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Degradace DQH povrchového proteinu kancich spermii
béhem in vitro kapacitace

Souhrn

Spermie na své cesté k vajicku musi projit kapacitatnimi zménami, aby jej byla schopna
oplodnit. BEhem kapacitace dochazi k dramatickym zméndm nejen uvnitf spermatické bunky,
ale pfedevsim na jejim povrchu. Prvnim krokem kapacitace je odstranéni proteinového obalu,
ktery spermie ziskava béhem svého vyvoje v samc¢im pohlavnim traktu. Mezi proteiny, které
jsou vazany na povrch kanci spermie béhem ejakulace, patfi i DQH protein, jakoZto protein
semenné plazmy. Tyto proteiny slouZi jako dekapacitacni faktory a vétSina z nich béhem
kapacitace mizi z povrchu spermie. Cilem prace bylo zjistit, zda je DQH protein béhem
kapacitace degradovan a zda do jeho degradace je zapojen ubiquitin-proteasomovy systém.
Byla provedena detekce DQH proteinu v extraktech spermii po in vitro kapacitaci
v nemodifikovaném médiu a v médiu s pridavkem inhibitoru proteasomu (MG-132) a
inhibitoru enzymu aktivujiciho ubiquitin (PYR-41). Denzitometrické hodnoceni ukazalo vyrazny
ubytek proteinu po kapacitaci, pficemz nebyl nalezen signifikantni rozdil v mnozstvi DQH
proteinu ve spermiich kapacitovanych v nemodifikované i modifikovaném médiu. Pomoci
imunofluorescenéni mikroskopie byla zjisténa pritomnost DQH proteinu po celé hlavi¢ce
ejakulované spermie a ztrata proteinu béhem in vitro kapacitace. Po kapacitaci nebyl nalezen
rozdil v detekci DQH proteinu u spermii kapacitovanych v médiu s inhibitory a kapacitovanymi
v nemodifikovaném médiu. Z nasich vysledkl vyplyva, Ze se ubiquitin-proteasomovy systém
pravdépodobné nepodili na degradaci DQH proteinu béhem kapacitace kancich spermii, ale
Ze je protein z povrchu spermie odstranovan jinym zptsobem.

Dosli jsem k zavéru, Ze je protein DQH vyvazovan z povrchu spermie v oviduktu samice za

pomoci glykosaminglykana.

Klicova slova: spermie, kapacitace, imunolokalizace, Western blot



Degradation of boar DQH sperm surface protein during in

vitro capacitation
Summary

The sperm on its way to the egg must undergo a capacitation changes to fertilize it. During
capacitation, dramatic changes occur not only within the sperm cell but mainly on its surface.
The first step in capacitation is to remove the protein coating that sperm acquires during its
development in the male reproductive tract. Proteins bound to the surface of boar
spermatozoa during ejaculation include the DQH protein as a seminal plasma protein. These
proteins serve as decapacitation factors and most of them disappear from the sperm surface
during capacitation. The aim of the study was to determine whether DQH protein is degraded
during sperm capacitation and ubiquitin-proteasome system is involved in its degradation.
Detection of DQH protein in sperm extracts after in vitro capacitation in unmodified medium
and in medium supplemented with a proteasome inhibitor (MG-132) and inhibitor of
ubiquitin-activating enzyme (PYR-41) was performed. The densitometric evaluation showed
significant protein loss after capacitation, with no significant difference in the amount of DQH
protein in spermatozoa capacitated in both unmodified and modified media. By
immunofluorescent microscopy, the presence of the DQH protein was found at the entire of
ejaculated sperm head and the loss of protein during in vitro capacitation. After capacitation,
no difference was found in the detection of DQH protein in capacitated spermatozoa with
inhibitors and capacitated in the unmodified medium. Our results suggest that the ubiquitin-
proteasome system is not likely to be involved in the degradation of the DQH protein during
boar sperm capacitation but is removed from the sperm surface in the different way.

We conclude that the DQH protein is bound from the sperm surface by oviducts the female

reservoir with glycosaminoglycans.

Keywords: sperm, capacitation, immunolocalization, Western blot
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1 Uvod

Spermie, jakozto samdci gameta, vznikd béhem spermatogeneze. Po spermatogenezi jsou
spermie uchovavany v hlavé nadvarlete, kde ziskdvaji progresivni pohyb vpred za hlavickou
a dozrdvaji. BEhem ejakulace se spermie dostavaji do samiciho pohlavniho traktu, kde musi
podstoupit kapacitaci, ktera je nezbytna pro oplozeni vajicka. Proteiny semenné plazmy, které
se pri ejakulaci vazi na povrch spermie, jsou dilezité pro ochranu a zajisténi prezitelnosti
spermii v sami¢im reproduk¢nim traktu.

DQH protein na kancich spermiich tvofi spolu s ostatnimi proteiny semenné plazmy ochrannou
vrstvu na spermii a diky svym vazebnym schopnostem se muze tGc¢astnit dalSich déji vedoucich
k oplozeni vajicka. Plazmatickd membrdna spermii spolu s proteiny prochdzi v pribéhu
kapacitace vyznamnymi zménami, které vedou k fertilizacni schopnosti spermie. Zapojeni
ubiqutin-proteasomového systému (UPS) do remodelace povrchu kancich spermii neni jesté
zcela objasnén a uloha UPS v degradaci proteinl pochazejicich ze semenné plazmy, jakoz
i DQH proteinu béhem kapacitace, je stale predmétem zkoumani.

Proteasom je slozity komplex hydrolytickych enzym(, ve kterém dochazi ke Stépeni
oznaceného proteinu ubiquitinem. DQH protein byl nalezen ve skupiné proteinl asociovanymi
s proteasomem kancich spermii (Miles et al. 2013), proto muUZeme predpokladat, Ze

proteasom napomaha jeho degradaci béhem kapacitace.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Cile prace vychazi z hypotézy, Ze je ubiquitin-proteasomovy systém zapojen do degradace
DQH proteinu u kancich spermii béhem kapacitace.

Cilem prace byla lokalizace a detekce DQH proteinu v kancich spermii pfed a po kapacitaci
v nemodifikovaném a modifikovaném kapacitaénim médiu s pridavkem inhibitord ubiquitin-

proteasomového systému.



3 Literarni resSerse

3.1 Samci pohlavni soustava

Samdi pohlavi soustava se sklada zvarlat, jez jsou parovym organem tvoficim spermie
a pohlavni hormony. Varlata spolu s nadvarletem jsou uloZena v Sourku. V nadvarleti jsou
spermie skladovany a dochdzi v ném k epididymalnimu zrani spermii, jehoz vysledkem je
ziskani progresivniho pohybu spermie vpred a schopnost vazat se na zona pellucida. Vyvod
z nadvarlete navazuje na chamovod, do néhoz usti pridatné pohlavni Zlazy. Mezi né patfi
prostata, semenné vacky a bulbo-uretrdlni Zlazy. Tyto Zlazy produkuji sekret, ktery spolecné

se spermiemi pfi ejakulaci tvofi ejakulat (viz obrazek 1) (Reece 1998, Dylevsky 2009).
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Obrdzek 1: Anatomickd pohlavni soustava kance (Kuster a Althouse 2006)
3.2 Spermatogeneze a zrani spermie

Tvorba samcich gamet je vysledkem rozsahlé bunécné diferenciace, kdy dochazi
k transformaci kruhové spermatidy na vysoce polarizovanou a pIné pohyblivou buriku. Vétsina
téchto velmi sloZitych a komplexnich udalosti probihd ve varlatech béhem spermatogeneze.
Tento proces je zasadni pro oplozeni. Na transformaci se podili dva typy déleni. Prvni je mitéza
a nasledné meidza. Mitdza je déleni bunék, pfi némz dochazi k rozdéleni na bunky se stalym

poctem chromozomd, jako burka plvodni. Nasleduje meidza, pti niz se bunky rozdéli



na bunky s haploidnim poftem chromozom( (Reece 1998, Kittnar 2011, Lullmann-Rauch
2012).

Kmenové bunky neboli spermatogonie, jsou neustalym zdrojem bunék pro budouci vyvoj
spermii. Tyto buriky se nachdzeji u bazalni membrany. Spematogonie podléhaji mitotickému
déleni, kdy se vydéli dvé bunky, z toho jen jedna zlstava soucasti populace kmenovych bunék
a druha migruje ddle mezi Sertoliho burky. Takto vznikly primarni spermatocyt podléha
prvnimu meiotickému déleni. Dokonceni prvniho meiotického déleni probiha az v puberté,
kdyZz dojde ke zvySeni hladiny testosteronu. Vznikly sekundarni spermatocyt prochdzi dale
druhym meiotickym délenim a v tuto chvili je pocet jejich chromozom( haploidni. Vzniklé
bunky se nazyvaji spermatidy (Reece 1998, Kittnar 2011, Lullmann-Rauch 2012). Cely proces

je popsan viz obrazek 2.
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Obrdzek 2: Spermatogeneze (1- kmenovd burika; 2-primdrni spermatocyt; 3-sekunddrni spermatocyt, 4 —spermatida, 5 —
spermatida ménici se na spermii, 6- spermie 7- tésny spoj, 8- Sertoliho burika, 9 - lumen semenotvorného kandlku
(Sherwood 2010)

Po dokonceni meidzy zacina spermiogeneze, kdy ze spermatidy vznikne spermie. Béhem
tohoto procesu dochdzi ke kondenzaci jadra, k tvorbé akrosomu a biciku. Nejdfive se
syntetizuje RNA, poté nasleduje zacatek kondenzace nukledrniho chromatinu. Jadro se
pohybuje z centralni polohy smérem k okraji buriky v okamziku, kdy se rozviji akrozom. Dale
se jadro kondenzuje a prodluzuje. Zna¢né se tim zmensi jeho velikost a to az na 10 % plvodni
velikosti. Obsah akrozomu je soubéiné produkovan ve vezikulech Golgiho komplexu a je

kondenzovan nad jadernou membranou, kde prekryva bazalni pdl jadra. Vnitini membrana



akrosomu je zakotvena do jaderné membrany. Krom tohoto obsahuje rizné hydrolytické
enzymy, které jsou nezbytné pro prunik skrz zona pellucida. Bicik je vytvaren centriolami,
z nichZ jedna tvofi spojovaci ¢ast kréku spermii, druha tvofi axidlni viakno biciku. Vnéjsi husta
sit vlaken neni odvozena od centriolu, i kdyZ jsou pripojena k vnéjsim mikrotubulm axidlniho
vldkna. Vyvoj stfedniho vlakna se objevuje v pokrodilejsi fazi procesu spermatogeneze, kdy
mitochondrie kondenzuji do spirdly kolem proximdlni casti bic¢iku. Doba trvani
spermatogeneze, tj. doba mezi spermatogondlnim délenim a uvolnénim spermatozoidu je u
vétsiny savcl 60 dnd. Prlichod epididymem dalSich 8 — 14 dnt (Lullmann-Rauch 2012).

Takto vytvorené, zatim nepohyblivé spermie, se posouvaji do hlavy nadvarlete za pomoci
tekutiny tvofené semenotvornymi kanalky ve varletni siti. V nadvarleti ziskavaji schopnost
pohybu vpred pfimo za hlavickou a oplozovaci schopnost. Spermie se ndsledné deponuji
v ocasu nadvarlete, kde se nachazi az 70 % vSech vytvofenych spermii. Zbytek spermii

je fagocytovan nebo odchdzi spolecné s moci (Reece 1998).

3.3 Stavba spermie

Spermie je muZska pohlavni burika tvofici se v semenotvornych kanadlcich varlat. Tubuly
semenotvornych kanalkl obsahuji sloZitou fadu rizné vyvinutych zarodec¢nych bunék, které
nakonec vytvori zarode¢né gamety. Spermie jsou prodlouzené bunky sestavajici u vétsiny
zvirat ze zplostélé hlavicky a biciku. Spermie je pokryta plasmalemou neboli plazmatickou
membranou. V ptredni ¢asti hlavicky, se nachazi akrosom. Déle pak hlavicku a bicik spojuje
kréek. Cely popis spermie viz obrazek 3.

Hlavicka spermie

Hlavnim znakem hlaviéky je ovalné, ploché jadro obsahujici kompaktni chromatin tvoreny
kyselinou deoxyribonukleovou (DNA). Déle obsahuje akrosomovy vacek a dvojici centriold, kdy
proximalni centriol je dlleZity pro délici vieténko pfi dokonceni druhého meiotického déleni
vajicka.

Akrosom

Akrosom je kryci organela, prekryvajici pfedni ¢ast jadra spermie. M3 tvar podobny Cepicce a
obsahuje akrosin, hyaluronidazu a jiné hydrolytické enzymy podilejici se na oplozeni. Akrosom
patfi mezi nezbytné ¢asti spermie, bez kterych by nemohlo dojit k oplozeni. Podili se na spojeni
spermie a zona pellucida (ZP) a nasledné penetraci skrz ZP. Pfi vazbé spermie na ZP dochazi

k akrosomalni exocytdéze, kdy fuzuje vnéjsi akrosomalni membrdana s membranou



plazmatickou. Akrosom je rozdélen na akrosomalni ¢epicku a ekvatorialni segment (Kim et al.
2001).

Bic¢ik spermie

Bi¢ik spermie zajistuje pohyb vpred za hlavickou a je sloZzen z nékolika segmentd, a to z krcku,
stfedniho, hlavniho a koncového segmentu. Kréek je spojovaci ¢ast mezi hlavickou spermie
a bicikem. Oblast biciku mezi krckem a prstencem tvori stfedni ¢ast, ktera obsahuje
mitochondrie. Centralni jadro stfedni ¢asti biciku je tvofeno axonemou, ktera se sklada z deviti

part mikrotubull uspofadanych radialné kolem dvou stfednich vldken (Reece 1998, Lullmann-

Rauch 2012)
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Obrdzek 3: Anatomické uspordaddni spermie. 1) plazmatickd membrdna, 2) vnéjsi akrosomdini membrdna, 3) matrice
akrosomdlnich enzymd, 4)vnitini akrosomdlni membrdna, 5) jadernd membrdna, 6) jadro, 7)kréek, 8) mitochondrie,9)
proximdlni ¢dst biciku, 10) prstenec, 11) vldknité pouzdro, 12) axonema + vnéjsi hustd vidkna, 13) apikdlni hieben, 14) pre-
equatoridlni ¢dst, 15) ekvatoridlni segment, 16) post-ekvatoridlni segment, 17) smisené vesikuly vytvorené béhem reakce
akrosomu pres fuzi mezi plazmatickou membrdnou a vnéjsi akrosomovou membrdnou (Gadella et al. 2008).



3.4 Epididymalni maturace

Ve finalni fazi gametogeneze vychazi spermie z testes, ale stale nejsou pohyblivé ani fertilni,
proto vyzaduji vyznamnou post-testikularni modifikaci, aby mohly byt schopné oplozeni.
Po opusténi varlat nemaji spermie schopnost progresivniho pohybu vpred ani moZnost
oplodnit vajicko. Epididymalni maturace umozniuje spermiim ziskat pohyb vpred a schopnost
akrosomalni reakce (Visconti et al. 1998, Mardesic¢ 2013).

Specifické prostredi v epididymu hraje zdsadni roli pfi fizeni a vyvoldni kone¢nych zmén
ve spermii. Stupen zrani spermii v epididymis je mimo kontrolu genomu zdrodeénych bunék
a je proto z velké ¢asti disledkem jejich interakce s epididymalni tekutinou. Vétsinou se jedna
vazbu se specifickymi proteiny pfitomnymi v lumen epididymu. Pobyt v epididymu je dllezity
pro ochranu gamet aZ do ejakulace, stejné jako pro regulaci funkénosti a integrity akrosomu
(Dechaux et al. 2005).

Dechaux et al. (2005) zjistili, Ze je vyrazny rozdil mezi spermiemi z varlat a epididymu, kdy
hlavni zména byla v progresivhim snizeni detekce urcitych proteini na spermii. Bylo
pozorovano, ze nékteré proteiny, které spermie ziskd jiz béhem spermatogeneze, se pomalu
ztraci pri prlchodu epididymis. Nékteré proteiny se ale naopak na spermii béhem jejich
epididymalniho zrani objevuji (Dacheux et al. 1989). Bylo popsano nékolik typl protein(
s odliSnou funkci v epididymalni tekutiné rlznych druht savcl véetné clovéka, které se pfimo

nebo nepfimo ucastni maturace spermii (Dacheux et al. 2016).

3.5 Ejakulace

Béhem ejakulace dochazi k vypuzeni spermii z nadvarlete spolecné se sekrety pridatnych
pohlavnich ZIaz do samicéiho reprodukéniho traktu. Ejakulat je smés spermii a semenné plazmy,
kdy pomér a obsah spermii se lisi mezi jednotlivymi ejakulovanymi frakcemi, jak mezidruhové,
tak i mezi jednotlivymi zvifaty. Kanéi ejakulat je velmi objemny a Ize jej rozdélit do tfech frakci.
Prvni frakce ejakulace u kance obsahuje granulocyty, predevsim neutrofily a velice malo

proteindl. Nasledna frakce je naopak velmi bohatd na spermie (Karlsson 2011, Sramkova 2013).

3.6 Semenna plazma

Semennd plazma je smés sekretl reprodukénich pohlavnich organli samcl, podporujici

Zivotaschopnost spermii. Upravuje pro spermie pfiznivé pH v pochvé samice a ma stimulacni

10



vliv na pohyblivost spermii. Jedna se o smés sekretll pochdazejicich z varlat, epididymu
a samcich pridavnych pohlavnich Zldz, mezi néZ patfi semenné vacky, ampula chamovodu,
prostata a bulbouretralni zlazy. Jeji pH se pohybuje mezi 7,35-7,50 a tim ma pufrovaci
vlastnosti, které chrani spermie od kyselého prostfedi vaginy. Tato komplexni tekutina
obsahuje organické, ale i anorganické latky, mezi které patfi i vysokomolekularni [atky
v podobé riznych protein(l. Jednotlivé proteiny se svou strukturou a vlastnostmi lisi druh
od druhu. Maji ale spole¢nou jednu zasadni véc, a to interagovat s velkou skalou ligand(, a tim
zasadné ovliviiovat vazebné vlastnosti spermii. Nékteré proteiny ze semenné plazmy
se navazou na povrch spermii pfi ejakulaci a tyto proteiny nasledné chrani spermie a umoznuji
jim dosdhnout cilového mista. Slouzi jako ochrana akrosomu pred predcasnou akrosomalni
reakci. Dalsi roli mohou mit proteiny semenné plazmy pfi konzervaci semennych davek
u kanctl (Strzezek et al. 2005, Jonakova et al. 2007).

Kromé toho, Ze semennd plazma ma regulacni funkci béhem oplozeni, tak ma i jiné zasadni
funkce. Jedna se napriklad o inhibici zanétlivého procesu délozni sliznice po interakci
se spermiemi, kdy sniZzuje leukocytézu v déloze (Rozeboom 2000, Strzezek et al 2005).
Muino-Blanco et al. (2008) provedli pokus, kdy byla pfiddna semenna plazma
do inseminacnich davek a byl sledovan jeji vliv na oplozeni schopnost spermii. Bylo zjisténo,
Ze ptidani semenné plazmy do zamrazenych semennych davek u kancl vyrazné zlepsuje

odolnost a oplozeni schopnost u kancich spermii (Muino-Blanco et al. 2008).

3.6.1 Proteiny semenné plazmy, jejich interakce se spermiemi

Semennad plazma by méla minimalné obsahovat 30 % proteind, ale je to velmi individudIni jak
u jednotlivych druht, tak i mezi zvifaty. Pfedpoklada se, Ze kontakt spermie se semennou
plazmou prodluZuje Zivotnost spermie. Pfi delSim kontaktu naopak zpUsobuje jejich rychlejsi
starnuti. Pokud dojde ke ziedéni semenné plazmy, prodluzuje se vin vitro podminkach
Zivotaschopnost spermii (Druart et al. 2018).

Interakce mezi plazmatickymi proteiny semenné plazmy nebyly zatim plné a podrobné
prozkoumany. Je zndmo, Ze tyto interakce se podili na tvorbé agregovanych forem proteint
a na vazbé na povrch spermii. Takto povrchové navdzané proteiny se méni v pribéhu celé
cesty pohlavnimi organy. Existence agregovanych forem proteini v semenné plazmé byla

popsana jen u nékterych druhd (Manjunath & Therien 2002, Jonakova et al. 2004).
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3.6.2 Proteiny semenné plazmy u jednotlivych druh zvifat

Semenné plazmatické proteiny hifebce, byka a kance mohou byt rozdéleny do tfi hlavnich
skupin podle jejich strukturnich charakteristik (viz tab. 1). Nejvice zastoupenymi proteiny
semenné plazmy u prasat jsou spermadhesiny (AQN-1, AQN-3, AWN, PSPl a PSPII) o velikosti
12-16 kDa. Naopak hlavnimi sloZzkami semenné plazmy bykld a hiebcl jsou proteiny
s fibronektinovou doménou (Tépfer-Petersen et al. 1998, Jondkova et al. 2010, Manjunath et
al. 2007).
1. Spermadhesiny
Patfi do skupiny Zivocisnych lektinG a tvofi skupinu podskupin proteind s CUB
doménou (z angl.. C — complement subcomponent; U — urchin epidermal growth
factor; B — bone morphogenetic protein), ktera byla nalezena v fadé vyvojové
regulovanych procesu (Varela et al. 1997, Jondkova et al. 2010).
2. Proteiny obsahuijici fibronektinovou doménu typu Il
Patfi do velké rodiny bunécnych a matrix adheznich protein(, které zahrnuji proteiny
semenné plazmy, fibronektiny a receptory na povrchu bunék (Jonakova et al. 2010,
Srivastava et al. 2013).
3. Rzné proteiny vykazujici enzymatické, inhibi¢ni a dalsi aktivity (Jonakova et al. 2010)
Proteiny patfici do prvnich dvou skupin predstavuji hlavni proteinové slozky semenné tekutiny

bilkovin jsou pravdépodobné zplsobeny odliSnostmi ve velikosti a struktutfe pohlavnich Zlaz
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Tab. 1: Druhy proteinil semenné plazmy u riiznych zvifat obsahujici proteiny s fibronektinovou doménou typu Il a

spermadhesiny (Varela et al. 1997, Sanz et al. 1993, Jondkovd et al. 2010, Rodriguez-Martinez et al. 2011).

Druh zvirete Fibronectin typu Il Spermadhesin protein
protein
Kanec DQH (pB1) AWN rodiny
AQN rodina
PSP-I/II
Byk BSP-A1/A2 aSFP
BSP-A3 Z13
BSP-30kDa
Hrebec HSP1 HSP-7
HSP2
HSP-12
Hrebec

Obsah proteinl v semenné plazmé koni je oproti jinym druh@m nizky a to kolem 10 mg/ml.
Bylo prokdzano, Zze hiebéi semenné proteiny (HSP) maji tendenci tvofit multiproteinové
agregaty o celkové molekulové hmotnosti asi 800 kDa sloZzené z protein(i s pfibliznou
molekulovou hmotnosti 11-30 kDa, které predstavuji asi 70 % celkového proteomu semenné
plazmy (Fellenberg et al. 1985). Déle byla popsana rada proteinli s mensim zastoupenim
v semenné plazmé, které mohou pochazet z varlat a mohou podpofit prezZitelnost spermii.
Proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti 14-30 kDa, kromé HSP-4, vykazovaly schopnost
vazat se na ejakulované spermie (Topfer-Petersen et al. 2005).

Vétsinu proteint izolovanych z hreb¢i semenné plazmy, u kterych byla prokazana
potenciondlni Uloha pfi oplodnéni, tvofi HSP-1, HSP-2 a HSP-5 az HSP-8. HSP-1 a HSP-2 jsou
nejvice zastoupené proteiny v semenné plazmé hrebcl. Predstavuji 70-80 % z celkového
mnozstvi proteinl. Také patfi ke kratkym proteinlm typu Fn-2. Bylo prokdzano, ze HSP-3
je ¢lenem rodiny sekrecnich proteinli bohatych na cystein (CRISP). HSP-6 a HSP-8 jsou rdzné
isoformy bilkovin, které patfi do skupiny proteinli kallikreinové rodiny s proteolytickou
aktivitou. Jejich N-konec ma specifickou sekvenci a isoformy vykazuji vysoky stupen homologie

s lidskym prostatickym specifickym antigenem (PSA), o kterém bylo zjiSténo, Ze se podili
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na Stépeni semenogelinu. HSP-7 je hieb¢i homolog heparin vazajiciho kanciho spermadhesinu
AWN (Topfer-Petersen et al. 2005, Novak et al. 2010).

Byk

Semennd plazma byk( obsahuje Sirokou $kalu protein(, kde jsou nejvice zastoupeny a podle
nové nomenklatury pojmenovany BSP (Binder of Sperm Proteins) proteiny (BSP-A1l, BSP-A2
a BSP-A3). Jedna se kyselé proteiny s relativné malou molekulovou hmotnosti (15-30 kDa).
Tyto proteiny jsou produkty semennych pohlavnich ZIaz a vazi se na spermie pfi ejakulaci. Hraji
vyznamnou roli pfi kapacitaci. Po vazbé na spermie a jsou schopné zlistat navazané i po
kontaktu s tekutinou oviduktalniho systému. VSechny proteiny patfici mezi BSP a vyskytujici
se u skotu jsou glykosylovany, svyjimkou BSPA3. BSP-A1 a A2 maji identickou
aminokyselinovou sekvenci, ale maji jinou miru glykosylace. Struktury s fibronektinovou
doménou typu Il, pfitomné v proteinech BSP, interaguji s riznymi typy kolagenu a heparinu.
Dale bylo prokazano, Ze interaguji s fosfolipidy a pravé BSP proteiny vazi fosfolipidy
v plazmatické membrané spermii (Desnoyers et al. 1992, Thérien et al. 1998, Manjunath et al.
2007, Souza et al. 2011, Druart et al. 2018)

Kanec

V semenné plazmé kancl bylo prozatim zjisténo pét zakladnich spermadhesin(: PSP-I, PSP-II
(Major seminal plasma glycoprotein), AQN-1, AQN-3 a AWN-1 (oznadeny podle prvnich
aminokyselin), které tvori az 80 % vsech proteinl v plazmé (Topfer-Petersen et al., 1998).
Spermadhesiny PSP-1 a PSP-Il jsou zastoupeny v semenné plazmé nejvice a maji rizné funkéni
vlastnosti. Praseci semenné proteiny PSP-I a PSP-II kontroluji invazi leukocytl do samiciho
reprodukéniho traktu (Caballero et al. 2008, Aussrey et al. 2002, Aussrey et al. 2003,
Rodriguez-Martinez et al. 2005). Spermadhesiny AWN-1, AQN-1 a AQN-3 se vaZou na spermie
béhem ejakulace, podporuji kapacitaci spermii a stabilizaci akrosomu. Také zprostfedkovavaji
vazbu spermie na zona-pellucida (Jondkova et al. 2004, Gonzales-Cadavid et al. 2014).

AQN i AWN proteiny interaguji se semennym plazmatickym proteinem pB1 neboli DQH
a ADAM3b. Protein DQH tvori komplex se spermadhesiny a vaze se na fosforylcholin, ktery je
v plazmatické membrané spermie (Jondkova et al., 2000, Gonzales-Cadavid et al. 2014).

V semenné plazmé se ddle objevuji proteinazové inhibitory, které byly izolovany
z reprodukéniho traktu kancl. Nejlépe prozkoumané jsou inhibitory akrosinu. Je znamo, Ze
biologickou ulohou inhibitorl proteinaz, je inaktivace akrosinu u spermii s poskozenymi

akrosomy nebo u téch, které predcasné prodélaly akrosomalni reakci, a tim ochrana samciho
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a samiciho genitdlniho traktu proti proteolytické degradaci (Jondkova et al. 1992, Davidova et

al. 2008).

3.6.3 Protein DQH

U skotu, krdlikd, psa, kancl a hiebcll se v semenné plazmé nachazi BSP proteiny z angl. binder
sperm protein, dfive popsany jako typické proteiny byci semenné plazmy (bovine seminal
plasma proteins). U skotu bylo prokazano, Ze se podileji na navazani spermii na buriky oviduktu
a jsou zdsadni pro samotnou kapacitaci. Tyto proteiny byly ndsledné nalezeny v semenné
plazmé i dalSich savcich druh(, a to kancu, hiebc(, kozl( a bizon(0. Bylo zjisténo, Ze tato zvifata
maji homologni Usek DNA, ktery kéduje produkci proteinu shodny se skotem (Manjunath et
al. 2009).

Proteiny patfici do rodiny BSP maji relativné nizkou molekuldrni hmotnost a to mezi 12-30 kDa
a mohou byt glykosylovany. BSP proteiny maji svou N-koncovou doménu velmi proménlivou
a je v ni obsazen tandemové usporadany fibronektin typu Il (Manjunath et al. 2009).

DQH protein, popsany také jako pB1 (Calvete et al. 1997), patti do stejné skupiny jako proteiny
nachdzejici se v semenné plazmé byka, které se jmenuji BSP A1/A2 a BSP-A3. Dale u hrebcl
je velmi podobny protein jako u kanct a byk, ktery je oznacovan jako HSP1/HSP2 (Manjunath
et al. 2009).

DQH protein ma relativni molekulovou hmotnosti 13 kDa. Kompletni DQH kovalentni
struktura, véetné jeho posttranslaénich modifikaci, byla uréena Edmanovou degradaci. DQH je
slozen ze 105 aminokyselin a v jeho molekule jsou 4 disulfidické mUstky. Na N-konci jeho
aminokyselinové sekvence se nachazi treonin, ktery je glykosylovan. Nasleduji dvé opakovani
fibronektinu typu Il (Bezouska et al. 1999).

Tento protein byl nalezen v agregovanych formdach v semenné plazmé kancf, kde byl pfitomen
spole¢né s heparin vazajicimi spermadhesiny. Za pomoci imunologického testu byl zjistén
v semennych vaccich, ale ne v epididymalnich a prostatickych tekutinach. Bylo prokazano, Ze
DQH protein se vaze na epitel oviduktu. Dale bylo zjisténo, Ze se nevazie jen na heparin, ale
i na jiné sulfatované polysacharidy jako je chondroitin sulfat, dextran sulfat, fukoidan, dale
také na kyselinu hyaluronovou a fosforylcholin. Byla také popsana jeho schopnost vazat se
na glykoproteiny zona pellucida a protilatky proti DQH proteinu blokovaly pfimo vazbu spermii

na vajicko in vitro (Jonakova et al. 2000, Mandaskova et al 2007).
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3.7 Vejcovod a oviduktalni rezervoar spermii

Ovidukt je velmi dulezity pfi kapacitaci spermii a z velké miry zabranfuje polyspermnimu
oplozeni (polyspermii), nebot se na jeho sliznici zachytavaji spermie, které se nasledné
postupné uvolnuji s pocinajici kapacitaci. Spermie se vazi na epitelové burky oviduktu, a to
v oblasti isthmu, neboli zUZeni vejcovodu. Ke spojeni epitelidlnich bunék a spermii dochazi
spojenim sacharidovych zbytk( na burnkach oviduktu a plazmatickych protein( nachdzejicich
se na povrchu hlavicky spermie. U prasat se zdd, Ze se spermie vazi na ovidukt za pomoci
oligosacharid(i s vysokym obsahem manosy (Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005, Talevi & Gualtieri
2010) Uvoliovani spermii z oviduktdlniho rezervoaru je spousténo ovulaci oocytu po
hormondlni signalizaci. Pfesny mechanismus vazby na buriky oviduktu a nasledné uvolfiovani
neni zatim zjistén. Existuji tfi hypotézy, které popisuji uvolfiovani spermii z oviduktu.
1) ztrata povrchovych proteinl proteolyzou nebo uvolnénim z plazmatické membrany
(Hotl & Fazelli 2010).
2) zvySeni motility a hyperaktivace spermii umozni uvolnéni z oviduktdlniho rezervoaru
(Suarez et al. 1991)
3) sacharidové zbytky na povrchu epitelidlnich bunék jsou degradovany glykosiddzami
pfitomnymi v oviduktdlni tekutiné pfi ovulaci (Talevi & Gualtieri 2010, Talevi et al.
2007, Gualtieri et al. 2010).
Mezi témito hypotézami mize byt propojeni a nemusi prakticky fungovat samostatné (Hotl
& Fazelli 2010). Pti tomto procesu dochazi ke kapacitaci spermii a pred tim je u spermii

schopnost oplozeni snizena na minimum (Petrunkina 2001).

3.8 Kapacitace

Kapacitace je proces, pfi kterém dochazi ke zménam jak uvnitf, tak vné spermie pfi prichodu
samié¢im pohlavnim Ustrojim. Po tomto procesu jsou spermie schopny oplozeni samici
pohlavni gamety. Poprvé byl tento proces definovan Changem a Austinem. Postupem let doslo
k rGznym Upravam této definice a objevu novych poznatk( spojenych s kapacitaci (Visconti et
al. 1998).

Samotna kapacitace predstavuje radu biochemickych a biofyzikadlnich zmén, jako je zména
intracelularniho pH, ddle zvyseni fluidity plazmatické membrany, motility a také amplitudy

rota¢niho pohybu bic¢iku. Dale nastavaji béhem kapacitace zmény na molekuldrni drovni, kdy
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jsou patrné zmény v hlavic¢ce a biciku spermie (Visconti et al. 1998). Tyto zakladni zmény na
spermiich jsou zdsadni ktomu, aby mohlo dojit ke spojeni spermie a oocytu. Zmény
propustnosti plazmatické membrany spermii pro extraceluldrni kalciové ionty a indukce
konformacnich zmén membrana-lipid-protein pak vedou k akrozomalni reakci (Langlais et al.
1985).

Kapacitace mliZe byt opoZzdéna, ale pokud je zahajena, tak neni plné reverzibilni a spermie
jsou predem preduréeny k zaniku, pokud nedojde ke spojeni spermie a oocytu. Kapacitace
zaCind odstranénim dekapacitacnich faktord. Mezi které patti napfiklad AQN a AWN,
vyskytujici se u prasat (Topfer-Petersen et al., 1998). Nékteré z proteinl jsou plivodem
ze semenné plazmy, jiné z epididymu. Odstranéni dekapacitacnich faktor( vede prvné k efluxu
cholesterolu ze spermatické plazmatické membrany. Cholesterol je hlavni sterol spermii. Jeho
pfimy zdroj neni stale jasny. Nicméné se predpoklada, Zze cholesterol spermie ziskavaji pfimo
z prostredi samiciho traktu. Pfedpoklada se, Ze ztrata cholesterolu pfimo ovliviiuje lipidovou
dvouvrstvu spermii plazmatické membrdny a ta se stava ,,fusogenni”. Dfive se predpokladalo,
ze cholesterol inhibuje membranovou fuzi, ale dnes jiz dosSlo k pfehodnoceni a nyni
se pripousti, Zze cholesterol obecné spiSe podporuje membranovou fuzi nez inhibici. Drivéjsi
studie, které zkoumali ztratu cholesterolu vedouci k expozici receptoru pro manosu na povrch
spermii. MUZe tak dojit ke tfem moZnostem interakce spermie-zona pellucida, a to 1) manosa
a manosylované proteiny interaguji se spermiemi a ndsledné se vazou na zona pellucida, 2)
manosa a manosylované proteiny indukuji akrosomovou reakci, 3) pfimo vazbé
na glykoproteiny zona pellucida obsahujici ve svych sacharidovych fetézcich manosu (Chen et
al. 1995; Cross et al. 1998).

Samotna kapacitace, jak jiz bylo feceno vySe, neni plné reverzibilni. Jen ptidani
dekapacitacnich faktor(, jako jsou sulfaty sterolu, nachdazejici se v semennych vaccich, mlze
vyvolat dekapacitaci. Predpokladd se, Ze tento systém funguje jenom v ptipadé, kdy
intracelularni hladiny vapniku nedosahly prahovych hodnot potfebnych k aktivaci nevratného
procesu akrosomové reakce (Langlais et al. 1985).

Pro kapacitaci kancich spermii je potreba vapnik a hydrogenuhli¢itan, které indukuji
reorganizaci membranové lipidové struktury a podporuji zvySeni motility spermii. Kapacitace
kancich spermii koreluje s cholesterolovym efluxem ze spermatické plazmatické membrany
a s fosforylaci tyrosinu. Pfitomnost oviduktalni tekutiny v kapacitacnim médiu zvySuje pocet

kapacitovanych spermii (Lusignan et al. 2007)

17



Proto existuji média, ktera obsahuji sérovy albumin, hydrogenuhlicitan a vapnik, bez kterého
by nemohlo dojit ke kapacitaci (Visconti et al. 1998).
1. Sérovy albumin
Sérovy albumin se pfidava do médii jako sloZka, ktera béhem in vitro kapacitace pUsobi
na plazmatickou membrdnu a odstrafiuje cholesterol. Jak bylo popsano vyse, tak
odstranéni cholesterolu zplsobuje fluiditu membrany. Experimenty ukazaly, Ze
albumin se da nahradit lipoproteiny s vysokou hustotou nebo proteiny prenasejici
lipidy pfitomné ve folikuldarni nebo oviduktalini tekutiné (Visconti et al. 1998).
2. Vapnik
Samotnd Uloha Ca?* pfi kapacitaci je v sou¢asné dobé kontroverzni. U jednotlivych
druhl se hladiny vapniku vyrazné lisi. Je potfebny pro kapacitaci a proto se pfidava do
kapacitacnich médii (Visconti et al. 1998).
3. Hydrogenuhli¢itan
Hydrogenuhlic¢itan (HCO3) ma nizké hladiny v epididymu a vysoké v semenné plazmé
a vejcovodu. Pritomnost HCOs3 v extraceluldrnim prostfedi pozitivné koreluje
s motilitou spermii u prasat (Visconti et al. 1998). Transmembranovy pohyb HCO3;
aniontu by mohl byt zodpovédny za narist intraceluldrniho pH, ktery je pozorovan
béhem kapacitace. Dalsi plsobeni tohoto aniontu by mohlo byt v regulaci cCAMP uvnitf
spermii, protoze aktivita sav¢i spermatické adenylylcyklazy je vyrazné stimulovana
HCOs (Visconti et al. 1998).
Zmény na povrchu spermie béhem kapacitace
Samotna plazmatickd membrana spermii prochazi velmi rozsahlou remodelaci pfi ejakulaci,
kdy dochazi ke kontaktu se semennou plazmou obsahuijici velké mnozstvi proteint. Nékteré
proteiny, jak bylo vySe zminéno, se navdiou na membrdnu a ndasledné mohou pusobit
inhibitory aktivity spermii. Samotné slozeni proteinovych vrstev spermie se béhem ejakulace
méni. V oblasti isthmu oviduktu dochdzi za pomoci sacharidl nachdazejicich se na povrchu
spermii k pfichyceni spermii k oviduktalnimu epitelu. Tato interakce je také zavisla na druhu
zvifete. Signal, ktery je spojeny s uvolnénim vajicka z oviduktu je doprovazen uvolnénim
proteinu z povrchu spermie, které tam jsou navazdny béhem ejakulace a dochazi k uvolnéni
z oviduktarniho rezervoaru. Tato udalost pravdépodobné neni odlisna pro vétsinu druhl zvirat

(Dacheux et al. 1989; Petrunkina 2001).
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3.9 Degradace proteint v buiikach

Eukaryotické buriky obsahuji dva hlavni systémy pro degradaci proteinl. Prvni objeveny byl
lysosomalni aparat, kdy membranové uzaviené vakuoly obsahuji vice kyselé proteazy a jiné
hydrolazy. Lysosom byl po dlouhou dobu pokladan za jediné misto, kde dochazi k rozpadu
proteind. Studie s inhibitory lysosomalni acidifikace nebo lysosomalni protedzy prokazaly, Ze
tato struktura obvykle hraje obvykle pouze malou roli pfi degradaci cytosolovych proteind.
Jedna se predevsim o degradaci proteinli spojenych s membranou nebo extracelularnimi
proteiny prevzaté endocytézou. Dnes je jiz zfejmé, Ze vétSina proteinli v bunkach savcl
je hydrolyzovana odlisnou cestou, pfi které je potfeba ATP a proteasom. Nejprve je substrat
urcen k degradaci oznacen kovalentni vazbou molekulou ubiquitinu. Konjugace ubiquitinu
s proteinem vede k jeho rychlé degradaci pomoci proteasomu 26S, proteolytického komplexu

zavislého na ATP (Lee et al. 1998).

3.10 Proteasom a jeho role pri fertilizaci

Proteasom je multiproteinovy katalyticky komplex, ktery je zodpovédny za fizenou degradaci
intracelularnich proteinli, oznafenych polyubiquitinovym fetézcem a nasledné jsou tyto
proteiny Stépeny na oligopeptidy. Tento zplsob degradace je oznacovan jako ubiquitin-
proteasomovy systém (Klener 2010).

Ubiquitin-proteasomovy systém

Ubiquitin-proteasomovy systém je zodpovédny za regulovanou proteolyzu specifickou pro
vSechny eukaryotické proteiny. Ubiquitin je maly chaperone protein, ktery kovalentné znaci
jiné proteiny. Chaperone protein je protein, ktery napomahd kovalentnimu skladani
a rozkladani makromolekularnich struktur. Ubiquitin je nejvice konzervativni eukaryoticky
protein a je celkové slozen ze 76 aminokyselin. Sedm aminokyselin jsou Lys-zbytky, na které
se ostatni molekuly ubiquitinu vazi v tandemové formé k vytvoreni isopeptidové vazanych
multi-ubiquitiovych retézcll. Polyubiquitinovy fetézec obsahuje Ctyfi nebo vice ubiquitinovych
molekul. Proteasom proteiny rozstépi na peptidy o velikosti az 25 aminokyselinovych zbytkd,
které se uvoliuji a jsou vystaveny dalSimu Stépeni cytosolovymi endopeptiddzami (Voges et
al. 1999, Sutovsky 2011).

Funkce proteasomu 26S
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Proteasom 26S je protedza s vice podjednotkami a specifickou afinitou k proteinlim znacenym
ubiquitinem. 26S proteasom ma jadro 20S a mé jeden nebo dva konce 19S. Uloha 195
podjednotky je rozpoznat a navdzat polyubiquitinovany protein jako protein urceny
k degradaci. Poté je substratovy protein nastépen a presune se do jadra 20S. Jako zakladni
protein vstupuje do jadra 20S (Sutovsky 2011, Tanaka et al. 2009).

20S jaderna castice se sklada ze Ctyf soustifednych krouzk(, z nichz kazdy sestava ze sedmi
podjednotek, které spolu tvofi dutou strukturu. V jddru dochazi k proteolyze substratovych
proteinl (Sutovsky 2011, Sutovsky 2004).

Cast 19S je koncova ¢ast, bud na jedné, nebo na druhé strané polyubiquitinového proteinu.
Sklada se ze dvou Casti, a to ze zakladny a vika, které maji ma 14 ATPazovych podjednotek,
kdy zakladna 19S je pfipojena k vnéjsimu krouzku 20S jadra. Mezi ATPazové podjednotky patfi
i podjednotka PMSD4 (angl. mismatch repair system component homolog 4), kterd je
zodpovédna za rozpoznani a vazbu polyubiquitinovavych fetézcl. Z celkovych podjednotek
PMSD (angl. mismatch repair system component) se MPN (angl. metalloenzyme domain) a PCI
(ang. Proteasom domain) domény s podjednotkami signalniho COP9 (angl. signalosome
complex subunit 1), coZ je proteinovy komplex podilejici se na rliznych regulac¢nich funkcich,
véetné regulace proteasomalni proteolyzy prostfednictvim proteinové deubiquitinace
a deneddylace (neddylace je konjugace proteinu NEDD8 s proteinovymi substraty analogicka
k ubiquitininaci) (Sutovsky 2011, Maghames et al. 2018).

Jedna se o jiné zakonceni nez 19S popsané vysSe. Toto ukonéeni nahrazuji 19S u urcitych typ(
proteasomU zahrnujici ¢astice aktivatoru proteasomu PA200 a PA28, které jsou bézné znamy
jako 11S regulacni ¢astice nebo jako 11S regulacni komplex (Sutovsky 2011).

PA200 je molekula, ktera je souéasti podjednotky proteinu PMSE4. PA28 je heptamer slozeny
ze sedmi molekul nebo proteasomalni podjednotky PSME3 nebo heterodimery podjednotky
PSME1 a PMSE2. Oba aktivatory PA28 a PA200 se mohou asociovat s jadrem 20S hybridnich
proteasom(l. Takové proteasomy mohou byt schopny degradovat proteiny, které nejsou
oznaceny ubiquitinem, ackoliv tento scénar neni definitivné stanoven (Sutovsky 2011, Kloetzel
& Ossndorp 2004).

Ubiquitinace

Degradace proteind za pomoci ubiquitinace zahrnuje dva odlisné kroky: signalizaci proteinu
kovalentnim pfipojenim vice molekul ubiquitinu a degradaci cilového proteinu s uvolnénim

volného a znovu pouzitelného ubiquitinu. Kovalentni pfipojeni molekuly ubiquitinu
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k substratu pres lysin nastava pomoci ubiquitinovych C-koncl. Nasledné mohou byt vytvoreny
poly-ubiquitinové fetézce na jednom z ubiquitinovych sedmi lysinovych zbytk(, z nichZ pét
je schopno indukovat poly-ubiquitinovy fetézec. Pripojeni jediné molekuly ubiquitinu
k substratovému proteinu vede k lyzosomalni degradaci, ¢asto spojované s endocytotickou
drahou (Ciechanover 1994, Sutovsky et al. 2003, Yokota et al. 2007).

Vsudypfitomny systém ubiquitinu je zapojen do rlznych fazi gametogeneze a oplodnéni.
V prfedchozich studiich od Sutovsky a kolektivu prokdzali, Ze ubiquitinovy systém
zprostifedkuje degradaci spermiovych mitochondrii uvnitf oplodnéného vajicka, coz
je hypotéza poskytujici mozné vysvétleni materské dédi¢nosti mitochondridlni DNA (Sutovsky
et al. 2003)

Inhibitory protesomu

Dostupnost inhibitor( proteasomu nyni umoznuje rychlou analyzu neporusenych bunék, kdy
pouziti inhibitor mu(zZe blokovat ubiquitin-proteasomovy systém a snim i degradaci

ubiquitinem znacenych proteint (Lee et al. 1998)
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4 Material a metodika

4.1 Material

Pokud neni nize uvedeno jinak, tak pro vSechny pokusy byly pouzity chemikalie od SIGMA-
ALDRICH z USA. Byly pouzity centrifugy Benchmark LC-8 series a Hettich, Mikro 22 R a CO>
inkubator SANYO MCO-19AIC.

Pro vSechny pokusy byly pouzity semenné davky od plemene Ladrance, které byly ziskany

z inseminacni stanice PROAGRO Nymburk a skladovany pfi 17 °C.

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava semene pro dalsi pokusy

Ze semennych ddavek bylo odebrano 5 ml. Nasledné bylo provedeno promyvani spermii
z dlvodu odstranéni redidla a spermie byly odstfedény pfi 300 x g po dobu 10 minut. Vzdy byl
odstranén supernatant a bylo doplnéno 5 ml PBS (Phosphate buffered Saline tablet; 0,01 M
fosfatovy pufr, 0,0027 M KCI, 0,137 M NaCl). Cely tento proces byl zopakovdn dvakrat.
Nasledné byla zkontrolovana koncentrace spermii v Blrkerové komurce a v pripadé vétsi nebo
mensi koncentrace, doslo k Upravé na koncentraci 2,5 — 5 x 107 spermii na mililitr. Takto

upravené spermie byly pfipraveny pro dalsi zpracovani viz Obr 4.
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S inhibitory (PYR41,
DMSO, MG132)

VIhka fixace

Kapacitace

(kapacitované
spermie)

Bez inhibitoru VIhka fixace

Pfipravené sperie

Ejakulované spermie

VIhka fixace

Obrdzek 4: Diagram pokusu

4.2.2 Kapacitace spermii

Pro kapacitaci byly pouZity jiz pfipravené spermie bez redidla ze semennych dévek. Samotné
spermie byly resuspendovany v kapacitacnim médiu: do 50 ml Basic TL-Hepes (6,6634 g NaCl;
0,2386 g KCl; 0,0408 g NaH,PO4; 1,4 ml laktatu sodného; 0,1018 g MgCl,*6H20; 2,383 g Hepes;
0,0220 g pyruvatu sodného; 2,186 g sorbitolu; 0,025 g gentamicinu; 0,065 g penicilinu; 0,1 g
PVA v 1 litru destilované vody), bylo pfidano 0,099 g glukdzy, 0,0275 g pyruvatu sodného, 1
g BSA, 0,0084 g NaHCO3, 0,0147 g CaCl,*2 H20) do vysledné koncentrace 2,5 — 5 x 107 spermii
na mililitr. Inhibitory MG-132 a PYR-41 byly rozpustény v DMSO (dimethylsulfoxid) a nasledné
pridany do kapacitaéniho média do vysledné 100 uM koncentrace. Takto pfipravené roztoky
se spermiemi byly rozdéleny do ctyr skupin:

1. Nemodifikované, jen s kapacitacnim médiem bez inhibitor(

2. Inhibitor MG-132 (MG-132, EMD Milipore Corp.)

3. Inhibitor PYR-41 (PYR-41)
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4. DMSO (kontrola)

Pro kazdou skupinu bylo potfeba 10 ml roztoku, které nasledné byly rozpipetovany do 20
mikrozkumavek po 0,5 ml.

Takto pripravené mikrozkumavky byly vloZzeny do termostatu, kde byla teplota 38 °Ca 5 %
CO;. Spermie v mikrozkumavkdach byly ndsledné ponechany kapacitovat po dobu 1,5 hodiny.

Po kapacitaci byly mikrozkumavky spojeny a nasledné spermie promyty. Promyvani bylo
provaddéno odstfedovani pfi 300 x g 10 minut, po kazdém odstfedéni byl odstranén
supernatant a bylo doplnéno PBS na 5 ml. Takto pfipravené spermie byly pouzity pro dalsi

experimenty.

4.2.3 Priprava mikroskopickych preparati

Po promyti spermii ve vSech skupindch byla pfipravena suspenze spermii pro preparaty
na fluorescencni mikroskopii.

Byla zkontrolovdna koncentrace spermii v suspenzi pod svételnym mikroskopem Nikon
(ECLIPSE E600) pro pripravu preparatu na mikroskopicka skla. Pokud bylo v pfipravené
suspenzi malo spermii, tak bylo provedeno znovu odstfedéni a snizeni nasledného objemu
PBS, které bylo pfiddno po odstranéni supernatantu. Pokud byla koncentrace spermii pfilis
vysoka, bylo pfidano PBS do poZadované koncentrace.

Pfed samotnou aplikaci suspenze spermii bylo potfeba nakreslit dvé kolecka za pomoci PAN
Pen (LIQUID BLOCKER SUPER PAN PEN, Agar Scientific) a doprostifed obou kolec¢ek a bylo
kapnuto 20 ul suspenze spermii, kdy jedno kole¢ko bylo pfipraveno pro reakci s protilatkou
adruhé pro negativni kontrolu. Takto ptipravené preparaty byly ponechany schnout
na vzduchu a byly uchovavany v lednici pro dalsi zpracovani.

Pfipravené preparaty byly nasledné 3x promyty PBS. Preparaty zpracovany pouze zasusenim
spermii na mikroskopickém skle byly dany do kyvety s vymraZzenym acetonem na 10 minut.
K takto zafixovanému preparatu bylo pridano 100 pl mysi monoklonalni protilatky proti
prase¢imu proteinu DQH (DQH klon G12, vyrobena v Ustavu molekuldrni genetiky AV CR,
Praha; Manaskova et al. 2007) nafedéna s PBS v poméru 1:5 a ponechdno inkubovat pres noc
ve vihké komurce.

Po inkubaci byla znovu skli¢cka 3x promyta PBS a dale na né bylo aplikovano 100 pl sekundarni

protilatky (Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse 1gG (H+L), Invitrogen by ThermoFischer
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Scientific) nafedéné v poméru 1:300 v PBS. Inkubace probihala ve tmé po dobu 1 hodiny
ve vlhké komUrce. Poté byly preparaty promyty PBS a na sklicka naneseno 100 pl PNA lektinu
konjugovaného s rhodaminem (Rhodamine Peanut Agglutinin, Vector laboratories) naredény
1:500 v PBS. Preparaty byly inkubovany ve vihké kom(rce ve tmé pfi laboratorni teploté 30
minut. Nasledné byly preparaty oplachnuty PBS a ddle destilovanou vodou. Po osuseni bylo
aplikovdno do jednotlivych kolecek pfiblizné 10 ul montovaciho média s DAPI (Vecta-Shield
DAPI, Vector Laboratories). Mikroskopicka skla byla prekryta krycim sklickem a zafixovdna
po krajich lakem a takto pfipravené prepardty byly prohlédnuty pod fluorescenénim
mikroskopem Nikon a zdokumentovany v programu NIS a konfokalnim mikroskopem ZEISS.

Za pomoci programu byla provedena analyza obrazu a nasledné byla statisticky zhodnocena

v programu Microsoft Excel a to ANOVA: jednofaktorovym vybérem.

4.2.4 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PFriprava proteind spermii pro SDS elektroforézu

Pro extrakci proteinli byly pouzity pfipravené spermie z kapacitace a promyté ejakulované
spermie v podobé pelet (5 x 107 bunék). Pro extrakci proteinii ze spermii byl pouzit vzorkovy
pufr pro elektroforézu s obsahem detergentu dodecyl sulfatu sodného (SDS). K pfipravenych
peletdm spermii byl pfidan 2x koncentrovany vzorkovy pufr (4,2 ml destilovand voda, 1,0 ml
0,5 M Tris HCI pH 6,8, 0,8 ml glycerol, 1,6 ml 2 % SDS, 0,4 ml 0,05 % bromfenolova modr). Jeho
mnozstvi bylo zvoleno podle velikosti pelety (objem 1:2 — peleta : vzorkovy pufr). Spermie
se vzorkovym pufrem byly ponechany na ledu a béhem hodiny byly promichavany po 5
minutach. Dale byly vzorky povareny 5 minut a zcentrifugovany pfi 10 000 x g 5 minut. Spermie

se vzorkovym pufrem byly skladovany pfti-20°C.

Priprava gelu pro SDS elektroforézu

Pro elektroforézu byla pouZita vertikalni elektroforéza — systém Mini-PROTEAN Tetra (Bio-
Rad) a byly pfipraveny jednotlivé roztoky pro pfipravu gelu a samotnou elektroforézu.

Byla sestavena vySe uvedena aparatura. Byl pfipraven roztok pro separacni 15% akrylamidovy
gel (5,0 ml 30% akrylamid/ bis-akrylamid (Bio-Rad), 2,25 ml 1,5 M Tris. HCl pH 8,8 (Bio-Rad),
2,5 ml destilovand voda, 100 pl 10 % SDS, 4,5 pl TEMED, 70 ul 10% persiran amonny). Takto
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pfipraveny roztok byl nalit mezi skla a poté prevrstven destilovanou vodou. Gel polymeroval
po dobu 30 minut.

Byl pfipraven 4% zaostrovaci gel (1,52 ml destilovana voda, 0,625 ml 0,5 M Tris. HCI| pH 6,8
(Bio-Rad), 0,25 ml 30 % akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad), 0,025 ml 10 % SDS, 3,8 ul TEMED,
50 pl 10 % persiran amonny). Po navrstveni roztoku zaostfovaciho gelu mezi skla byly vlozeny
hiebinky pro tvorbu jamek. Gel byl ponechan polymerovat po dobu 10 minut. Skla s gelem
byla vloZzena do aparatury pro elektroforézu, ktera byla zalita elektrodovym pufrem (5x
koncentrovany: 15 g Tris, 72 g glycin, 5 g SDS, do 1 | destilovana voda; fedéno 1:4). Po vyndani
hiebinkd byly do jamek aplikovany proteinové molekulové standardy (Precision Plus Protein
Dual Color Standards, Bio-Rad) a pfipravené proteinové vzorky. Celd aparatura byla zapojena
do zdroje napéti (Bio-Rad), kde bylo nastaveno 80 V a po dvaceti minutdch doslo ke zméné
nal50 V,a to na pfriblizné hodinu, dokud nebyly proteiny vgelu rozdéleny. Gel

se separovanymi proteiny byl vyjmut a promyt v destilované vodé.

Elektropfenos proteinti z gelu na nitrocelul6zovou membranu — Western blot

Pro tuto metodu byly nejdfive pfipraven gel se separovanymi proteiny po SDS elektroforéze,
nitrocelulézovd membrdana (Hybond C, Amersham), filtracni papir Whatman (Chromatography
paper; GE Healtcare) a houbicky, které byly navlhéeny v transferovém pufru (3,03 g Tris, 14,4
g glycin, 800 ml destilovana voda, 200 ml metanol) po dobu 15 min.

Jednotlivé komponenty seskladany do kazety, podle nize uvedeného obrazku 4.
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Obrdzek 5: SloZeni kazety na Western Blot

Zkompletované kazety byly vloZzeny do aparatury pro elektropienos. Aparatura byla zapojena
do zdroje stejnosmérného napéti pti konstantnim proudu 500 mA. Elektropfenos probihal 1,5
hodiny. Kazeta byla poté vyjmuta, membrdna oplachnuta destilovanou vodou a obarvena

Ponceau (Ponceau S solution) pro vizualizaci proteint po dobu 60 sekund.

Imunodetekce

Nejprve probéhla deaktivace volnych mist na membrané za pomoci 5 % suseného mléka
(Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk, Bio-Rad) rozpusténého v PBS 1 hodinu pfi
laboratorni teploté. Poté byla membrdna promyvéna v PBS s 0,1% Tweenem 20 (Tween 20;
Merck) dvakrat po 5 minutdch na tfepacce. Nasledovalaa inkubace se specifickou mysi
monoklondlni protildtkou proti prase¢imu DQH proteinu (DQH klon G12, Mandaskova et al.
2007) naredénou 1:100 v PBS pres noc v lednici. Pro kontrolu koncentrace nanesenych
proteinl byla membrana inkubovana s protildtkou proti alfa-tubulinu (mysi monoklonaini
protilatka DM1A) a to v poméru 1:500 v PBS pres noc v lednici. Po inkubaci byla membrana
promyta 3x PBS-T po 10 minutdch pro odstranéni nespecifickych interakci. Membrana byla
inkubovadna se sekundarni protilatkou proti mysim imunoglobulinlim konjugovanou
s kfenovou peroxidazou (goat anti-mouse IgG (L+H), Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad).

Sekundarni protilatka byla fedéna v PBS v poméru 1:3 000. Inkubace probihala 1 hod pfi



laboratorni teploté na rotacni tfrepacce (DLAB; SK-L18-E). Po inkubaci byla membrana promyta
4x po 5 minutach v PBS-T a 2x po 5 minutach PBS.

Nasledné byla provedena vizualizace specifické detekce proteinu protilatkou za pomoci
chemiluminiscen¢niho substratu (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate;
Thermo SCIENTIFIC) v pfistroji Azure c600 (Azure Biosystems; Biocev, Vestec).

Vysledky detekce byly zpracovany denzitometricky pomoci programu Image Studio Lite Verze
5.2. a statisticky zhodnoceny v programu Microsoft Excel a to ANOVA: jednofaktorovym

vybérem.
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5 Vysledky

Pro detekci DQH proteinu béhem inhibice UPS v pribéhu kapacitace byly kanci spermie
kapacitovany in vitro s pridavkem inhibitord proteasomu MG-132 a ubiquitin aktivac¢niho
enzymu PYR-41. Jako kontrola ovlivnéni kapacitace rozpoustédlem bylo pfiddno DMSO

do kapacita¢niho média (kap. 4.2.2.).

5.1 Detekce DQH proteinu v extraktech spermii

Byla provedena extrakce proteinli (kap. 4.5.1.) a nasledné SDS elektroforéza (kap. 4.5.4.).
Separované proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu.

DQH protein byl detekovan pomoci monoklondlni protildtky ve vzorcich nekapacitovanych
ejakulovanych spermii (Ej) a spermii po in vitro kapacitaci v nemodifikovaném (Kap)
a modifikovaném médiu (MG-132, PYR-41, DMSO) (viz obr. 5A). Detekce byla nasledné
denzitometricky vyhodnocena a vztazena k celkové nanasce proteinl spermii stanovené
protildtkou proti alfa-tubulinu (obr. 5B). Primarni protildtka proti proteinu DQH reagovala

s proteinem o molekulové hmotnosti 13 kDa.

Kagp. PYR-41
kDa Ej. Kap. MG-132 PYR-41 DMSO kD Ci- 1, MG-132 Jr DhE0
—_— 250 —»
i — %0 —=
100 — 0 —N
75 —> - i S S — Alfa-tubulin
S50 —» 50 —*
37 —e 7 —=
5 N 15 —_—
20 —» nm —e
15 —w
15 >
0 —» 10 *
A) B)

Obrdzek 6: Imunodetekce DQH proteinu (A) a alfa-tubulinu (B) v extraktech kancich spermii: Ej — ejakulované
spermie, Kap - kapacitovanymi spermie, MG-132 — Kapacitované spermie s inhibitorem proteasomu MG-132, PYR-41
— kapacitované spermie s inhibitorem ubiquitin aktivacniho enzymu PYR-41, DMSO — kapacitované spermie

s rozpoustédlem inhibitori DMSO pro zjisténi ovlivnéni kapacitace rozpoustédlem.
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Bylo vyhodnoceno 5 membran detekovanych pomoci protildtky proti DQH proteinu. Graf 1
vyjadfuje primér signalu DQH proteinu detekovaného v extraktech spermii vztazeného k alfa-

tubulinu.

Pramér signalu proteinu DQH/alfa-tubulin

2,5

1,5

0 I I I I

Ejakulované Kapacitované MG-132 PYR-41 DMSO

Relativni opticka denzita

o
5

Graf 1: Priimér signdlu proteinu DQH vztaZrného k signdlu detekce alfa-tubulinu. Ejakulované spermie, kapacitované spermie
nemodifikované, MG-132 - modifikované kapacitované spermie s inhibitorem proteasomu MG-132,PYR-41 - kapacitované
spermie s inhibitorem PYR-41, DMSO — modifikované kapacitované spermie s rozpoustédlem inhibitord.

Podle denzitometrického hodnoceni doslo po kapacitaci k vyraznému ubytku proteinu DQH ve
spermiich. Relativni mnozstvi DQH proteinu v ejakulovanych spermiich bylo pomérné vysoké
oproti kapacitovanym spermiim. Mnozstvi DQH proteinu detekovaného v extraktu spermii
kapacitovanych v médiu s inhibitorem MG-132 a PYR-41 bylo vyssi 0 8,5 %, resp. 1,2 % nez ve
spermiich kapacitovanych. U spermii kapacitovanych v pfitomnosti DMSO bylo mnoZstvi
proteinu o 41,8 % vétsi nez u spermii kapacitovanych v nemodifikovaném médiu.

Byla provedena statistickd analyza za pomoci faktorové ANOVA. Kapacitované spermie
modifikované s inhibitory (MG-132, PYR-41 a DMSO) byly zhodnoceny vicéi kapacitovanym
spermiim v médiu bez pfidavku inhibitorld. Mezi témito polozkami nebyl nalezen Zadny

statisticky vyznamny rozdil (P>0,05).
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5.2 Lokalizace DQH proteinu ve spermiich

Pomoci nepfimé fluorescenéni mikroskopie (kap. 4.5.3.) byla sledovana lokalizace DQH
proteinu na preparatech spermii ejakulovanych, kapacitovanych v nemodifikovaném médiu
nebo kapacitovanych v modifikovaném médiu s inhibitory PYR-41, MG-135 a rozpoustédlem
DMSO. Lokalizace DQH proteinu byla detekovdna pomoci monoklonalni protilatky a nasledné
sekundarni protilatkou s fluorochromem (zelené znaceni). Integrita akrosomu byla sledovéna
pomoci PNA lektinu zna¢eného Rhodaminem (Cervené znaceni) a jadro bylo znaceno DAPI
(modra fluorescence). Jako negativni kontrola byly spermie inkubovany pouze se sekundarni
protilatkou znac¢enou fluochromem, kde nebyla zaznamenana Zadna fluorescencce.

Na obrazku 6je jasné vidét lokalizace proteinu DQH na celé plose hlavi¢ky a také ve stfedni
Casti biciku, kde se nachazeji mitochondrie (obr. 6C a D). Akrosom a jadro jsou neporuseny

(obr. 6A a B).

Obrazek 6: Lokalizace DQH proteinu v kanci spermii. A) Jadro oznacené za pomoci DAPI. B) Akrosom oznaceny za
pomoci PNA-Rhodaminu. C) Reakce s protilatkou proti proteinu DQH. D) SloZeny obradzek. VVyhodnoceni pomoci
konfokdlniho mikroskopu, reprezentativni obrdzek.
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Na obrazku Cislo 8 je zobrazena lokalizace DQH proteinu v in vitro kapacitovanych spermii
v nemodifikovaném médiu pomoci protilatky (obr. 8C). Na vétSiné bunék nebyla viditelna

2adna detekce.

Obradzek 8: Kapacitované spermie. A) Jadro oznacené za pomoci DAPI. B) Akrosom oznaceny za pomoci PNA-
Rhodaminu. C) Reakce s protildtkou proti proteinu DQH. D) SloZeny obrdzek. Vyhodnoceni pomoci fluorescencniho
mikroskopu.



Spermie kapacitované v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 jsou
na obrazku ¢islo 9. Jsou viditelné spermie oznacené primarni protilatkou proti DQH proteinu,
u kterych chybél akrosom nebo byl naruseny (viz Sipka Obr. 9D). U téchto spermii byl DQH
protein detekovan v oblasti hlavicky a stfedni ¢asti biciku jako to je u spermii ejakulovanych.
Dale u vétsiho poctu spermii byly pozorovany zmény na akrosomu a to jeho naruseni nebo

naprosté odstranéni.

Obrdzek 7: Kapacitované spermie v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132. A) Jadro
oznacené DAPI. B) Akrosom oznaceny za pomoci PNA-Rhodaminu. C) DQH protein oznaceny primdrni
protilatkou. D) SloZeny obrdzek. VVyhodnoceno pomoci fluorescencniho mikroskopu.
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Lokalizace DQH proteinu ve spermiich kapacitovanych s inhibitorem ubiquitin aktivacniho
enzymu PYR-41 jsou ukdazdny na obrazku 10. Protein DQH byl detekovdn jen na spermiich,
které byly bez akrosomu (viz Sipka Obr. 10D) a velka ¢ast spermii méla akrosomy naruseny. Jak
je vidét na obrdzku 10D jsou viditelné akrosomy bez jadra, které nejsou oznaceny ani

protildtkou proti DQH proteinu (viz Sipka Obr. 10D).

Obrdzek 10: Kapacitované spermie v modifikovaném médiu s inhibitorem ubiquitin aktivacniho enzymu PYR-41.
A) Jadro oznacené DAPI. B) Akrosom oznaceny PNA-Rhodaminem. C) Protilatkou oznaceny DQH protein. D)
SloZeny obrdzek. Vyhodnoceno pomoci fluorescencniho mikroskopu.
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Kapacitované spermie v modifikovaném kapacitacnim médiu jen s DMSO jsou zobrazeny na
obrazku 11. Jak je vidét na obrazku, spermie vypadaji jako spermie kapacitaované
v nemodifikovaném kapacitacnim médiu. Akrosomy nejsou naruseny jako to je u MG-132

a PYR-41.

Obrazek 11: Kapacitované spermie modifikované spolecné s redidlem inhibitori DMSO (Dimethyl sulfoxid). A) A)
Jadro oznacené DAPI. B) Akrosom oznacen PNA-RHODAMINEM. C) Protildtkou oznaceny DQH protein. D) DAPI, PNA-
RHODAMIN, protildtkou oznaceny DQH protein. Vyhodnoceno za pomoci fluoresceniho mikroskopu.

Dale byla provedena analyza obrazu a data byla nasledné statisticky vyhodnocena za pomoci
ANOVA s jednofaktorovym vybérem. V pfipadé kapacitovanych spermii byl vyhodnocen
statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) ve vztahu ke spermiich ejakulovanym. Mezi spermiemi
kapacitované v modifikovaném médiu (MG-132, PYR-41 a DMSO) a kapacitovanymi

v nemodifikovaném médiu nebyl zjistén zadny vyznamny statisticky rozdil (P>0,05).



6 Diskuse

Pro oplozeni je nezbytné, aby prosly spermie kapacitaci uvnitf samiciho traktu. Béhem
kapacitace dochazi k vyraznym zménam jak uvnit¥, tak i na povrchu spermie. Bylo prokazano,
Ze béhem ejakulace se proteiny semenné plazmy navazi na spermii a nasledné béhem
kapacitace jsou degradovany nebo vyvazovany z povrchu spermie. Na degradaci protein(
se mlzZepodilet ubiquitin-proteasomovy systém, kdy je protein, ktery ma byt degradovan
oznacen ubiquitinem a za pomoci proteasomu je ndsledné roz$tépen. Proto predpokladame,
Ze i protein DQH by mohl byt timto zplsobem odstrafiovan z povrchu spermii béhem
kapacitace.

Kanc¢i DQH protein patfici do skupiny protein( s fibronektinovou doménou II, je soucasti
semenné plazmy a vaie se na spermie béhem ejakulace. Tento protein interaguje
s glykosaminoglykany pritomnymi v oviduktu pranice a tim se predpoklada, Ze je nezbytny
pro samotnou kapacitaci jako dekapacitacni faktor. DQH protein byl potvrzen jako receptor
pro vazbu spermie k oviduktdlnim burnkach (Mandskova et al. 2007, Talevi & Gualtieri 2010).
Jeho degradace béhem kapacitace tedy souvisi z uvolnénim spermii z oviduktdlniho
rezervoaru.

Pfedpokladali jsme, Ze do degradace DQH proteinu béhem kapacitace je zapojen ubiqutin-
proteasomovy systém (UPS), protoze byl DQH nalezen jako protein asociovany
s proteasomem (Miles et al. 2013). K inhibici UPS béhem in vitro kapacitace kancich spermii
byly pouzity inhibitory pro blokaci aktivity proteasomu (inhibitor MG-132) a enzymu aktivujici
ubiquitin (PYR-41), ktery zprostifedkovava ubiquitinaci proteinu.

Proteiny spermii byly separovany za pomoci SDS elektroforézy a byla provedena detekce DQH
proteinu. V proteinovych extraktech ze spermii byl detekovan protein o molekulové
hmotnosti 13 kDa, coZ odpovida jiz dfive publikovanym udajiim o tomto proteinu (Jonakova
et al. 1998, Manaskovd et al. 2007). Bylo zjisténo vyrazné snizeni mnoiZstvi proteinu
DQH v kapacitovanych spermiich oproti ejakulovanym stejné jako uvadi nedavno provedena
studie (Zigo et al. 2019). Detekce proteinu ukazala, Ze malé mnozstvi proteinu stéle
na spermiich zUlstdvd, coz muUZe naznaCovat, Ze nékteré spermie stdle nebyly zcela
zkapacitovany. Predpoklad, Ze inhibitor proteasomu zabrani degradaci proteinu se nepotvrdil.
Inhibitor MG-132 inhibuje hydrolytickou aktivitu enzym(, které jsou soucdsti proteasomu

(Sutovsky et al. 2003), ale inhibuje i jiné typy proteas (Kisselev & Goldberg 2001).
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Dosli jsme k zavéru, Ze pravdépodobné nedochazi k navazani ubiquitinu na DQH protein nebo
jen velmi mdlo DQH proteinu je ubiquitinem modifikovano, protoZe protilatka znacila pouze
protein o odpovidajici molekulové hmotnosti samotného DQH (13 kDa) a ne jeho pfipadnych
polyubiqutinacnich forem. Navic inhibice pomoci PYR-41 neukdzala statisticky vyznamny rozdil
v mnozstvi proteinu ve spermii po kapacitaci. Po kapacitaci spermii spole¢né s inhibitorem
MG-132, nebyla zcela jasné potvrzena hypotéza o degradaci DQH za pomoci proteasomu.
Nase vysledky se zcela neshoduiji s vysledky podobné prace od Zigo et al. (2019), ve které bylo
potvrzeno, Ze inhibitor proteasomu MG-132 ¢asteéné blokoval degradaci DQH proteinu
béhem kapacitace. Nicméné byla shodné potvrzena degradace proteinu DQH béhem
kapacitace spermii. Nicméné jsme vyhodnotili data pouze z péti imunodetekci a je potieba
dalsi experimenty provést.

Lokalizace DQH proteinu sledovana pomoci fluorescencniho a konfokalniho mikroskopu
potvrdila vysledky imunodetekce tohoto proteinu v proteinovych extraktech spermii.
Byla jasné urcena lokalizace DQH proteinu na ejakulovanych kancich spermiich, kterd je
v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky (Manaskova et al. 2007). Zjistili jsme, Ze béhem
ejakulace se protein vaze na hlavi¢ku a stfedni ¢ast biciku. Po kapacitaci nebyla na vétsSiné
spermii zaznamenana zadna reakce, coz mlize naznacovat jeho Uplnou degradaci. Nicméné
Manaskova et al. (2007) uvadi studii na DQH proteinu jako o moZzném vazebném receptoru
pro zona pellucida vaji¢ka, coz by znamenalo, Ze tento protein ¢aste¢né na povrchu spermii
zUstava i po kapacitaci. Podobné je tomu naptiklad u jinych protein( kan¢i semenné plazmy
vazajicich se na povrch spermii — spermadhesini AQN a AWN1 (Dostalova et al. 1994), které
mohou hrat také roli ve vazbé na vajicko (Jondkova et al. 2000). Toto také potvrdila
imunodetekce malého mnozstvi DQH proteinu v extraktu z kapacitovanych spermii v nasich
experimentech.

Na imunoflurescencnich snimcich spermii po kapacitaci v modifikovaném médiu jsme objevili,
Zze pokud spermie neméla akrosom nebo méla akrosom pfilis naruseny, byl DQH protein
lokalizovdn ve stredni ¢asti bic¢iku a celé hlaviéce, coz mlze byt dUlsledek nespecifického
navazani DQH protilatky na porusenou spermii.

U inhibitoru PYR-41, ktery inhibuje enzym aktivujici ubiquitin, jsme zaznamenali v podstaté
stejny vliv na kapacitaci spermii vyhodnocené pomoci detekce a lokalizace DQH proteinu jako
u inhibitoru MG-132. Jako spermie kapacitované spolecné s inhibitorem MG-132 mély zni¢ené

akrosomy nebo naprosto akrosomy chybély témér u 30% spermii. Takto narusené akrosomy,

37



mohou byt zni¢eny v dlsledku poutZiti inhibitoru nebo samotného rozpoustédla, v nasem
pfipadé DMSO, proto jsme provedli kontrolni kapacitaci spermii jen s pridavkem rozpoustédla.
Vliv DMSO na mnozstvi nebo lokalizaci DQH proteinu nebyl zaznamenadn. Zigo et al. (2019)
pouzili ve své studii pro hodnoceni degradace DQH proteinu béhem kapacitace in vitro
s inhibici proteasomu stejny inhibitor, a to MG-132, ale rozpustény v etanolu. DMSO jsme
vybrali diky predpokladanému mensimu mnozstvi rizik pfi samotné kapacitaci. Naproti tomu
etanol zpUsobuje apoptdzu a snizenou integritu DNA (Rahimipour et al. 2013). Zatimco urcita
koncentrace DMSO (10 %) tyto nedostatky nema (Stoss et al. 1983; He et al. 2004). Bylo
zjisténo, Ze DMSO v koncentraci vy3si nez 10 % sniZuje prezitelnost spermii (Stoss et al. 1983).
V nasich experimentech se pohybovala vysledna koncentrace DMSO pouze kolem 1 %.

Po zhodnoceni vysledk( z analyzy obrazu se potvrdili predeslé vysledky, coZ jenom potvrzuje,
Ze s velkou pravdépodobnosti nedochazi k degradaci proteinu DQH za pomoci UPS, i kdyz
béhem kapacitace dochazi k jeho ubytku ve spermiich. Mezi skupinou spermii kapacitovanych
v modifikovaném a nemodifikovaném médiu nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil.
Z nasich vysledku vyplyva, Ze se na degradaci DQH, povrchového proteinu spermii, ubiqutin-
protasomovy systém s nejvétsi pravdépodobnosti nepodili. Celkové jsme dosli k zavéru, Ze
protein DQH, jakoZzto protein interagujici s glykosaminoglykany nachdazejicimi se v oviduktu
samice, muUzZe byt béhem kapacitace z povrchu kancich spermii spiSe vyvazovan s jejich
pomoci. Bylo popsano, Ze vazba kancich spermii v oviduktdlnim rezervodru muze
byt zprostfedkovana také DQH proteinem (Manaskova et al. 2007, Talevi & Gualtieri 2010)
azménou prostredi v oviduktu s pocinajici kapacitaci se mohou spermie z oviduktulniho

rezervoaru uvolfiovat vyvazanim DQH proteinu diky glykosaminoglykanim..

38



7 Zaveér

DQH protein, jakoZito protein semenné plazmy, se vdzie na spermie béhem ejakulace.
Stanovena hypotéza, Ze béhem kapacitace dochazi k jeho degradaci, byla experimentdlné
potvrzena, a to pomoci imunodetekce a imunolokalizace. U spermii pfed kapacitaci byl DQH
protein zjistén na celé hlavicce ejakulované spermie, ale po kapacitaci jiz protein na hlavicce
nebyl nalezen. A i denzitometrické hodnoceni ukdzalo vyrazny uUbytek proteinu DQH po
kapacitaci v in vitro podminkach.

Nepodafilo se ale potvrdit pfedpoklad, Ze degradace DQH probiha prostiednictvim ubiquitin-
proteasomového systému. Nebyl zjistén signifikantni rozdil v mnozstvi DQH u spermii
kapacitovanych v médiu s pfidavkem inhibitoru proteasomu (MG-132) a inhibitoru enzymu
aktivujiciho ubiquitin (PYR-41) ve srovnani se spermiemi inkubovanymi v nemodifikovaném
médiu. Ze ziskanych vysledk( vyplyva, Ze se ubiquitin-proteasomovy systém pravdépodobné
nepodili na degradaci DQH proteinu béhem kapacitace kancich spermii, ale Ze je
protein z povrchu spermie odstrafiovan jinym zplsobem. Dosli jsem k zavéru, Ze dochazi

k vyvazovani DQH proteinu z povrchu spermie za pomoci glykosaminglykan( v oviduktu.
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