAP4 je dlleZitou soucasti této vldknité struktury, je potifebny pro prenos signalu
mezi proteiny a enzymy a nepostradatelny pro spravnou funkci bic¢iku (Miki et al. 2002).
Dalsimi proteiny jemnych vlaken tvoficich pochvu jsou AKAP3, ropporin, rhophilin nebo
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GAPDS proteiny nalezené v krysich spermiich (Eddy et al. 2003). Stfedni ¢ast biciku
je obklopena dvojitou Sroubovitou spirdlou mitochondrii (Ankel-Simons & Cummins 1996).
MnoZstvi mitochondrii ve stfedni ¢asti bic¢iku u spermii se li§i mezi jednotlivymi obratlovci,
naptiklad savci oproti rybdm maji vétsi pocet mitochondrii (Lahnsteiner 2003).
Mitochondrialni pochva je bohatd na selen (Ursini et al. 1999) a specifické proteiny, jako
je cytochrom c nebo enzymy laktatdehydrogenaza ¢i E1-pyruvatdekarboxyldza (Goldberg
1963; Hess et al. 1993; Deburgos et al. 1994). Hlavni ¢ast biciku tvofi ptiblizné % délky spermie
(Rehfeld et al. 2017) a cely bicik zakoncuje koncova ¢&ast, kterd obsahuje pouze axonemu
obklopenou plazmatickou membranou (Linck et al. 1981).

Mitochondridlni
pochva

Vnéjsi
husta

vlé

Mikrotubuly axonemy

Obrdzek 6: Stiedni cdst bi¢iku — mitochondridalni pochva (Prevzato a upraveno z Fawcett
1975).

3.3 Motilita spermii

Motilita spermii je kli€ova pro zajisténi procesu oplodnéni. Aktivace motility je ovlivnéna
iontovymi zménami na uUrovni spermie ¢i v rdmci samiciho reprodukéniho traktu (Babcock et
al. 1983; Morisawa 1994). Tyto faktory ovliviiuji jak pohybovy aparat spermie, tak jeji
energeticky metabolismus. Pohybovy aparat je lokalizovan v bi¢iku spermie a sklada se
z vysoce organizované struktury (Gardner et al. 1994; Gallo et al. 2021). Aparat ma strukturu
zalozenou na axonemé, kterd se skladad z mikrotubull a je tvorena az 250 proteiny (Inaba
2003). Axonema je konstruovdna z deviti dubletovych mikrotubull a dvou singletovych
mikrotubull (Phillips 1969). Sila pro pohyb biciku je vyvijena klouzanim vnéjsich dvojitych
mikrotubull pohanénych proteinovymi molekularnimi motory — dyneiny (Burns & Pollard
1974). Kazdy dubletovy mikrotubul je jednotkou s dyneinovymi rameny, dyneinovym
dokovacim komplexem, radidlnimi paprsky a dyneinovym regulaénim komplexem. Devét
dubletovych mikrotubull je vzdjemné propojeno mezidubletovymi ¢lanky. Singletové
mikrotubuly ve stfedu jsou spojeny centralnim parovym mustkem. Kazdy mikrotubul ma dva
centralni parové vybézky (viz Obrazek 7) (Baccetti et al. 1979; Inaba 2003).
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Obrdzek 7: Pohybovy apardt biciku — struktura axonemy (Prevzato a upraveno z Inaba 2003).

S rozvojem vysoce pokrocilych technik v sekvenovani gent béhem poslednich dvou
desetileti bylo popsano nékolik gend, které jsou zapojené do fizeni motility spermii. Témér
vSechny proteiny kédované témito geny se nachdzeji v bic¢iku spermie a déli se do rliznych tfid.
Jednou z nich jsou membrdnové proteiny, které slouzi k vyméné iont(l. Mezi né patfi naptiklad
multiproteinovy komplex CatSperl a CatSper2 (Quill et al. 2001; Ren et al. 2001). Dalsi tfidou
jsou cytoskeletarni proteiny, kam se fadi Tektin-t nebo SPAG6 (Sapiro et al. 2002; Tanaka et al.
2004). Do tfidy glykolytickych enzym patfi fosfoglyceratkinaza 2 (PGK2) a soucasti bunécnych
signdlnich proteind je protein kalmodulin ¢i protein AKAP4 (Ahmad et al. 2009; Ma et al. 2017).

Po opusténi varlat jsou vSechny savci spermie neschopné pohybu (Varano et al. 2008).
Schopnost pohybu spermie ziskavaji béhem prlichodu epididymem. VétsSina kancich
epididymalnich spermii ziskdva motilitu v oblasti téla a ocasu nadvarlete (Hurtado de Llera et
al. 2016).

Motilitu spermii Ize rozdélit na dva typy: pohyb vpred a hyperaktivovany pohyb (Fraser
1983; Quill et al. 2011). Pohyb vpfed v sami¢im reprodukénim traktu umoziuje spermiim
oddélit se od semenné plazmy a aktivné prostupovat reprodukéim traktem (lvanova-Kicheva
et al. 2012). Zatimco hyperaktivace pohybu, ktera se objevuje béhem kapacitace, je nezbytna
pro samotny proces oplozeni vajicka (Boatman & Robbins 1991). Hyperaktivace zcela méni
bic¢iku (Aoki et al. 1994). Takovy pohyb je dllezity pro prinik spermie pres cumulus oophorus
a zonu pellucidu oocytu (Katz et al. 1989; Luconi 2011). Do regulace hypermotility je zapojen
kandl CatSper, ktery reguluje proudéni vapnikovych iontli (Lehti & Sironen 2017).
Progesteronem indukovana aktivace CatSper v alkalickém prostifedi umozniuje rychly pfisun
Ca®* (Striinker et al. 2011). Toto pusobeni progesteronu na CatSper je zprostfedkovdno
proteinem ABHD2. CatSper kanal je dale ovlivnén SLC9C1 kanalem, ktery slouZi k vyméné
sodikovych a vodikovych iontl (Windler et al. 2018). SLC9C1 zajisti eflux vodikovych iontu
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a pfijem sodikovych iontd, na coz CatSper reaguje také. Poté, co se progesteron navaze na
receptor proteinu ABHD2, dojde k degradaci esteru endokanabinoid 2-arachodonoylglycerolu
(2AG) (Miller et al. 2016). 2AG se uvolni, dojde k otevieni CatSper kandlu, ¢imz se iniciuje
hyperaktivace (viz Obrazek 8) (Trebichalska & Holubcova 2020).
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Obrdzek 8: Zména motility z bazdlni na hyperaktivovanou vlivem signalizace Ca? (Pfevzato a
upraveno z Trebichalskd & Holubcovd 2020).

Vapnik jakozto jeden z nejdulezitéjSich iontl regulujici motilitu spermii je v pohybu
spermii nepostradatelny. Po zvyseni hladin intracelularniho vapniku ve spermii dochazi
k aktivaci fosfolipaz a dalSich enzym (Varano et al. 2008), coZ nakonec vede ke zvySeni cCAMP
a fosforylaci protein( (Luconi 2006).

Vyznamnym procesem v motilité spermii je glykolyza, diky které spermie ziskava energii
pro pohyb biciku. Pohyb bi¢iku vyZaduje také dostatecny pfisun energie ve formé ATP (Turner
2006). Podstatnym zdrojem ATP nezbytnym pro udrZeni pohybu bi¢iku jsou mitochondrie,
které produkuji ATP prostfednictvim oxidativni fosforylace (Westhoff & Kamp 1997). Zmény
ve struktufe a funkci mitochondrii mohou vést ke snizené funkci motility (Gallo et al. 2021).

3.4 Kapacitace

Proces kapacitace je velmi slozity a zahrnuje fadu strukturnich a funkénich zmén
spermii, véetné modifikace membrany, zmén v enzymové aktivité a fosforylaci protein(
(Ferramosca & Zara 2014). Bezprostiedné po ejakulaci nemaji spermie savcl schopnost
oplodnit oocyt (Chang 1955) a tuto schopnost spermie ziska az béhem procesu kapacitace.
Kapacitace probiha in vivo vreprodukénim traktu samice nebo jilze navodit in vitro
v kapacitacnim médiu (De Jonge 2005). Kapacitace je navic spojena s procesem hyperaktivace
pohybu spermii, ktera je charakterizovana zvySenym pohybem biéiku spermie, zménou
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motility, ktera napomaha spermiim v pohybu oviduktem a praniku zonou pellucidou oocytu
(Ferramosca & Zara 2014).

Béhem kapacitace spermii dochazi v membrané spermie k mnoha zménam, napfiklad
ke zvyseni fluidity membrany, efluxu cholesterolu do extraceluldrniho prostfedi (Molina et al.
2018), nebo k jeji hyperpolarizaci (Fraser 1995).

Dochdzi také ke zméndam v koncentraciintracelularnich iontl nebo zvyseni
intraceluldrniho pH. Do téchto udalosti je také zapojena cAMP/PKA signdlni kaskada
(Martinez-Ledn et al. 2015).

Nekapacitované spermie vykazuji vétSi schopnost vazat se na epitel oviduktu
v isthmické oblasti, coZ zarucuje udrZeni Zivotaschopnosti spermii, plodnosti a zpomaluje
proces destabilizace plazmatické membrany a pohyblivost bunék (Lefebvre & Suarez 1996).
Spermie jsou vazany v této oblasti nazyvané také jako oviduktalni rezervoar do doby, nez
nastane doba ovulace vajicka (Wilmut & Hunter 1984). Dalsi funkci oviduktalni rezervoaru je
selekce spermii s nejlepsimi morfologickymi vlastnostmi (Suarez 2008). Béhem kapacitace
dochazi k uvolfiovani vazeb mezi spermii a oviduktdlnim epitelem a zaroven dochazi ke snizeni
Zivotaschopnosti spermii (Petrunkina et al. 2003).

3.4.1 Cholesterolovy eflux

Jednou zprvnich zmén v prdbéhu kapacitace spermii je ztrata cholesterolu
z plazmatické membrany spermie — jinak oznacovdana jako eflux cholesterolu (Aitken & Nixon
2013). Steroly, v€etné cholesterolu, nejsou po plazmatické membrané spermie distribuovany
rovnhomérné, ale nejvice jsou koncentrovany v plazmatické membrané v prednich oblastech
hlavicky prekryvajici akrozom, méné uz v zadni ¢asti hlavicky a v bi¢iku (Suzuki 1988). Tyto
steroly, jako je cholesterol nebo desmosterol, jsou z povrchu spermie odstranény
proteinovymi molekulami. Mezi takové proteinové molekuly patfi napfiklad albumin nebo
lipoproteiny (Flesch et al. 2001). Albumin a lipoproteiny jsou ve velké mife zastoupené
v oviduktdlni tekutiné (Ehrenwald et al. 1990). Z toho ddvodu je albumin velmi podstatnou
slozkou in vitro kapacitacniho média (Aitken & Nixon 2013). Pro kapacitaci spermii savcl je
Casto vyuzZivan bovinni sérovy albumin (BSA), ktery vyvazuje cholesterol z plazmatické
membrany (Visconti & Kopf 1998). Dalsi molekulou, kterd mize podporovat eflux cholesterolu
z membrdny je B-cyklodextrin (Visconti et al. 1999).

Cholesterol je vyraznym dekapacitaénim faktorem, ktery slouzi ke stabilizaci
plazmatické membrany spermii béhem epididymalniho tranzitu a brani mezimolekularnim
interakcim pred predcasnou kapacitaci (Davis & Bilayer 2009). Cholesterolovy eflux tak zvysuje
permeabilitu membrany, ¢imz dochazi ke zménam funkci mnoha proteind, iontovych kanald
a enzym( plazmatické membrany (Gadella & Harrison 2002; Rajoriya et al. 2020).
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3.4.2 Zména v koncentraci vapenatych iontt

Béhem kapacitace spermii dochdazi u savéich spermii ke zvySeni hladiny vdpenatych
iontl (Molina et al. 2018; Baro Graf et al. 2020). Influx vapenatych iontd je klicovym
mechanismem pro aktivaci signdlnich kaskad, které reguluji motilitu a hyperaktivaci spermii,
a tim spousti celou fadu funkéniho chovani spermie (Jin & Yang 2017). Vapenaté ionty se také
mohou vazat na membranové fosfolipidy a enzymy, ¢imZz modifikuji vlastnosti plazmatické
membrdny a enzymatickou aktivitu (Parks & Hammerstedt 1985; Boerke et al. 2008). Hladinu
vapniku reguluje fada pump a kanal(l, které se nachazi na plazmatické membrané spermii.
Mezi nejznamnéjsi vapnikové kanaly patti kandly CatSper (Molina et al. 2018), které jsou
lokalizovany v hlavni ¢asti biciku spermie. Jejich dalsi roli je regulace hyperaktivace (Ren et al.
2001; Jin & Yang 2017). ZvySeni hladin intracelularniho vapniku a ovlivnéni CatSper kanal(
muzZe vyvolat také zména pH, alkalizace totiz vede k vyssi aktivité tohoto kanalu (Lishko et al.
2011).

3.4.3 cAMP/PKA signalni kaskada

Cyklicky adenosinmonofosfat neboli cAMP je pro kapacitaci nezbytny a dochazi pfi ni ke
zvySeni jeho koncentrace (Baro Graf et al. 2020). Jeho funkci je aktivace proteinkindzy A (PKA),
ktera nasledné fosforyluje cilové proteiny (Visconti et al. 1995; Martinez-Leén et al. 2015).
cAMP interaguje s mnoha rGznymi molekulami dalezitymi pro regulaci kapacitace, nékteré
studie uvadéji jeho aktivaci zavislou na bikarbonatu (Battistone et al. 2013; Jin & Yang 2017).
Koncentrace cAMP je regulovana prostfednictvim dvou enzymU: adenylatcyklazy (AC)
(Morton & Albagli 1973), ktera zajistuje jeho syntézu z ATP, a fosfodiesterazy (PDE), ktera
cAMP degraduje. PDE hydrolyzuji cAMP na 5’-adenosinmonofosfat (AMP) (Conti & Beavo
2007). Jednotlivé fosfatazy fosfodiesterazové rodiny se mohou délit do skupin podle jejich
specifity na: Stépici cAMP (PDE4, 7 a 8), Stépici cyklicky guanosinmonofosfat cGMP (PDES5, 6 a
9) nebo $tépi cAMP i cGMP (PDE1, 2, 3, 10 a 11) (Soderling & Beavo 2000). S tim souvisi
i moZnost vyuZziti nespecifickych inhibitorll PDE, jako je naptiklad kofein nebo naopak
specifickych inhibitori PDE, mezi které patfi naptiklad sildenafil. Tyto inhibitory mohou
ovliviiovat a regulovat zahajeni i pribéh celé cAMP/PKA signélni drahy (loki et al. 2016). Ve
spermiich obratlovcd dochazi k syntéze cAMP prostiednictvim dvou typl adenylatcyklaz:
adenyldtcykldzy vdzané na plazmatickou membranu (tmAC) a solubilni (intracelularni)
adenylatcyklazy (sAC) (Buck et al. 1999; Amer & Hebert-Chatelain 2018). Prvni zminéné AC
jsou regulovany G-proteinem aforskolinem, sACjsou aktivovany vapenatymi ionty,
bikarbonatem (Forte et al. 1983) a ATP (Jaiswal & Conti 2011). Intracelularni sAC jsou
distribuovany do rliznych mist v celé burnce, véetné jader, mitochondrii, centriol a déliciho
vieténka (Zippin et al. 2002).

Protein kinaza A je heterotetramer sloZeny ze dvou katalytickych podjednotek C a dvou
regulacnich podjednotek R (viz Obrazek 9) (Bramson et al. 1984; Taylor et al. 1990). Katalytické
podjednotky PKA-C se spojuji s regulacnimi podjednotkami PKA-R do komplexu holoenzymu
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(Carr et al. 1992; Baro Graf et al. 2020). PKA ma svou specificnost v mechanismu jeji aktivace,
ktera zahrnuje jednoduchou disociaci R a C podjednotek po navdzani cAMP na regulaéni
podjednotky (viz Obrdzek 9). Diky tomuto navdzani cAMP se katalytické podjednotky C uvolni,
difunduji po celé burice a fosforyluji proteinové substraty obsahujici konsenzualni fosforylaéni
motivy (Amieux et al. 2002). Prvni regulacni podjednotka PKA-RI je v in vitro ¢tyrikrat citlivéjsi
vici cAMP nez PKA-RIl. Oba tyto typy regulacnich podjednotek maji vazebné misto pro
proteiny AKAP (Baro Graf et al. 2020). Kazda regulacni podjednotka Rl i RIl ma izoformy dvojiho
typu, Rla, RIB, Rlla a RIIB (Cadd & Stanley McKnight 1989). Vétsina AKAP proteinl obsahuje
rozpoznatelnou sekvenci, kterd tvori vazebné misto pro podjednotky R (Carnegie et al. 2009).

R C cAMP . R
—lp
R C R
w ¢
Regulaéni ";3‘:"2‘;1’}’1“’9'

podjednotky Katalyticke . ’
podjednotky Aktivované
katalytické
podjednotky

Obrazek 9: Struktura PKA a jeji aktivace. A) Katalytické podjednotky C1 (zelend) a C2 (svétle
modrd) a regulaéni podjednotky R1 (rGiZovd) a R2 (tmavé modrd). B) aktivace PKA pomoci
cAMP (Prevzato a upraveno z Sakkiah et al. 2017).

PKA reguluje vice signalnich drah, které zavisi na jeji presné aktivaci (Baro Graf et al.
2020). PKA je napriklad zodpovédna za regulaci velkého mnozstvi bunécnych fyziologickych
procesll, od udrzovani bazalni transkripce specifickych gen(, pres ovlivnéni sekrece inzulinu,
az k rychlé reorganizaci cytoskeletu (Walsh et al. 1992; Liu et al. 2006). Fosforylace substrat(
PKA je kriticka pro riizné bunécné procesy, véetné metabolismu, diferenciace, synaptického
pfenosu nebo aktivity iontovych kanal( (Taylor et al. 1992). Pocet a vyskyt proteinovych
substratd fosforylovanych PKA je velmi vysoky a rozmanity, tyto substraty se vyskytuji
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v jadrech, cytoplazmé i plazmatickych membranach bunék (Walsh et al. 1992). Podjednotky
PKA jsou odlisné exprimovany ve spermatogoniich, spermatocytech a spermatidach,
coz poukazuje na vliv PKA pfi signalizaci béhem procesi mitézy, meidzy ¢i spermiogeneze
(Baro Graf et al. 2020). PKA hraje roli také v regulaci motility spermii a zprostfedkovava
svétlem indukovanou hyperaktivovanou motilitu (HAM), ¢&imZz prispiva ke zvySeni
oplozenischopnosti spermie (Shahar et al. 2011; Ickowicz et al. 2012).

3.5 Akrozomalni reakce

Aby mohlo dojit k oplozeni vajicka spermii, musi jiz kapacitované spermie podstoupit
akrozomalni reakci (Rubinstein & Breitbart 1991). Mezi induktory akrozomalni reakce patfi
zona pellucida, folikuldrni tekutina nebo progesteron (Hardy & Garbers 1993; Brucker et al.
1994; Bravo & Valdivia 2018). Akrozomalni reakce zahrnuje mnohocetné fuze plazmatické
membrany a vnéjsi akrozomdalni membrany spermie (Breitbart et al. 2010). Pfed samotnou
fuzi dochazi k tzv. tetheringu (Uzkému kontaktu) a adhezi membran (Tomes et al. 2005).
Nasledkem fuze téchto membran dochazi k uvolnéni obsahu akrozomu, a tim i k obnazeni
vnitfnich akrozomdlnich membranovych domén (Brener et al. 2003). Vyznamnymi proteiny
plsobici v interakci téchto membran jsou proteiny z rodiny SNARE (Kierszenbaum 2000). Dalsi
dllezité proteiny hrajici roli v akrozomalni reakci jsou proteiny z rodiny Rab. Konkrétné rizné
izoformy proteint Rab3 mohou akrozomalni reakci regulovat (Ohnishi et al. 1997) ¢i plsobit
jako jeji inhibitory (lida et al. 1999). Akrozomalni reakce také vyZaduje dostatek Ca?* iont(
(Hirohashi & Yanagimachi 2018) a v priibéhu celého procesu dochazi ke zvyseni jejich hladin
uvnitf spermie (Darszon et al. 1999). Béhem akrozomalni reakce také dochazi ke zvyseni
intracelularniho pH (Nishigaki et al. 2014). Obsah akrozomu zahrnuje rGzné proteiny nutné
pro naslednou fuzi gamet (Florman et al. 1989). Akrozom obsahuje predevsim hydrolytické
enzymy, které disperguji zonu pellucidu (Flesch & Gadella 2000). Typické pro akrozom jsou
nékteré glykohydrolazy, které jsou podobné enzymim pritomnym v lysozomech nebo
enzymOm specifickym pouze pro spermie jako jsou napfiklad akrosin, hyaluronidadza nebo
neuraminidaza (Tulsiani et al. 1998). Do degradace proteinl na povrchu zony pellucidy mize
byt zapojen také ubiquitin-proteazomovy systém (UPS). Ubiquitin i proteazomové jednotky
jsou obsazeny v akrozomu spermie a po jeho exocytdze dokadzou ucinné cilit na glykoproteiny
zony pellucidy (Sutovsky et al. 2000; Sutovsky et al. 2004).

3.6 Ubiquitin-proteazomovy systém

U savclh existuji dva hlavni degradacni proteolytické systémy: autofagie pomoci
lysozomu a ubiquitin-proteazomovy systém (UPS) (Kwon & Ciechanover 2017). UPS
je vyznamnym mechanismem degradujici proteiny, zajistuje degradaci mutantnich,
poskozenych, ¢i nespravné strukturovanych proteinl (Kisselev & Goldberg 2001), kontroluje
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bunécny cyklus, genovou transkripci ¢i opravy DNA. UPS se fadi mezi dlilezZité reguldtory, které
reguluji pfemény proteinQ, coZ je zasadni pro udrzeni homeostazy (Mofers et al. 2017).
Ve vétsiné pripadl je protein oznaceny ubiquitinem rozpoznan proteazomem 26S (Doroodian
& Hua 2021).

UPS hraje klicovou roli pti degradaci povrchovych proteinli spermii a remodelaci
plazmatické membrany béhem kapacitace (Kong et al. 2009). Béhem fosforylace protein(
po kapacitaci jsou fosforylovany i proteiny souvisejici s UPS, jako je napftiklad ubiquitin
aktivujici enzym (UBE), proteazomadlni podjednotky, protein obsahujici valosin a samotny
ubiquitin (Geussova et al. 2002; Arcelay et al. 2008; Baker et al. 2010). Také byla potvrzena
existence obousmeérného vztahu mezi proteazomem a PKA, pfi kterém inhibice PKA zpUsobila
snizeni aktivity proteazomu a stejné tak poklesla fosforylace proteazomovych podjednotek
(Kong et al. 2009). Dale se UPS podili na degradaci spermadhezint a zpracovani proteinu DQH
pfi kapacitaci na povrchu kancich spermii (Zigo et al. 2019). UPS je zapojen i do degradace
proteinll AKAP3 (Hillman et al. 2013). Diky UPS dochdzi také ke kontrole kvality spermii
v nadvarlatech béhem posttestikularniho zrani (Baska et al. 2008) a napomaha také pfi
samotné fertilizaci, pfi které se podili na degradaci zony pellucidy (Saldivar-Hernandez et al.
2015).

Vjadru a cytoplazmé vsech eukaryotickych bunék je exprimovan multikatalyticky
enzymovy komplex proteazom 26S, ktery je velky pfiblizné 2,5 MDa (Hilt et al. 1993;
Doroodian & Hua 2021). V poslednim desetileti se ukazalo, Ze funkce tohoto enzymu ma
zdsadni vyznam pro bunécny cyklus a preziti bunék (Adams 2003) a negativné také ovliviiuje
proliferaci nadorovych bunék (Meister et al. 2007). Proteazom reguluje také segregaci
chromozomU aopravy DNA (Hershko & Ciechanover 1998). Primarni funkci a hlavni
biochemickou ulohou proteazomu 26S je degradace ubiquitinovanych proteinl (Doroodian
& Hua 2021). Inhibice funkce proteazomu mize vést k apoptéze bunék (Adams 2003).
Proteazom 26S je komplex, jehoZ struktura je tvorena subkomplexy proteazomem 208,
oznacovanym také jako stfedni c¢ast (CP), a proteazomem 19S, ktery je oznacovan jako
regulaéni ¢ast (RP) (viz Obrazek 10) (Glickman et al. 1998; Hunt et al. 1999). C4st proteazomu
20S svou strukturou pripomina valec, ktery se sklada ze ¢tyr prstenc(, a plni kontrolovanou
proteolytickou funkci (Voges et al. 1999). Dva vnéjsi prstence proteazomu 20S jsou
oznacovany jako a kruhové podjednotky (Adams 2003) a vnitini jako B kruhové podjednotky
(Sadanandom et al. 2012). Proteazom 20S u eukaryot se sklada ze sedmi riznych podjednotek
o a B, u prokaryotického jsou podjednotky a a B identické (Chen & Hochstrasser 1996; Kriiger
et al. 2001). Proteazom 19S se ucastni rozpoznani proteind, jejich rozplétani a reguluje také
velikost produktl proteolyzy (Moiseeva et al. 2013). Podjednotky proteazomu 19S jsou dale
rozdéleny na podjednotky baze a podjednotky vika (viz Obrazek 10). Rozplétani protein(
zpUsobuje aktivita ATPaz podjednotky baze (Baugh et al. 2009). Vnitini ¢ast podjednotky baze
obsahuje Sest ATPaz (S7/Rpt1, S4/Rpt2, S6/Rpt3, S10/Rpt4, S6‘/Rpt5 a S8/Rpt6). Vnéjsi Casti
podjednotky baze jsou bez ATPaz (Hunt et al. 1999). Podjednotka vika rozpozndava ubiquitinem
oznacené retézce (Di Giacomo et al. 2013).
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Obrazek 10: Organizace a struktura Proteazomu 26S. Uspordddni proteazomovych
podjednotek zobrazujici soucdsti RP (regulacni ¢dsti) a CP (stfedni ¢dst) s a a B kruhovymi
podjednotkami (Pfevzato a upraveno z Sadanandom et al. 2012).

Poc¢atkem 80. let minulého stoleti byl objeven rozpoznavaci signal pro selektivni
degradaci protein( ubiquitin, ktery se nachazi ve vSech eukaryotickych organismech a tkanich
(Ciechanover et al. 1980; Su et al. 2020). Ubiquitin je maly, stabilni chaperonovy polypeptid
skladajici se ze 76 aminokyselin (Kaiser & Huang 2005). C-konec ubiquitinu je zakoncen
aminokyselinou glycinem (Sadanandom et al. 2012). Modifikace proteinl obvykle zahrnuje
tvorbu izopeptidové vazby mezi timto C-koncem ubiquitinu s navdzanym glycinem
a specifickymi zbytky lysinu v cilové proteinové sekvenci. Samotny ubiquitin obsahuje sedm
lysinovych zbytk( (Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 a Lys63) a také methionin (Met1)
na N-konci (Heride et al. 2014). Nejvice v burice prevladaji vazby retézcl pres Lys48 (K48)
(Pickart & Fushman 2004).

Aby byl protein rozpoznan proteazomem, musi byt nejprve k cilovému proteinu pfipojen
ubiquitin. Tento proces je oznacovan také jako ubiquitylace ¢i ubiquitinace (Wilkinson 2005).
Za tento proces je zodpovédnd kaskada enzyma tzv. tfistupniova enzymaticka reakce, ktera
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aktivuje volny ubiquitin a pfenasi jej k cilovému proteinu. Tyto enzymy se nazyvaji E1 (enzym
aktivujici ubiquitin; UBA1), E2 (ubiquitin-konjugujici protein; UBC) a E3 (ubiquitin-protein
ligdza; UBE) (Hershko & Ciechanover 1998; Cardozo & Pagano 2007; Kravtsova-lvantsiv
& Ciechanover 2012). Aktivace ubiquitinu je zavisld na adenosintrifosfatu (ATP), ktery
vyZaduje enzym aktivujici ubiquitin (E1). E1 aktivuje volny ubiquitin, vytvari thioesterovou
vazbu mezi cysteinem na E1 a C-koncem ubiquitinu, vedlejsi produkt této reakce je
adenosinmonofosfat (AMP) a pyrofosfat (PPi) (Hicke 2001). E1 poté prendsi ubiquitin na nosic¢
E2. E2 prezentuje ubiquitin pro E3. E3 se vdze na cilovy protein a interaguje s E2,
aby kovalentné pfipojil ubiquitin k cilovému proteinu (Voges et al. 1999). Vytvafi se tak
polyubiquitinovy fetézec, ktery oznaci protein pro degradaci proteazomem (viz Obrazek 11)
(Adams 2003). Délka ubiquitinového fetézce se muze lisit v zavislosti na poctu kol
ubiquitinace, coZz muze vést k pripojeni jednoho nebo vice ubiquitinovanych retézct k cilovym
proteindm. V disledku toho mohou byt fetézce monoubiquitinované ¢i polyubiquitinované (Li
et al. 2018). Tato cesta se nazyva ubiquitin-proteazomova (UPP) a je dulezZitd nejen pro
bunécny cyklus, ale také pro zanétlivou reakci a prezentaci antigenu (Adams 2003). Oznaceni
proteinl ubiquitinem je reverzibilnim procesem, pfi kterém jsou vSechny vytvorené vazby
v fetézci ubiquitinG Stépeny deubiquitinacnimi enzymy (DUB), tim dochazi k recyklaci
vzniklych polyubiquitinovych retézc (Amerik & Hochstrasser 2004). Na rozdil od velké vétsSiny
protedz, které Stépi proteiny jednou za vzniku dvou fragment(, proteazomy Stépi proteiny
vicekrat. Vznika tak vétsi pocet peptid(l, které maji po rozstépeni rizné délky (Akopian et al.
1997).
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Obrdzek 11: Degradace proteinti UPS. Ubiquitin je aktivovdn enzymem E1 (krok 1) a ndsleduje
jeho prenos na E2 (krok 2). Enzym E2 a cilovy protein se specificky vaZou na E3 a na cilovy
protein se prenese ubiquitinovd skupina se (krok 3). Ubiquitinovy fetézec funguje jako signdl
pro zacileni na proteazom 26S (krok 4). Cilovy protein je degradovdn na krdtké peptidy (krok
5) a znovu pouzitelny ubiquitin je odsStépen deubiquitinacnimi enzymy (DUB) (krok 6) (Pfevzato
a upraveno z Ciechanover 2005).

3.6.1 Inhibice UPS

Inhibitory proteazomu jsou molekuly, které mohou Uuc¢inné blokovat aktivitu
proteazomu, a tim i degradaci proteind (Wang et al. 2020). Inhibice proteazomu muze vést
k zastaveni bunéc¢ného cyklu nebo k indukci bunécné apoptdzy (Sterz et al. 2008). Inhibitory
jsou Casto popisovany jako ndstroje ke zkoumadni ubiquitin-proteazémové drahy v rliznych
bunéénych procesech (Sherman & Li 2020). Inhibitory proteazomu by mohly také pozitivné
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ovliviiovat lé¢bu nddorovych onemocnéni a zabrafiovat nekontrolovanému mnozeni
nadorovych bunék tim, Ze inhibuji aktivitu proteazomu (Deshaies 2014). Ackoli ma proteazom
vice aktivnich mist, inhibice vSech z nich neni nutna k zablokovani procesu degradace cilovych
proteinl. VétSina inhibitorl proteazomu cili na mista proteazomu, kterd zodpovidaji za
Stépeni proteinll, takovd mista se nachdazeji zejména v f podjednotkach proteazomu 20S
(Kisselev & Goldberg 2001). Existuje nékolik skupin proteazomovych inhibitord, které
se klasifikuji podle mechanismu ucinku. Velka skupina inhibitord se zaméfuje na inhibici
proteazomu 20S, ale existuje i skupina inhibitord, které cili na jiné slozky UPS nebo inhibuji
expresi genl specifickych pro vznik receptorll proteazomu 19S (Lauinger et al. 2017). Mezi
syntetické inhibitory proteazomu patti napfiklad MG-132, OBut, PSI nebo ALLN (Chitra et al.
2012). Inhibitor MG-132 je peptidovy aldehyd pfitomny v savéich spermiich, ktery inhibuje
nejen aktivitu proteazomu 20S (Yamada et al. 1994; Sutovsky et al. 2003), ale také enzymy
kalpainy z rodiny protedz (Tsubuki et al. 1996). Aktivita inhibitoru MG-132 je reverzibilni
(Josefberg et al. 2000). DalSim inhibitorem souvisejicim s UPS je PYR-41, ktery inhibuje aktivaci
ubiquitinu tim, Ze cili na enzym aktivujici ubiquitin E1 (UBA1) (Yi et al. 2012).

3.7 AKAP proteiny

Rodina proteint kotvicich kindzu A (AKAP) zahrnuje vice nez 50 strukturné odlisnych,
ale funkéné podobnych protein(i (Ben-Navi et al. 2016). Mnoho AKAP je pojmenovano podle
jejich molekulové hmotnosti, naptiklad AKAP79 s molekulovou hmostnosti 79 kDa (Gabrovsek
et al. 2017). VSechny AKAP maji spole¢nou schopnost vazat se na doménu protein kindzy A
(PKA) (Carnegie et al. 2009; Dessauer 2009) a také kindzam pomahaji pripojit se k jinym
molekuldm zapojenym do fosforylace (Smith et al. 2013). Dalsi funkci AKAP je schopnost
vytvaret viceproteinové signalizaéni komplexy. Do téchto komplextl je pfipojena
fosfodiesteraza (PDE), kterd mlze regulovat koncentrace cAMP, a tim ovliviiovat signalni
drahy cAMP/PKA (Jarnaess & Taskén 2007). Soucasti komplexd s AKAP mohou byt také
fosfatazy nebo malé G-proteiny (Skroblin et al. 2010). V poslednim desetileti se studie
zaméruji zejména na roli AKAP zapojenych do komplex(, které souvisi s progresi rakoviny. Na
AKAP komplexy se tak pohlizi jako na mozné terapeutické cile v 1é¢bé rakoviny (Reggi & Diviani
2017). AKAP hraji také dulezitou roli ve funkci spermii, véetné motility, kapacitace
a akrozomalni reakce. Dalsi roli nékterych AKAP proteinid je funkce v gametogenezi
¢i v oogenezi, napfiklad pfti regulaci lokalizace PKA a udrzovani meiotického bloku a regulaci
meiotického déleni oocytd (Klingbeil et al. 2001; Rawe et al. 2004). Po oplodnéni vajicka maji
AKAP funkci v embryogenezi, prikladem muze byt AKAP12 (gravin), ktery ma vliv na gastrulaci
oplozeného vajicka (Carnegie et al. 2009). Nékteré AKAP (AKAP79) se podili na regulaci sekrece
inzulinu (Hinke et al. 2012).

AKAP proteiny se prevdzné vazou na regula¢ni podjednotku protein kindazy A RIl (Burton
et al. 1997; Miki & Eddy 1999). Nékteré AKAP interaguji s podjednotkou Rl a malé procento
AKAP ma dvoiji afinitu a vaze se na Rl i RIl. AKAP s dvoiji afinitou maji 10—100x nizsi afinitu nez
skupina AKAP vazajici se pouze na RIl (Huang et al. 1997; Means et al. 2011). Pro spermie jsou
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specifické napftiklad tyto AKAP: AKAP4, AKAP3, AKAP8 nebo AKAP11 (Carr & Newell 2007).
U savcich spermii jsou PKA a AKAP lokalizovany v bic¢iku a akrozomu, pfikladem muizZou byt
AKAP3 a AKAP4, které se vyskytuji na biciku spermie a podileji se na regulaci motility spermie
(Carr et al. 2001; Luconi 2011; Balbach et al. 2018).

3.7.1 AKAP4 a AKAP3

AKAP4 i AKAP3 proteiny jsou transkribovany a syntetizovdny postmeioticky béhem
spermatogeneze a jsou lokalizovany v hlavni ¢asti bic¢iku spermie (Carrera et al. 1994).
Molekulovd hmotnost AKAP3 se pohybuje okolo 110 kDa (Luconi et al. 2004) a molekulova
hmotnost AKAP4 je 82 kDa (Carrera et al. 1994). Bylo zjisténo, Ze béhem vyvoje bic¢iku spermie
se AKAP3 podili na organizaci struktury jemnych vidken tvoficich pochvu bic¢iku (Luconi 2011).
Tato jemnd vlakna se vyznamné podili na motilité spermie (Ben-Navi et al. 2016). Pokud AKAP3
neni navazan na regulacni podjednotku PKA je motilita spermii vyrazné snizena (Luconi et al.
2004). AKAP3 byl také lokalizovan v akrozomu spermii, coz podporuje roli AKAP/PKA jako
signalniho komplexu v akrozomalni reakci iniciované progesteronem (Harrison et al. 2000;
Luconi 2006). AKAP3 je protein, ktery patfi mimo jiné do rodiny antigen( CT (z angl. cancer-
testis) (Zendman et al. 2003). Jedna se o tfidu antigena vysoce a specificky exprimovanych
v zarodecnych bunkach lidskych spermii. Nékteré studie naznacuji souvislosti AKAP3 mezi
rakovinou a spermatogennimi procesy (Sharma et al. 2005). Pfi spermatogenezi dochazi
k expresi AKAP3 a dalSich CT antigent (Luconi 2011).

AKAP4 (dfive oznacovany jako AKAP82) byl prvni AKAP, u kterého byla popsana spojitost
s bic¢ikem spermie (Carrera et al. 1994). AKAP4 ma hlavni roli v dokonceni tvorby jemnych
vldken tvoricich pochvu biciku spermie a je jejich soucdsti (Luconi 2011). AKAP4 reguluje
cAMP/PKA signalni kaskddu a je nezbytny pro prenos signdlu z PKA na dyneiny, a tim
podporuje klouzdni mikrotubulovych dubletd axonemy (Nipper et al. 2005). Regulace téchto
signalnich drah podporuje také proces kapacitace (Nixon et al. 2019). Soucasné studie AKAP4
u rGznych druhi zvifat popisuji pfitomnost AKAP4 a jeho prekurzoru (izoformy) proAKAP4 ve
zralych spermiich (Delehedde et al. 2018; Le Couazer et al. 2019). Molekulovd hmotnost
proAKAP4 je priblizné 100 kDa (Le Couzaer & Bencharif 2021). Nékteré studie popisuji AKAP4
a proAKAP4 jako proteiny, které jsou aktivné fosforylovany béhem kapacitace u lidskych
spermii (Brown et al. 2003; Luconi 2011). Neptitomnost proteinu AKAP4 ve spermiich mlze
zpUsobovat snizenou motilitu a fertilitu spermii (Balbach et al. 2018). Stejné tak jakakoli
modifikace exprese prekurzoru proAKAP4 ma vliv na motilitu spermii (Matzuk & Lamb 2008)
nebo na dysplazii jemnych vldken tvoficich pochvu v bi¢iku (Miki et al. 2002).

K regulaci AKAP proteind muze dojit proteinovou fosforylaci (Luconi et al. 2005). Bylo
napriklad prokdzano, Ze tyrozinovd fosforylace AKAP3 mUlzZe byt zvySena stimulaci
bikarbonatem, nebo inhibici fosfatidylinositol-3-kindzou (PI3) (Luconi 2011).
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4 Metodika

4.1 Biologicky material

Pro experimenty této diplomové prace byl pouZivan nativni ejakulat kancl z testa¢niho
a inseminacniho strediska Skrsin, LIPRA PORK, a.s. Odbéry ejakuldtu probihaly u kanct
plemene Duroc chovanych v danském Slechtitelském programu DanBred.

4.2 Ptiprava vzorku

Pro potieby experimentl byly ziskany nativni davky ejakuldtu od nékolika kanc(. Pro
pfipravl vzork( (ejakulované spermie, kapacitované 0, kapacitované 3,5 h, s DMSO, s 100 uM
MG-132, 100 uM PYR-41 a po akrozomalni reakci) byl vidy 1 ml ejakulatupfidan do 9 ml
predem zahtatého BASIC-TL-HEPES a zcentrifugovan (Hettich Mikro 22R; DJB Labcare, UK).

Na pfipravu 250 ml BASIC-TL-HEPES byly pouZity nasledujici chemikalie (Sigma-Aldrich,
USA):

1,6585 g NaCl

0,05965 g KClI

0,0102 g NaH,PO4

0,35 ml laktat sodny
0,02545 g MgCl, - 6H,0
0,59575 g HEPES
0,0055 g pyruvat sodny
0,5465 g sorbitol
0,00625 g gentamicin
0,01625 g penicilin
0,025 g PVA.

0O 0 0O 0o O 0O o o 0 o o

Centrifugace probihala po dobu 10 min pfi 300 x g pfi pokojové teploté a nasledovalo
odstranéni supernatantu. Po odsati supernatantu byl doplnén BASIC-TL-HEPES do 10 ml
a centrifugace vzorku byla provedena jesté 3x, pficemz po kazdé centrifugaci byl odsat
supernatant a vzorek byl resuspendovan. Po posledni centrifugaci s BASIC-TL-HEPES byl vzorek
doplnén do 10 ml PBS (0,01 M fosfatovy pufr, pH 7,4, Sigma-Aldrich, USA) a nasledné promyt
opét za vyuZiti centrifugy (2x5 min pfi 300 xg). Po kazdé centrifugaci byl odsat supernatant,
doplinéno PBS do 10 ml a vzorek byl resuspendovan.

Pro potreby Western blotu byly takto pfipravené vzorky rozpipetovany
do mikrozkumavek po 1 ml a ndsledné centrifugovany 5 min pfi 300 x g a 17 °C. Po této
centrifugaci byl odsat supernatant a peleta byla zamraiena. Tyto vzorky byly pozdéji
zlyzovanypfidanim 100 ul neredukujiciho vzorkového pufru. Vzorek byl nasledné 60 minut
inkubovan na ledu, pricemz kazdych 5 minut byl vortexovan (MX-S Adjustable speed; DLAB
Scientific, USA). Nasledné byl 5 minut povaren v termoshakeru (TS-100; Biosan, Latvia)

32



a zcentrifugovan (5 min pfi 10000 xg a 4 °C). Takto pfipravené vzorky byly skladovany
v mrazaku.

Pro potfeby nepfimé imunofluorescence bylo odebrdano 200 ul suspenze spermii,
ke kterym bylo pfidano 800 ul PBS. Nasledné bylo do pfedem pfipravenych kolec¢ek pomoci
PAP Pen liquid blocker (Sigma-Aldrich, USA) na skliccich pfeneseno 20 ul suspenze spermii
aihned 50 pl vymrazeného aceton:methanolu (fedéni 1:1). Vzorky byly takto 5 min
inkubovany pfi pokojové teploté a ndsledné byly omyty v PBS. Takto pfipravené vzorky byly
skladovany v lednici.

Pro potreby kapacitace bylo pouZito kapacita¢ni médium o objemu 50 ml s ndsledujicim
sloZzenim latek:
50 ml BASIC TL-HEPES
0,099 g glukdza
0,0275 g pyruvat sodny
1 g BSA (bovinni sérovy albumin; Sigma-Aldrich, USA)
0,0084 g NaHCOs
0,0147 g CaCl, - 2H,0.

o O O O O

Kapacita¢ni médium bylo pfiddano k suspenzi spermii po poslednim promyvani v BASIC-TL-
HEPES. Kapacitacni médium bylo po odebrani supernatantu doplnéno do 10 ml, vzorek byl
resuspendovan a nasledné byl inkubovan v termostatu pfi teploté 38 °C a 5% CO. po dobu 3,5
hodiny (v pfipadé kontrolni skupiny KAPO bylo pfidano pouze kapacita¢ni médium, inkubace
neprobéhla). V pripadé experimentalnich skupin s inhibitory proteazomu a kontrolni skupiny
s DMSO byl jesté pred inkubaci do kazdé zkumavky pridan konkrétni inhibitor v efektivni
koncentraci. Nasledné byl vzorek 3x promyt v PBS (centrifugace 2x5 min pfi 300 xg). Nakonec
byl vzorek doplnén do 10 ml PBS, resuspendovan a nasledné byly vzorky pfipraveny
a uskladnény obdobnym zplsobem, jako u ejakulovanych spermii.

Posledni experimentalni skupinou byla skupina spermii po akrozomalni reakci. K tomu
byly vyuZity jiz kapacitované spermie, ke kterym byl pfidan calcium ionofor (A23187;
Sigma-Aldrich, USA). Na 1 ml spermii pfipadlo 20 pl calcium ionoforu. Nasledné byly vzorky
inkubovdany v termostatu (38 °C, 5% CO2) po dobu 1 hodiny. Dale byly vzorky 3x promyty v PBS
(centrifugace 2x5 min pfi 300 xg), doplnény do 10 ml PBS a nasledné pfipraveny a uskladnény
obdobné jako u vySe uvedenych variant.

4.3 Western blot (WB)

4.3.1 SDS - elektroforéza

Pro detekci proteinu AKAP4 byla pouzZita metoda Western blot. Vzorky pouZité pro
SDS-PAGE byly ejakulované a kapacitované spermie, spermie po akrozomalni reakci a dale
vzorky kapacitovanych spermii s pfidanymi inhibitory PYR-41 a MG-132 v koncentraci 100 uM.
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Pro ptipravu separacnich gell byla pouZita sestava Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,

USA). Na ptipravu dvou 15% separacnich geld bylo pouzito:

o O O O O

2,5 ml destilované H,0

2,5 ml pufru (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; Bio-Rad, USA)

5 ml 30% roztoku (Acrylamide/bis-acrylamide; Bio-Rad, USA)

100 pl 10% SDS (sodium dodecyl sulfate; Bio-Rad, USA)

4,5 pl TEMED (PlusOne, USA)

70 pl 10% APS (persiran amonny; Amersham Biosciences, Svédsko).

Pfipraveny 15% separacni roztok byl aplikovdan mezi skla umisténda v ramu, nasledné

prevrstven destilovanou vodou a 30 minut polymeroval. Po uplynuti poZzadované doby byla

vylita destilovand voda a nasledovalo prevrstveni 4% zaostfovacim gelem. Pro pfipravu 4%

zaostrovaciho gelu bylo pouzZito:

O O O O O

1,52 ml destilované H,0O

0,625 ml stacking gel buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, Bio-Rad, USA)
0,325 ml 30% roztoku (Acrylamide/bis-acrylamide, Bio-Rad, USA)
0,025 ml 10% SDS (sodium dodecyl sulfate; Bio-Rad, USA)

3,8 ul TEMED (PlusOne, USA)

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

Po aplikaci 4% zaostfovaciho roztoku byly mezi skla zasazeny hiebinky o 15 jamkach.

Hrebinky byly po 15 minutdch polymerace vyjmuty a souprava byla umisténa do nadoby

urcené k elektroforéze. Ta byla zalita elektrodovym pufrem. Na vyrobu elektrodového pufru

bylo pouZito:

O

(@]

o

15 g Tris (Sigma-Aldrich, USA)

72 g glycin (Sigma-Aldrich, USA)

5 g SDS (sodium dodecyl sulfate; Bio-Rad, USA)
Do 1 litru doplnéno destilovanou HO.

Po zaliti elektrodovym pufrem byly hfebinky vyjmuty a do patnacti jamek napipetovany

proteinové standardy (3 pl) a pfipravené vzorky (15 ul) pomoci Hamiltonovy pipety. Do prvni

jamky byly aplikovany 3 ul standardu, do zbylych jamek 15 pl vzork(. Pro elektroforézu byl

pouZit pristroj PowerPac HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA). Cast procesu zaostieni

vzorku elektroforézy probihala pod napétim 80V po dobu 20 minut a v druhé casti bylo napéti

navySseno na 120 V po dobu cca 80 minut, dokud nedoslo vlivem elektrického pole

k dostate¢nému rozdéleni proteinu.

4.3.2 Prenos proteinti

Pred elektroprenosem protein( doslo nejdfive k aktivaci PVDF membrany po dobu

1 minuty v methanolu. Souprava pro Western blot (kazeta, houbicky, filtracni papiry
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Whatman) byla ponofena na 15 minut do blotovaciho (transferového) pufru. Na 1l blotovaciho
pufru bylo pouzito:
o 3,03 g Tris (Sigma-Aldrich, USA) + 14,4 g glycin (Sigma-Aldrich, USA) rozpusténo
ve 200 ml destilované H,0
o 200 ml methanol
o Doplnéni 600 ml destilované H,O do 1l.

Usporadani kazety bylo nasledovné: houbicka, dva filtracni papiry, gel se separovanymi
proteiny, dva filtracni papiry, houbicka (viz Obrdzek 12). Pomoci zkumavky byly pfes houbicku
vytlaceny prebytecné bubliny.

‘+

kazeta
houbitka

2x filtraéni papir

PVDF membrana

gel

2x filtraéni papir
houbicka
kazeta

Obrazek 12: Zndzornéni usporaddni kazety pro WB.

Kazeta v tomto zkompletovani byla vloZzena do soupravy Mini Trans-Blot Central Core
(Bio-Rad, USA) pro elektroprenos a poté do nadoby, kterd byla zalita blotovacim pufrem.
Aparaturu ochlazoval z vnéjsku led, aby nedoslo k jejimu prehfivani. Elektropfenos probihal
pod stalym proudem 500 mA po dobu 90 minut za pomoci pfistroje PowerPac HC High-Current
Power Supply (Bio-Rad, USA). Membrana byla po uplynulé dobé vyjmuta z kazety pro
elektropfenos a pomoci destilované H,O omyvana 5 minut.

4.3.3 Imunodetekce proteinu AKAP4

Na PVDF membrané s prenesenymi proteiny byla zablokovana nespecificka vazebna
mista 5% suSeném mléku (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk; Bio-Rad, USA)
rozpusténém v PBS po dobu 60 minut. Poté probihalo promyti 2x po 5 minutach v PBS s 0,1%
Tweenem 20 (Sigma-Aldrich, USA) na rotacni trepacce (MX-T6-Pro; DLAB Scientific, USA). Po
promyti byla membrana inkubovana s krali¢i polyklondlni primarni protildtkou proti kané¢imu
AKAP4 proteinu (Abcam, USA), kterd byla narfedéna v poméru 1:1000 v PBS. Inkubace
s primarni protilatkou probihala pres noc pfi 4 °C. Po inkubaci s protilatkou probéhlo promyti
PVDF membrany 3x po 10 minutdch v PBS s0,1% Tweenem 20. Sekundarni protilatka
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anti-rabbit proti krdli¢cim imunoglobulinim byla fedéna v poméru 1:3000 v PBS. Membrana
byla se sekundarni protilatkou inkubovdna po dobu 60 minut na rotacni tfepacce. Poté
se membrdna promyvala v PBS s Tweenem 20 4x po 5 minutdch a v PBS 2x po 5 minutach.

Na membrané po promyti probéhla vizualizace detekce proteind protilatkou za pouziti
chemiluminiscen¢niho substratu redéného 1:1 (SuperSignal West Chemiluminescent
Substrate; Thermo Scientific, USA). Detekce chemiluminiscence byla vyhodnocena
v digitdInim pfistroji Azure c300 (Azure Biosystems; Biocev, Vestec). Probihala také kontrola
prenesenych protein( a jejich hustota inkubaci s protilatkou anti-mouse proti a-tubulinu.

7 .

4.4 Neprima imunofluorescence

Pfipravena skla sfixovanymi spermiemi byla nejprve omyta v PBS a poté bylo
na kontrolni i experimentalni vzorky aplikovano 150 ul SuperBlocku (Blocking Buffer in PBS;
ThermoFischer Scientific, USA) po dobu 30 minut ve vlhké komurce. Poté byla sklicka omyta
v PBS a na pokusné vzorky bylo ptriddno 100 pl primdrni protilatky. Krali¢i primarni protilatka
anti-AKAP4 (Abcam, USA) byla fedéna v poméru 1:50 v PBS. Do kontrolnich vzork( bylo
aplikovano 100 ul PBS, aby nedoslo k vyschnuti vzorku. Ndsledovala inkubace primarni
protilatky po dobu 2 hodin ve vihké komurce. Poté byla sklicka promyta v PBS a nasledné bylo
na pokusné i kontrolni vzorky naneseno 100 ul sekundarni protilatky. Sekundarni protilatka
anti-rabbit Alexa Fluor 488 (AKAP4) proti krali¢im imunoglobulinim byla nafedéna v poméru
1:300. Od této chvile byly vzorky uchovavany ve tmé. Inkubace se sekundarni protilatkou
trvala ve vlhké komUrce 60 minut. Vzorky byly poté omyty nejprve v PBS a poté destilovanou
vodou. Nasledné na né bylo aplikovano 100 pl PNA s Rhodaminem (Peanut Agglutinin; Vector
laboratories, USA) pro obarveni akrozom, které bylo fedéno v poméru 1:500. Inkubace trvala
30 minut ve vlhké komurce a nasledné byly vzorky omyty v PBS a 3x destilovanou vodou.
Poslednim krokem byla aplikace 10 pl montovaciho média Vectashieldu s DAPI (Vector
Laboratories, USA). Sklicka byla zakryta krycimi skly (22x22 mm, Hirschmann, Némecko)
a fixovana lakem na nehty. Sklicka byla skladovana pfi teploté 4 °C ve tmé a jejich analyza
probéhla pod fluorescenénim mikroskopem Nikon.

4.5 Statisticka analyza

Experimenty byly nékolikrdt zopakovany. Pro denzitometrickou analyzu exprese
proteinl byl pouzit program Image Studio Digits (Lite Verze 5.2.; LI-COR Biosciences, USA).
Program Statistica 12 (StatSoft CR s.r.0., Ceska republika) a metoda ANOVA byla vyuZita pro
vypracovani statistickych analyz dat u detekce proteinu AKAP4. Pro sledovani vlivu inhibitoru
proteazomu a inhibitoru ubiquitinace na degradaci proteinu AKAP4 béhem kapacitace kancich
spermii byla zvolena analyza T-test. Hodnota P mensi neZ hladina vyznamnosti (a = 0,05) byla
povaZovana za statisticky vyznamnou.
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4.6 Experimentalni schéma

Pro detekovani proteinu AKAP4 u kancich spermii byla pouZita metoda Western blot
(kap. 4.3). Pri detekci proteinu byly vyuZity vzorky ejakulovanych a in vitro kapacitovanych
spermii a spermii po akrozomalni reakci. Lokalizace a pfitomnost AKAP4 v kancich spermiich
byla hodnocena metodou nepfimé imunofluorescence.

Vliv inhibitoru proteazomu MG-132 na degradaci proteinu AKAP4 béhem kapacitace byl
hodnocen pomoci denzitometrické analyzy. V tomto hodnoceni byly porovnavany in vitro
kapacitované spermie bez inhibitoru a in vitro kapacitované spermie s inhibitorem
proteazomu MG-132.

Hodnoceni inhibice ubiquitinace béhem kapacitace kancich spermii v pribéhu
kapacitace bylo provedeno u vzorkl in vitro kapacitovanych spermii bez inhibitoru a vzorkd
in vitro kapacitovanych spermii s pfidanym inhibitorem ubiquitin aktivacniho enzymu (E1)
PYR-41.
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5 Vysledky

5.1 Detekce proteinu AKAP4 v kancich spermiich

Detekovali jsme protein AKAP4 a jeho izoformu proAKAP4. Detekce bylo provedena
u ejakulovanych a kapacitovanych spermii a spermii po akrozomalni reakci. U vSech
zkoumanych vzorkd spermii byla pozorovdna detekce proteinu AKAP4 o molekulové
hmotnosti 82 kDa a dale prekurzoru proAKAP4 o molekulové hmotnosti 110 kDa (viz Obrazek
13).

Ej AR
l Kap l
W «—— proAKAP4

100 —p — —

<«— AKAP4

so —» . <«— a-tubulin (~50 kDa)

A B |

K

Obrazek 13: Imunodetekce (A) proteinu AKAP4 a jeho prekurzoru proAKAP4 a (B) detekce
a-tubulinu (kontrola). Ej — ejakulované spermie, Kap — kapacitované spermie, AR — spermie po
akrozomdlni reakci, K — kontrola (ejakulované spermie).

Pomoci denzitometrické analyzy v programu Image Studio Digits byla zhodnocena
exprese proteinu proAKAP4 a AKAP4 porovndvana oproti signalu protilatky proti a-tubulinu
(viz Graf 1). Podle vysledk(i detekce proteinu byl pozorovan narlst intenzity signdlu
u kapacitovanych spermii oproti ejakulovanym spermiim. Dale Ize pozorovat snizenou
intenzitu signalu u spermii po akrozomalni reakci v porovnani s kapacitovanymi spermiemi.
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Relativni primérna intenzita signalu proAKAP4 a AKAP4/a-tubulin
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Graf 1: Porovndni relativni priimérné intenzity signdlu vztaZené k a-tubulinu u kancich
spermii. EJ - ejakulované spermie, KAP - kapacitované spermie, AR - spermie po akrozomdlini
reakci. Ejakulované spermie jsou vztazZené k hodnoté 1. Statisticky vyznamné rozdily jsou
v grafu zndzornény riznymi superskripty (A, B, C, a, b, c).

Relativni primérnd intenzita signdlu proAKAP4 a AKAP4 byla podrobena statistické
analyze v programu Statistica 12 pomoci statistické metody jednofaktorové ANOVA. Po
porovnani vsech vzork(l byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi ejakulovanymi
a kapacitovanymi spermiemi u proAKAP4 i AKAP4 (P<a). Statisticky prikazny rozdil byl také
mezi kapacitovanymi spermiemi a spermiemi po akrozomalni reakci u proAKAP4 a AKAP4
(P<a). Mezi ejakulovanymi spermiemi a spermiemi po akrozomadlni reakci nebyl zjiStén
statisticky prakazny rozdil (P>a).

Protein AKAP4 byl dale detekovan pomoci metod nepfimé imunofluorescence (kap. 4.4).
Lokalizace AKAP4 byla provadéna u vSech vzorkd spermii. Obrazek 14 znazorfiuje vazbu
protildtky u in vitro kapacitované spermie slokalizaci proteinu AKAP4 v biciku
a postakrozomalni oblasti hlavicky. Chromatin jadra byl barven pomoci DAPI.
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Obrazek 14: Imunolokalizace AKAP4 u kapacitované kanci spermie. AKAP4 — znaceni zelenou
barvou (FITC), chromatin — znaceni modrou barvou (DAPI). Snimek pofizen na konfokdInim
mikroskopu, zvétseni 400x.

5.2 Vliv proteazomu na degradaci proteinu AKAP4 béhem kapacitace
kancich spermii

Byla provedena inhibice proteazomu pomoci inhibitoru proteazomu MG-132 (100 uM)
béhem kapacitace spermii a poté byl detekovan AKAP4 pomoci protilatky v proteinovych
extraktech spermii (viz Obrazek 15).

Relativni priimérnd intenzita signdlu proAKAP4 a AKAP4 byla porovndna s intenzitou
signalu protildtky proti a-tubulinu pro normalizaci mnoZstvi proteinu ve vzorcich (viz Graf 2).
Vysledky tohoto hodnoceni prokazaly vyssi hodnoty intenzity signalu u vzorkd in vitro
kapacitovanych spermii s inhibitorem proteazomu MG-132 neZ hodnoty pro kapacitované
spermie bez inhibitoru. Po denzitometrické analyze byly hodnoty statisticky porovnavany.
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Obrazek 15: Imunodetekce (A) proteinu AKAP4 a jeho prekurzoru proAKAP4 a (B) detekce
a-tubulinu (kontrola). Kap — kapacitované spermie, MG-132 — inhibitor proteazomu,
K - kontrola (kapacitované spermie).

Relativni prlimérna intenzita signalu proAKAP4 a AKAP4/a-

tubulin
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Graf 2: Relativné vyjadrend intenzita signdlu proteinu AKAP4 u kancich spermii. Porovndni
intenzity signdlu mezi kapacitovanymi spermiemi a kapacitovanymi spermiemi s pfidanym
inhibitorem proteazomu MG-132. KAP - kapacitované spermie, MG-132 — inhibitor
proteazomu. Kapacitované spermie jsou vztaZzené k hodnoté 1. Statisticky vyznamné rozdily
jsou v grafu zndzornény riuznymi superskripty (A, a, b).
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Po statistickém porovnani izoformy proAKAP4 nebyl mezi kapacitovanymi spermiemi
a spermiemi s inhibitorem proteazomu MG-132 pozorovan statisticky vyznamny rozdil (P>a).
Statisticky vyznamné vyssi signdl byl detekovan u proteinu AKAP4 u kapacitovanych spermii
s inhibitorem proteazomu MG-132 oproti kapacitovanym spermiim bez inhibitoru (P<a).

5.3 Vliv ubiquitin dependentni degradace proteinu AKAP4 béhem kapacitace
kancich spermii

Byla provedena inhibice enzymu aktivujici ubiquitin pomoci inhibitoru PYR-41 (100 uM)
béhem kapacitace spermii a poté byl detekovan AKAP4 pomoci protilatky v proteinovych
extraktech spermii (viz Obrazek 16). Z vysledkl denzitometrické analyzy lze pozorovat vyssi
relativni priimérnou intenzitu signalu u vzork( kapacitovanych spermii's pfidanym inhibitorem
ubiquitin aktiva¢niho enzymu PYR-41. Primérna intenzita signalu proAKAP4 a AKAP4 byla
porovndna s intenzitou signalu protilatky proti a-tubulinu pro normalizaci mnoZstvi proteinu
ve vzorcich (viz Graf 3). V dalSim kroku byla intenzita signdlu mezi skupinami hodnocena
statistickou analyzou v programu Statistica.

Kap PYR-41

250 —»

150 —»
100 —p W

- <«—— AKAP4

M <«—— proAKAP4

75 —>

50 —»
<—— a-tubulin ( ~50 kDa)

37 —»

25 —»

20 —»

A B ]

K
Obrdzek 16: Imunodetekce (A) proteinu AKAP4 a jeho prekurzoru proAKAP4 a (B) detekce
a-tubulinu (kontrola). Kap — kapacitované spermie, PYR-41 — inhibitor ubiquitin aktivacniho
enzymu (E1), K — kontrola (kapacitované spermie).
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Relativni priimérnad intenzita signdlu proAKAP4 a
AKAP4/a-tubulin
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Graf 3: Relativné vyjadrend intenzita signdlu proteinu AKAP4 u kancich spermii. Porovndni
intenzity signdlu mezi kapacitovanymi spermiemi a kapacitovanymi spermiemi s pfidanym
inhibitorem ubiquitin aktivacniho enzymu (E1). KAP - kapacitované spermie, PYR-41 - inhibitor
ubiquitin aktivacniho enzymu (E1). Kapacitované spermie jsou vztazené k hodnoté 1.
Statisticky vyznamné rozdily jsou v grafu zndzornény riGznymi superskripty (A, a, b).

Statistickd analyza neprokazala statisticky vyznamny rozdil u izoformy proAKAP4 mezi
vzorky in vitro kapacitovanych spermii a kapacitovanych spermii s pfidanym inhibitorem
ubiquitin aktivacniho enzymu PYR-41 (E1) (P>a). Statisticky vyznamné zvyseni relativni
intenzity signalu bylo patrno u proteinu AKAP4 u in vitro kapacitovanych spermii s inhibitorem
PYR-41 oproti kapacitovanym spermiim bez inhibitoru (P<a).
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6 Diskuze

Spermie na cesté k vajicku prodélava radu biochemickych a fyziologickych zmén, které
jsou nutné pro Uspésné oplozeni. Podstatné zmény nastdvaji béhem procesu kapacitace, pfi
které dochazi napfiklad k reorganizaci plazmatické membrany, efluxu cholesterolu, zméndm
koncentrace Ca?* iontd, k aktivaci cAMP/PKA signdlni kaskddy nebo ke zméndam motility
(Visconti et al. 1995; Visconti et al. 1999). V nékterych studiich bylo prokdzano, Ze s motilitou
spermii u vétSiny druht savcu souviseji proteiny z rodiny AKAP (Jumeau et al. 2018; Blommaert
et al. 2019). Ve spermiich jsou zastoupeny zejména proteiny AKAP4 a AKAP3. Oba tyto
proteiny jsou jednémi z nejhojnéji zastoupenych cytoskeletarnich proteinli jemnych vlaken
tvoficich pochvu bic¢iku a AKAP3 je navic obsaZen vakrozomu (Carrera et al. 1994).
Predpoklada se, Zze motilita a pohyb bic¢iku jsou pod kontrolou velmi slozitého molekularniho
a strukturniho mechanismu, ve kterém hraje AKAP4 podstatnou roli (Miki et al. 2002; Luconi
2011). Ve zralych spermiich je kromé AKAP4 pfitomen také jeho prekurzor proAKAP4
(Delehedde et al. 2018). Proteiny proAKAP4 a AKAP4 jsou podle dosavadnich poznatki
povazovany za markery fertility (Sergeant et al. 2019). P#i kapacitaci spermii dochazi
k fosforylaci protein(i, mezi které patfi také ubiquitin aktivujici enzym E1 (Baker et al. 2010).
Fosforylaci cilovych proteint reguluje PKA aktivovana cAMP (Bajpai & Doncel 2003). Proteiny
AKAP slouzi jako leSeni pro viceproteinové signaliza¢ni komplexy (Dodge & Scott 2000). S tim
souvisi i schopnost AKAP vazat PKA. AKAP4 rekrutuje holoenzym PKA do jemnych vldken
tvoricich pochvu a usnadnuje fosforylaci substratQ k regulaci pohybu biciku (Huang et al.
2005). Béhem kapacitace lidskych spermii je zejména protein AKAP3 nejvyraznéji
fosforylovany (Pereira et al. 2015).

Cilem této diplomové prace bylo prostfednictvim experimentl studovat vliv
ubiquitin-proteazémového systému (UPS) na degradaci proteinu AKAP4 béhem kapacitace
kancich spermii. UPS je klicovym regulacnim mechanismem zodpovédnym za degradaci
proteint, kterd probiha béhem kapacitace spermii, neni vsak jedinym moznym mechanismem
degradace (Kerns et al. 2016). Predchozimi studiemi vsak jiz byla potvrzena degradace
proteinu AKAP3 timto systémem u byk{ (Hillman et al. 2013) a ¢lovéka (Zapata-Carmona et al.
2021), a proto bylo moziné predpoklddat, ze i AKAP4 je kandiddtnim proteinem, ktery
je v prlbéhu kapacitace degradovan timto systémem.

Ve studii od Hillman et al. (2013) bylo potvrzeno, Ze pfi procesu kapacitace u bycich
spermii je protein AKAP3 degradovan pomoci UPS a zaroven muzZe byt tato degradace
inhibovana inhibitorem proteazomu MG-132. Proto i pro experimenty této diplomové prace
byl zvolen pravé tento inhibitor. V jinych studiich se ukazalo, Ze inhibitor enzymu aktivujiciho
ubiquitin (E1) PYR-41 narusuje ubiquitinaci protein( a naslednou modifikaci akrozomalnich
proteinl, kterd probiha jiz béhem kapacitace a je za fyziologickych podminek klicova pro
korektni prlibéh akrozomalni reakce (Kerns et al. 2016). Proto byl inhibitor PYR-41 zvolen i pro
experimenty této diplomové prace zamérené na inhibici procesu ubiquitinace.

V této diplomové praci byla detekce AKAP4 provadéna pomoci metody Western blot,
kdy nejprve doslo k separaci proteind pomoci SDS-elektroforézy a nasledné k imunodetekci
pozadovaného proteinu AKAP4 pomoci specifické protilatky. Pfitomnost AKAP4 byla
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detekovdna u viech vzork( spermii (ejakulované, kapacitované a spermie po akrozomalni
reakci), a to protein AKAP4 o molekulové hmotnosti 82 kDa a prekurzor AKAP4, protein
proAKAP4 o molekulové hmotnosti 110 kDa. Tyto vysledky koreluji s publikacemi od Brown et
al. (2003) a Le Couzaer & Bencharif (2021). Denzitometrickou analyzou byl pozorovan narust
intenzity signalu AKAP4 a proAKAP4 u vzork( kapacitovanych spermii oproti ejakulovanym
spermiim. Tato tendence byla pozorovdna i u mysich spermii ve studii od Syifa et al. (2020)
a neni zcela jednoduché ji vysvétlit. U vzork( spermii po akrozomalni reakci byla pozorovana
spermiim. To muZe byt vysvétlovano degradaci AKAP4 ve spermii aZz po kapacitaci. Stale
byl vSak u spermii po akrozomalni reakci néjaky signdl detekovan. To by znamenalo, Ze dochazi
pouze k ¢astecné degradaci AKAP4 béhem kapacitace a poté i akrozomalni reakce kancich
spermii. Dale je moiné, Ze v pribéhu kapacitace je AKAP4 degradovan i pomoci dalsich
mechanismu, které nebyly dosud popsany. Pro ovéreni téchto tvrzeni by bylo tfeba provést
dalsi vhodné experimenty. Ddle je nutné uvaZovat vysokou individualitou mezi jednotlivymi
samci, ktera je pro kance typicka.

V dalsi ¢asti vyzkumu AKAP4 byla sledovana jeho lokalizace v kapacitovanych spermiich
pomoci metody nepfimé imunofluorescence. AKAP4 je lokalizovan v hlavni ¢asti bi¢iku spermii
u lidi, skotu, koni i mysi (Carrera et al. 1994; Luconi 2011; Blommaert et al. 2019; Delehedde
2019). Z nami provedenych experimentl je patrné, Ze Ize potvrdit pfitomnost AKAP4 v hlavni
Casti biciku i u kancich spermii.

Pro studium vlivu inhibitor( proteazomu na degradaci AKAP béhem kapacitace byl
pouzit inhibitor proteazomu MG-132 a inhibitor enzymu aktivujici ubiquitin PYR-41.
Pfedpokladalo se, Ze na degradaci AKAP4 béhem kapacitace md vyznamny vliv UPS.
U relativnich prdmérnych hodnot intenzity signdlu AKAP4 i proAKAP4 byla sledovéna
tendence jeho zvySeni u vzorkl kapacitovanych spermii s pfidanym inhibitorem MG-132
i u vzork( kapacitovanych spermii s inhibitorem PYR-41 oproti kapacitovanym spermiim bez
inhibitorl. Ztoho lze vyvodit zavér, Ze se oba zminéné inhibitory podileji na blokovani
degradace AKAP4 v pribéhu kapacitace kancich spermii.

V soucasné dobé neni zcela jasné, zda jsou proteiny z AKAP rodiny ubiquitinovany pred
kapacitaci nebo v pribéhu kapacitacnich udalosti u spermii (Kerns et al. 2016), coZ by mohlo
byt dalSim predmétem vyzkumu. V souvislosti s degradaci proteinu AKAP4 by bylo dobré
v budoucich experimentech sledovat, jakou roli vtomto procesu hraje proteinkinaza A.
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7 Zaveér

V této diplomové praci byla ovéfovdna hypotéza, Ze ubiquitin-proteazémovy systém
(UPS) je zapojen do degradace proteinu AKAP4 béhem kapacitace kancich spermii v in vitro
podminkach.

V experimentu zaméreném na detekci proteinu AKAP4 byl tento protein i jeho prekurzor
proAKAP4 detekovdan u vzork( ejakulovanych kancich spermii, in vitro kapacitovanych kancich
spermii i u kancich spermii po navozené akrozomalni reakci. V experimentech zamérenych na
imunolokalizaci AKAP4 u kancich spermii byla prokazala pfitomnost tohoto proteinu v hlavni
Casti biciku kanci spermie. Pfi detekci proteinu AKAP4 byl zaznamenan pokles intenzity signalu
proteinu u vzorkd spermii po akrozomalni reakci oproti kapacitovanym spermiim. Tento
vysledek by mohl poukazovat na dulezitost degradace proteinu AKAP4 pro procesy souvisejici
s akrozomalni reakci spermie. Je mozné, Ze uloha proteinu AKAP4 je klicova pro navozeni
hyperaktivace motility spermie v sami¢im pohlavnim traktu, kterd je spojena s kapacitaci,
a poté dochazi k jeho zvysené degradaci. To by potvrzoval i fakt, Ze AKAP4 ma jiz prokazanou
ulohu pfi motilité spermie. K ovéreni této hypotézy by vSak bylo potfeba provést vhodné
experimenty.

Funkce ubiquitin — proteazdmového systému (UPS) vregulaci degradace AKAP4
v prubéhu kapacitace kancich spermii nebyla doposud objasnénd. Vysledky experimentl této
diplomové prace zamérené pravé na sledovani zapojeni UPS do degradace proteinu AKAP4
béhem kapacitace kancich spermii potvrdily hypotézu o zapojeni UPS do degradace proteinu
AKAP4 béhem kapacitace kancich spermii v in vitro podminkach. Z vysledkd provedenych
experiment(l v této praci byla pomoci inhibitoru proteazomu MG-132 a inhibitoru ubiquitin
aktivacniho enzymu PYR-41 pozorovana nizsi mira degradace proteinu AKAP4 oproti vzorkiim
spermii kapacitovanych v kapacitacnim médiu bez téchto inhibitor(i. Z toho jasné vyplyva,
Ze ubiquitin — protedzomovy systém je za fyziologickych podminek zapojen do degradace
proteinu AKAP4 béhem kapacitace kancich spermii. Fyziologicky vyznam této degradace
ovsem z(stdva nejasnym a je vhodnym predmétem dalSiho studia.

Tato diplomova prace mUze byt povazovana za jednu z prvotnich praci, ktera se zabyva
vlivem ubiquitin — proteazémového systému na degradaci proteinu AKAP4 béhem kapacitace
u kancich spermii. V soucasné dobé neni zcela jasné, zda jsou proteiny z AKAP rodiny
ubiquitinovany pred kapacitaci nebo az v pribéhu kapacitacnich udalosti u spermii, coz by
mohlo byt dals$im zajimavym predmétem vyzkumu.
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