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Mira ubiquitinace proteinii kancich spermii béhem
post-testikularni maturace

Souhrn

V priubéhu post-testikularni maturace dochazi k riznym zménam na povrchu spermie i
ve vnitini stavbé bunky. Spermatickd buiika ziskava fadu novych proteini béhem maturace
v epididymis a nasledné ze semenné plasmy, ale také nékteré proteiny ztraci predevsim
v pribéhu kapacitace. Za pomoci ubiquitin-proteazomového systému jsou z bunky
odstrafiovany proteiny, které spermaticka burika jiz nepotebuje. K tomu, aby byl nepotiebny
protein rozpoznan, musi byt ubiquitinovan, tj. musi Se na protein navazat polyubiquitinovy
fetézec o Ctyfech molekuldch ubiquitinu. Cilem préace bylo zjistit, zda se mira ubiquitinace
proteint kanéich spermii méni v pribéhu epididymalni maturace a v prub&hu in vitro kapacitace
a v kterych ¢astech spermatické buiiky ke zméndm dochdzi. Dalsi ¢ast prace byla zamétena na
lokalizaci proteazomu ve spermii. Pro detekci ubiquitinovanych proteinti byly pouzity spermie
Z caput a cauda epididymis, ejakulované spermie a izolované povrchové proteiny spermii
kapacitovanych in vitro. Pro lokalizaci ubiquitinovanych proteinti byly pouzity subcelularni
frakce spermii z cauda epididymis a subcelularni frakce z ejakulovanych spermii. Lokalizace
proteazomu byla provedena na vzorcich epididymalnich a ejakulovanych spermii. Na
veskerych vzorcich byla provedena imunodetekce mono-/polyubiquitinovanych proteint
separovanych pomoci SDS elektroforézy. Vysledky byly zpracovany denzitometrickou
analyzou, ktera ukazala narGst ubiquitinace mezi spermiemi z caput a cauda epididymis.
Naopak u kapacitovanych spermii se prokadzalo snizeni ubiquitinace v zavislosti na délce
kapacitace. K ubiquitinaci proteini dochazelo piredevs$im v cytosolické a v cytoskeletalni frakci
spermii. Pravdépodobné se jednalo o ubiquitinaci cytoskeletdlnich proteini jako napiiklad
tubulinu, aktinu ¢i spektrinu. Ubiquitinace byla prokazana i v membranové frakci, coz nejspise
souvisi s degradaci povrchovych proteini. Podjednotky proteazomu byly detekovany pievazné
Vv cytosolické frakci spermii. Nase vysledky ukazuji, ze ke zménam miry ubiquitinace proteind
Vv pritbéhu post-testikularni maturace spermii dochazi, pti¢emz ubiquitinované proteiny byly
nalezeny ve vSech Castech spermatické bunky.

Kli¢ova slova: ubiquitin, proteazom, kanci spermie, epididymalni maturace, kapacitace



Ubiquitination rate of boar sperm proteins during
post-testicular maturation

Summary

Several changes on the sperm surface and in the inside structure of the cell occur during
the post-testicular maturation. The sperm cell gains several new proteins during the epididymal
maturation and subsequently from the semen plasma but also loses some proteins during the
capacitation process. The proteins which the sperm cell does not need anymore, are removed
from the cell by the ubiquitin-proteasome system. For the unneeded protein to be identified,
it must be ubiquitinated, which means that the polyubiquitin chain from four molecule ubiquitin
has to bind to the protein. The aim of this thesis was to find out, if the rate of ubiquitination of
the boar sperm proteins changes during the epididymal maturation and during
the in vitro capacitation, and in which part of the sperm cell the changes occur. The next part
of the thesis was focused on the localization of the proteasome in the sperm cell. For
the ubiquitinated proteins detection the sperms from the caput and cauda epididymis, ejaculated
sperms and isolated surface in vitro capacitated sperm proteins were used. For
the ubiquitinated proteins localization the subcellular fractions of the cauda epididymis sperms
and the subcellular fraction of the ejaculated sperms were used. The localization of the
proteasome was done on the samples of the epididymal and ejaculated sperms. On all the
samples the immunodetection of the mono-/polyubiquitinated proteins separated by the SDS
electrophoresis was done. The results were evaluated by the densitometric analysis which
showed the increase of the ubiquitination depending on the length of the capacitation. The
ubiquitination of the proteins occurred mostly in the cytosolic and cytoskeletal sperm fraction.
Probably it was the ubiquitination of the cytoskeletal proteins, such as tubulin, actin or spectrin.
Ubiquitination was proved in the membrane fraction as well, which most probably relates to
the surface protein degradation. The subunits of the proteasome were detected mostly in the
cytosolic sperm fraction. Our results show that the level of the protein ubiquitination changes
occur during the post-testicular sperm maturation and that the ubiquitinated proteins were found
in all parts of the sperm cell.

Keywords: ubiquitin, proteasome, boar spermatozoa, epididymal maturation, capacitation



(A 61 OO 1
2 Hypotéza a Cil Prace...........cccoooiiiiiiiiiiiiic 2
3 LAtEerArni FESEISe.......ooiuiiiiiiiiiiiie et 3
3.1 MOrfolOgie SPEIMIE ...c.eeiii et re e 3
3.1.1 HIavICKa SPEIMIE ..vviiiiiiiiiie ittt 3
TN A 3 To3 1 ] 01 1 1] USSR 4

3.2 SPEIMATOYENEZE . ....uviieiiie ettt ettt e e e srbe e e b e e s neeean 5
3.2.1  SPErmMAtOCYIOQENEZE ... .viivvieiiiie ettt e sttt srbe e nnre e e 5
3.2.2  SPErmMIONIStOgENEZE ......c.viveieieisieeiceiee ettt 6

3.3 Proteiny SPermii..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiee e 7
3.4 Ubiquitin-proteazomovy systém (UPS)..........ccccooooiiiiiiiiniiicce 10
341 Proteazom 26S ... s 10
34.1.1 20S ProtEAZOM ....vviiiiii ettt 11
3.4.1.2 19S ProtEAZOM ....eiiiiii it 11

3.4.2  Degradace proteinli pomoci ubiqutin-proteazomového systému UPS ..... 13
3.4.3  Inhibice 26S ProteazomuU ..........ccccueiieiieiieiieerie e 14

3.5 Post-testikularni maturace spermii a role proteazomu............................. 14
3.5.1  Epididymalni MaturaCe .........ceiviiieiieiiiiienieenise e 14
352 KAPACIHACE. ... ctiiiieiiiiieiee et 18
3.5.3  AKrozomalni r€akCe........oiiuiiiiiiiiiiiii i 21

4 METOTIKA .....cviviiiiiic e 24
41 MAterill.........ccooiiiiiiiiie 24
4.2 MEEOAIKA ...t 24
4.2.1  Priprava vZorkl SPerMil.......cccueviiiiiiiieiiiiiiieiiei e 24
4211 Subcelularni frakcionace bun€k ...........cccoevviiiiiiiiii i 24
4212 Precipitace pomoci aCEtONU.........c.eerverriereeiiieree e 25
4.2.1.3  Kapacitace Spermii iN VITr0........cccoveriereiiriiesinisieee e 27
4214 [zolace povrchovych proteinll Spermii ........occvevvviieenieriiienee e 28

4.2.2  Vyhodnoceni VZOTKU..........ccooveriiiiiiieiiiie e 29



4221 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu.........cccooceeviiieninnnnne, 29

4222  WESEEIM BIOt.......coiciicc e 30
4.2.2.3 IMONUABLEKCE ... 31
4224 Nepifima imunofluOTESCENCE......c..vvviiiiiirieiiiecie e 32

O VYSICAKY ... 34
5.1 Sledovani miry ubiquitinace proteinti.................cccccoeveiiiniiiniii e 34
5.1.1  Detekce ubiquitinovanych proteina v epididymalnich spermiich ............ 34
5.1.2  Detekce ubiquitinovanych proteina ejakulovanych spermii...........c......... 38

5.1.3  Sledovani miry ubiquitinace povrchovych proteinti u kapacitovanych spermii

42
5.1.4  Detekce proteazomu v epididymalnich a ejakulovanych spermiich......... 44
B DISKUZE ... 47
T ZLAVEY ..ot b ettt ae et be et e 51
8 LITEIATUNE......oceiiiiiie s 52






1 Uvod

Samci gameta neboli spermie ma za kol oplodnit samici pohlavni buriiky a tim ptedat
genetickou informaci novému jedinci. Vyvoj spermie za¢ina ve varleti. Po morfologické
vystavbé ve varleti musi spermie dale projit fadou slozitych fyziologickych a biochemickych
zmén. Veskeré zmény se odehravaji pii post-testikularni maturaci, do niz mohou byt zatazeny
déje uskutecnéné béhem prichodu nadvarletem a procesy spojené s kapacitaci v sami¢im
pohlavnim traktu. Pokud vSechny zmény na spermii probéhnou spravnym zpiisobem a ve
spravny Cas, spermie je schopna oplodnit oocyt, a tim ptedat otcovskou genetickou informaci.

Zasadni zmény, které probihaji béhem post-testikularni maturace, jsou piedev§im
V proteinovém sloZeni spermii. Dochdzi ke zméndm ve struktufe proteint, nékteré proteiny jsou
degradovany, nékteré jsou navazany na povrch spermie a nékteré jsou do buiiky pfimo vnofeny
pomoci epididymosomtl. Proteinové slozeni se méni jak uvnitt, tak i na povrchu spermii. Zmény
Vv proteinovém slozeni mohou byt regulovany ubiquitin-proteazomovym systémem.

Ubiquitin-proteazomovy systém (UPS) je slozity komplex, ktery je zapojen do ¢etnych
procesti V organismu. Dilezitou roli hraje ptredevs§im v regulaci proteinového slozeni bunék. Za
pomoci proteinu ubiquitinu jsou oznaceny defektni ¢i nepotfebné proteiny, které maji byt
degradovany. Takto oznacené proteiny jsou nasledné rozpoznany proteazomem 268, ktery je
svou ¢innosti schopen oznaceny protein zlikvidovat.

Prvni izolace proteazomu byla provedena jiz v roce 1968 a od té doby byla provedena
fada experimentt, které se zabyvaly jeho funkci. Prulomovym okamzikem, za ktery byla
udélena i Nobelova cena za chemii v roce 2004, byl objev UPS a vyzkum objasiujici jeho
funkci. Objeveni UPS rozsitilo moznosti dalsich studii, diky kterym bylo naptiklad prokazano,
ze je UPS dulezity pro spravny prubéh post-testikularni maturace spermii. Mezi nejdulezitéjsi
zmény spermii, které jsou zprostiedkované pomoci ubiquitin-proteazomového systému, se da
zatadit napiiklad vymeéna histonit v DNA za protaminy, remodelace akrozomu ¢i odstranéni

spermadhezinil z povrchu spermii.

Pro kompletni pochopeni zmén proteinového slozeni spermii béhem post-testikularni
maturace je dobré védét, v jakém kroku je UPS do maturace zapojen vice a kdy méné. Podle
této informace se nasledné¢ daji urcit naptiklad kritické momenty maturace, které musi
probéhnout, aby byla spermie plné¢ kompetentni k fertilizaci oocytu. UPS ma svoje vyuziti i
v moment oplozeni a pii vyvoji zarodku.



2 Hypotéza a cil prace

Cil prace vychazi z hypotézy, ze mira ubiqutinovanych proteinti spermie se bude ménit
béhem jejich epididymalni maturace a béhem kapacitace in vitro. Pomoci cilené izolace
proteinii z jednotlivych casti spermatické builky bude sledovana piesna lokalizace
ubiquitinovanych proteint v kancich spermiich a mira jejich ubiquitinace béhem epididymalni
maturace a kapacitace in vitro.



3 Literarni reSerSe
3.1 Morfologie spermie

Spermie je sam¢i gameta. Oproti somatické burice je to vysoce diferencovana a slozita
buiika. Obsahuje jednu sadu chromozomii, je tedy haploidni. Hlavnim ukolem spermie je predat
parentdlni DNA budoucimu potomkovi. Nedilnou soucésti tohoto ukolu je také ptenos
potiebnych proteinti ke spravnému procesu oplozeni a RNA (Toshimori 2009; Champroux et
al. 2016). Samotna spermie se rozdéluje na dvé casti, je to hlavicka a bicik.

3.1.1 Hlavicka spermie

Hlavicka spermie se u riznych druhi zvitat mize zna¢né lisit. U hospodaiskych zvitat
ma spermie u vétSiny druhi zplostély ovalny tvar. Lisi se do jisté miry i velikosti. Jsou zndmy
znaéné€ rozdilné tvary, napiiklad hlavicka potkanich spermii ma tvar hac¢ku (Toshimori 2009).

Hlavicka spermie obsahuje dv¢ hlavni Casti, a to jadro a akrozom. Meziprostor je poté
vyplnén malym mnozstvim cytoplazmy a perinuklearni thékou. Cela hlavicka je obalena
plazmatickou membranou (Sutovsky & Manandhar 2006).

Plazmatickd membrana hlavicky spermie se da rozdé€lit do dvou oblasti. Témi jsou
akrozomadlni segment a postakrozomdlni segment. Akrozomalni segment je na proximalni
strané hlavicky a obsahuje apikalni neboli pfedni ¢ast a ekvatoridlni segment. Ekvatorialni
segment napomaha pii samotné flizi membran spermie a oocytu. Postakrozomalni oblast je
vymezena od ekvatorialniho segmentu az po krcéek spermie (Sutovsky & Manandhar 2006;
Toshimori 2009).

Jadro spermie obsahuje parentdlni DNA v podobé extrémné kondenzovaného
chromatinu, nukleovych proteing, histont a protamind (Toshimori 2009). Celé jadro je obaleno
dvojitou jadernou membranou (Sutovsky & Manandhar 2006).

Druhou dutlezitou soucast hlavicky tvoii akrozom, ktery pokryva proximalni cast
hlavicky spermie. Ma tvar podobny ¢epicce. Je to vysoce specializovany lysosom pietvoieny
z Golgiho aparatu (Olson et al. 2002; Sutovsky & Manandhar 2006). Akrozom je tvofeny
vnitini akrozomalni membranou a vnéjsi akrozomalni membranou. Uvnitt akrozomu se nachazi
hustéd akrozomalni matrix, ktera obsahuje rizné hydrolytické enzymy (protedzy a glykozidazy)
pro $tépeni zona pellucida (ZP) oocytu (Toshimori 1998; Sutovsky & Manandhar 2006; Pesch
& Bergmann 2006). V piipadé, Ze dojde k vazbé spermie na oocyt, dochazi k fazi vné&jsi
akrozomalni membrany a plazmatické membrany spermie a obsah matrix se uvolni. Vnitini
akrozomalni membrana zustava po oplozeni nenarusend (Sutovsky & Manandhar 2006;
Toshimori & Eddy 2015).

Dalsi komponentou hlavi¢ky je perinuklearni théka, coZ je tuhéd obalka tvofena prevazné
strukturnimi proteiny, které jsou mezi sebou stabilizovany disulfidickou vazbou. Jeji funkce
spociva predev§im v ochrané jadra. Perinuklearni théku lze rozd¢lit do tii ¢asti, které priléhaji
na tii hlavni segmenty hlavicky. Prvni z nich je subakrozomalni vrstva. Tato vrstva se nachazi
pod akrozomem. Nasedd na vnitini akrozomalni membranu a splyva s ni. Slouzi k ukotveni



akrozomu, zaroven stabilizuje receptory, které se nachazeji ve vnitini akrozomalni membrané.
Zminéné receptory napomahaji sekundarni vazb¢ hlavicky spermie na plazmatickou membranu
oocytu po akrozomalni exocytoze (Sutovsky & Manandhar 2006; Zimmerman & Sutovsky
2009). Tteti ¢asti je postakrozomalni ¢ast. V této ¢asti je uloZzen komplex signalnich proteind
tzv. SOAF (sperm-borne oocyte-activating factor). Po fazi spermie s oolemou dojde k uvolnéni
nékterych molekul z komplexu SOAF, které se rozptyli a spusti signalni drahu, ktera provede
aktivaci oocytu. Timto se zabrani prostupu dal$i spermie a zabrani se polyspermii. Ostatni
molekuly z komplexu ziistanou u jadra a vytvoii samci prvojadro (Sutovsky & Manandhar
2006).

3.1.2 Bi¢ik spermie

Bicik je velice dileZitou soucasti spermie. ZajiSt'uje spermii pohyblivost, energii a silu.
Pohyblivost je zajisténa diky jedinecnému uspotfaddani mikrotubuli. Celym bic¢ikem probiha
axonema neboli osové vlakno, které slouzi jako zaklad. Axonema je slozena z jednoho
centralniho dubletu mikrotubult a po celé svoji délce je obklopena dalsimi deviti
mikrotubularnimi pary. Mikrotubulani pary jsou slozeny z rovnych segmentovanych sloupct,
které jsou propojené rameny. Dublety jsou uspofadiany do kruhu kolem 2 centralnich
mikrotubuld, s kterymi jsou spojeny pomoci radialnich paprskia (Toshimori & Ito 2003; Pesch
& Bergmann 2006; Toshimori & Eddy 2015; Lehti & Sironen 2017). Cely bicik je stejné jako
hlavicka pokryta plazmatickou membranou (Lehti & Sironen 2017).

Bic¢ik spermie se da rozdélit do 4 ¢asti. Prvni z nich je spojovaci ¢ast. Naseda pfimo na
hlavicku, s kterou je spojena v implanta¢ni jamce a pokracuje az ke stiedni ¢asti. (Toshimori &
Ito 2003; Sutovsky & Manandhar 2006; Ounjai et al. 2012; Lehti & Sironen 2017).

Na spojovaci ¢ast pfimo naseda stfedni Cast. Slozeni stfedni Casti je stejné jako u
predchozi ¢asti s tim rozdilem, Ze je pokryta mitrochondridlni pochvou. Pochva obsahuje 75 -
100 mitochondrii, které jsou uspoiadané do spiraly. Ukolem mitochondrii je zajistovat
dostate¢né mnozstvi energie pro bic¢ik. Zaroven ssebou mitochondrie nesou otcovskou
mitochondrialni DNA, ktera je v8ak po fuzi likvidovana v oocytu (Sutovsky & Manandhar
2006).

Mezi prostiedni ¢asti a hlavni ¢asti se nachazi Jensenliv prstenec, ktery tyto dvé ¢asti
oddéluje. Strukturu hlavni ¢asti opét tvoii axonema. Hlavni ¢ast disponuje navic ochrannym
plastém, ktery se nazyva fibrézni pochva. Je slozena ze dvou podélnych sloupci, které jsou
uloZeny rovnobézné s vnéjs$imi hustymi vlakny (Afzelius 1959; Sutovsky & Manandhar 2006;
Lehti & Sironen 2017).

Posledni casti biciku je koncova cast. Zaklad stale tvofi axonema, ale uz bez vnégjSich
hustych vlaken. Axonema je obalena pouze vlaknitym plastém (Lehti & Sironen; 2017).
Schéma spermie a jejiho rozdeleni je ukédzano na obrazku 1.



Hlavicka Bigik
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Koncova cast

Obrazek 1. Schéma myS$i spermie. Priivodce strukturami: mitochondrie (zelené),
axonema (modra), vn&jsi husta vlakna (fialova), cytoplazma (zlutd) (upraveno z Buffone et al.
2012).

3.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze zahrnuje cely proces tvorby spermie. Popisuje kompletni transformaci
spermatogonidlnich kmenovych bun¢k na samotné spermie. Proces se odehrava ve varleti
v semenotvornych kanalcich za podpory Sertoliho bunék (Tulsiani & Abou-Haila 2012).
Spermatogeneze je ovlivnéna tadou faktorti, mezi n¢ patii hlavné endokrinni a parakrinni
mechanismy (Kretser et al. 1998). Obecné¢ 1ze rozd¢lit spermatogenezi na dvé faze. Prvni z nich
je spermatocytogeneze, pii které dochazi k namnozeni bunék, které pak podstupuji fadu zmén
a dochazi k redukci po¢tu chromozomu z diploidniho typu bunék na haploidni. V druhé fazi,
kterd se nazyva spermatohistogeneze (také jako spermiogeneze), podstupuje buitka fadu
transformacénich udalosti zahrnujicich mnoho morfologickych zmén (Phillips et al. 2010;
Berndtson 2014). Po dokoncéeni spermatogeneze se nezralé spermie uvolni do lumen
semenotvornych kandlki a odchazi vyvodnymi kanalky do nadvarlete, kde podstupuji zrani
(Roosen-Runge 1977; Sakkas et al. 1999; Berndtson 2014; Li et al. 2016).

3.2.1 Spermatocytogeneze

Na pocatku celého procesu stoji spermatogonidlni kmenové buitkky. Kmenové bunky
migruji béhem fetalniho vyvoje do varlat. Zde zdstavaji v bazalni ¢asti semenotvornych
kanalkt a jsou v kontaktu s bazalni membranou kanalkt (Roosen-Runge 1977; Kretser et al.
1998; Hofmann 2008). Jedna se o nediferencované bunky. Pfi jejich déleni mohou nastat dvé
situace. Prvni z nich je situace, kdy déleni slouzi pouze k jejich vlastni obnové a bunky zistavaji
V bazélni ¢asti. V druhém ptipad¢ z kmenové buiiky vznikaji 2 spermatogonie (Hofmann 2008;
Fayomi & Orwig 2018). Dalsi priubéh spermatocytogeneze rozdelil Kretser et al. (1998) do tii
fazi: (i) namnozeni a proliferace spermatogonii a diferenciace na primarni spermatocyty, (ii)
diferenciace primarnich spermatocytti na sekundarni spermatocyty béhem prvniho meiotického



déleni a (iii) faze, pfi niz vznikaji ze sekundarnich spermatocytii v prub¢hu druhého
meiotického déleni haploidni spermatidy.

V prvni fazi hraji hlavni roli spermatogonie, coz jsou primitivni diploidni buiiky, které
jsou lokalizovany pii bazalni membrané¢ semenotvornych kanalkl. Jejich ¢innost spociva
V jejich namnozeni a diferenciaci v rtizné typy spermatogonii. Byly popsany celkem 3 typy
spermatogonii, a to A typ, intermedidlni typ a B typ. Typ A je nejméné diferencovana
spermatogonie. Pomoci mitézy se diferencuje jeSté na dalsi podtypy Al, A2, A3, A4.
Z posledniho typu (A4) vznika intermedialni typ. Z ného se vytvaii typ B. Ze spermatogonii
typu B nasledn¢ vznika dalsi typ zarode¢né bunky, a tim je spermatocyt (Kretser et al. 1998;
Sutovsky & Manandhar 2006; Hofmann 2008; Phillips et al. 2010; Berndtson 2014; Fayomi &
Orwig 2018).

Spermatocyty jsou jiz vice diferencované zarode¢né buiiky. Oproti spermatogoniim
spermatocyty nepodstupuji mitozu, ale ucastni se meidzy. Existuji dva typy spermatocytt, a
témi jsou primarni a sekunddrni spermatocyty. Priméarni spermatocyty jsou piipravené pro
replikaci DNA. Jsou diploidni a v jadru obsahuji 2 chromozomy, které jsou tvofeny dvojici
totoznych chromatid. Pfi prvnim meiotickém déleni vznikaji z primdrniho spermatocytu dvé
bunky sekundarnich spermatocytli. Sekundarni spermatocyt jiz obsahuje jen jeden chromozom
tvofeny dvéma chromatidami. Sekundarni spermatocyt podstupuje druhé meiotické déleni a
stava se zn¢ho spermatida, ktera je haploidni a obsahuje jeden chromozom s jednou
chromatidou. Z jednoho primarniho spermatocytu tedy vznikaji 4 haploidni spermatidy.
Spermatida se jiz dale nedé@li, ale podstupuje mnoho transformacénich déju (Sutovsky &
Manandhar 2006; Hofmann 2008; Phillips et al. 2010; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Berndtson
2014; Champroux et al. 2016; Fayomi & Orwig 2018).

3.2.2 Spermiohistogeneze

Spermiohistogeneze neboli spermiogeneze je souhrnné oznaceni pro morfologické,
chemické a biochemické zmény, které podstupuje spermatida. Je to dozravajici proces bunky,
ktery se uskuteénuje v blizkosti lumen semenotvornych kanalkti (Guraya 1987; Berndtson
kondenzace a posun jadra na kraj buiiky, vytvofeni akrozomu, ktery pfilne k proximalni ¢asti
bunky. Dale je to formace biciku, ve kterém se vytvari jadra mikrotubuli a axonema, a
Vv neposledni fad¢ je spermatida zbavena ptebytecné cytoplazmy, ktera se uvolni z bunky a je
pohlcena okolnimi Sertoliho buitkami. VSechny vySe uvedené udalosti probihaji soucasné.
AvSak néktefi autofi rozdé€luji spermiogenezi do 4 samostatnych fazi, které se nazyvaji (i)
Golgiho stadium, (ii) stadium akrozomové Capky, (ii1) stddium kaudalni manzety a (iv) stadium
maturace (Guraya 1987; Kretser et al. 1998; Champroux et al. 2016).

Po dokonceni veSkerych zmén dochazi k uvolnéni bun€k do lumen semenotvornych
kanalkt a v tu chvili jsou buiiky povazovéany za spermie. Spermie jsou dale pomoci tekutiny
odplaveny vyvodnymi kanalky do nadvarlete, kde podstupuji dalsi zrani (Berndtson 2014).
Spermiogeneze je schematicky znazornéna na obrazku 2.



Obrazek 2. Schematicky nakres lidské spermatidy pii spermiogenezi. Podle vyvoje
akrozomu, kondenzace jadra a vyvoje biciku 1ze rozpoznat 8 stadii vyvinu (Guraya 1987).

3.3 Proteiny spermii

Celkov¢ Parrilla et al. (2019) identifikoval ptes 2000 riznych proteini spermie. Kazdy
protein ma svij vlastni ukol, kterym se zapojuje do procesu oplozeni. Proteiny reguluji klicové
aspekty funkénosti spermii, jako je obrana pfed oxidacnim stresem, integrita plazmatické
membrany, pohyblivost spermii, energeticky metabolismus, kapacitace a fize spermii
S oocytem.

Povrch spermie obsahuje mnoho dilezitych proteint, které maji riznou funkci. Funkce
téchto proteinti spociva predevsim v interakcich S prostfednim, ve kterém se spermie nachazi,
pti procesech béhem ejakulace a pfi prichodu sami¢im reprodukénim traktem. Do této oblasti
se fadi i interakce s oviduktalnim epitelem a interakce spermie s oocytem, coz zahrnuje
piedev§im pruchod kumularnim komplexem oocytu, vazba a prichod ZP a vazba/fhze s
oolemou oocytu (Evans 2002; Parrilla et al. 2019). Kategorizace spermatickych proteint
ukazuje, ze 26 % proteintl je zapojena do procesu metabolismu a produkci energie, 11 %
proteinti ma strukturni funkci a tim ovliviiuje pohyblivost spermie a 24 % proteind ovliviiuje
metabolismus lipida spermie (Li et al. 2016).

vvvvvv

Jednou z nejdalezitéjsich skupin povrchovych proteini kanéich spermii jsou
spermadheziny. Spermadheziny jsou adhezivni proteiny, které se béhem epididymalni maturace



a ejakulace vazou na povrch spermie. Jsou to predevsim proteiny rodiny AQN, AWN a PSP
(Parrilla et al. 2019; Zigo et al. 2019a; Zigo et al. 2020). Proteiny, které se vyskytuji na povrchu
kancich spermii, jsou pak napiiklad proteiny AQN 1, AQN 3, AWN, PSP-I, PSP-I1, pB1/DQH,
Zonadhesin, APz (adhezivni protein z) sp38, p47 (lactadherin/MFGES) a p68 (arylsulfataza A).
Vsechny vyc¢tené povrchové proteiny maji za kol napomoci vazbé spermie na zona pellucida
(Ensslin et al. 1998; Li et al. 2016; Zigo et al. 2020). Pricemz v review Zigo et al. (2020) byly
proteiny AQN1, AWN, PSP-1, PSP-II a DQH detekovany Vv molekularnich velikostech v
rozmezi 0d 11 kDa az do 17 kDa. Dal§imi skupinami povrchovych proteind jsou proteiny
vykazujici proteinasovou inhibici.

V riiznych ¢astech spermatické buiiky bylo identifikovano mnoho dalSich proteint.
Nekteré z nich jsou zapojeny v ochrané proti oxidaénimu stresu pii prichodu epididymem a
v situacich, kdy spermie interaguje se samic¢im traktem, nebo v ochrané proti poskozeni
volnymi radikaly, napf. protein GPX5 nebo Glutathion-S-transferaza. Dulezita ¢innost
spermatickych proteinil je 1 eliminace nepotfebnych proteini nebo dokonce eliminace celych
vadnych spermii. Tuto ¢innost zafizuje protein ubiquitin. Nékteré z vyse uvedenych proteint
by mohly byt cilené ubiquitinovany na defektnich spermiich, aby byly napomocné mechanismy
(jako je zabranéni oxida¢nimu stresu) naruseny (Sutovsky et al. 2001; Sutovsky 2003; Sullivan
et al. 2007; Li et al. 2016). Pfehled vybranych proteind kancich spermii je uveden v tabulce 1.
Proteiny, které jsou zapojeny do ubiquitinace, jsou popsany dale v nasledujici kapitole.

Dalsimi podstatnymi proteiny jsou napiiklad akrosin, mitochondrialni proteiny a
cytoskeletalni proteiny. Kromé proteint, které jsou lokalizovany v hlavi¢ce spermie, obsahuje

gameta i velké mnozstvi proteinu v bi¢iku, tubulinu, ktery se podili na jeho struktute (Li et al.
2016).

VétSina proteintl, které spermie ziskava az pii post-testikularni maturaci, je navazana
z prostiedi, ve kterém se spermie zrovna nachazi. Biosyntéza novych proteint ve spermii je
znaéné omezena (Dacheux et al. 1989). Proteiny rodin AQN, AWN a PSP jsou naptiklad
vylu¢ovany hlavné semennymi vacky, ale také prostatou a epididymis (Topfer-Peterson et al.
1998).



Tabulka 1. Piehled vybranych proteinti vyskytujicich se ve spermiich kance a jejich role
(Dacheux et al. 2005; Inoue 2005; Dacheux et al. 2012; Zigo et al. 2013; Li et al. 2016; Gervasi
& Visconti 2016; Kerns et al. 2016; Zigo et al. 2019a; Zigo et al. 2019b; Zigo et al. 2020).

Protein Funkce

rodina ADAM Tvorba oviduktalniho rezervoaru

MFGES Tvorba oviduktalniho rezervoaru, vazba spermie na ZP

AQN1, AQN3 Vazba spermii na epitelové bunky oviduktu, primarni vazba
spermie na ZP

AWN Vazba spermii na epitelové bunky oviduktu, primarni vazba
spermie na ZP

PSP-1, PSP-11 Vazba spermii na epitelové bunky oviduktu, stimulace imunitni
odpovédi délohy

GPX5 Obrana proti oxida¢nimu stresu

Glutathion-S-transferaza

Obrana proti oxida¢nimu stresu

IZUMO1

Fuze plazmatickych membran gamet

Laktoferrin

Transport Zeleza, nespecificky imunitni systém — antibakterialni,

-----

HE 2, HE 4 Antimikrobiélni u¢inky
HE1 Vazba cholesterolu
Clusterin Ochrana buiky
SPINK2 Inhibitor akrosinu

Sp32 (ACRBP)

Soudasti akrozomalni matrix, vazba akrosinu

Tubulin

Cytoskeletalni protein




3.4 Ubiquitin-proteazomovy systém (UPS)

Ubiquitin-proteazomovy systém je komplex jednotlivych c¢asti, které se podili na
mnohych procesech v organismu. Svou ¢innosti se napiiklad zapojuje do regulace bunééného
cyklu, kontroly nové syntetizovanych proteini ¢i regulace genové exprese. V soucasné dob¢ je
jiz potvrzeno, Ze se také podili na procesu oplozeni (Matéjikova 2013; Kerns et al. 2016; Saez
& Sullivan 2016; Zigo et al. 2019b).

Soucasti UPS je ubiquitin, coZ je protein, ktery je slozeny ze 76 aminokyselin. Ubiquitin
s hmotnosti 8,5 kDa je chaperonovy protein, ktery se kovalentné vaze na e-aminoskupinu svého
substratu na zbytcich lysinu daného substratu, aby oznacil defektni nebo nepotiebné proteiny
pro proteolytickou degradaci proteazomem 26S. Pokud se tedy ubiquitin navaze na protein,
oznaci ho tim a tim dava signal 26S proteazomu, ze ma byt dany protein degradovan (Zwickl
et al. 1999; Sutovsky et al. 2001; Sutovsky 2003; Baska et al. 2008; Zigo et al. 2019b).

K ubiquitinaci je zapottebi tfi druhli enzyma E1, E2 a E3. Prvnim krokem procesu je
aktivace ubiquitinu pomoci enzymu E1 (Yi et al. 2012; Mat&jikova et al. 2013; Sutovsky 2018;
Zigo et al. 2019b). Tento enzym musi projit nejprve fosforylaci, aby se stal aktivnim. Potom je
enzym postupné uvolilovan a nahrazovan enzymem E2. Ve chvili, kdy je enzym E2 navazan na
ubiquitin, za¢ina vyhledavat proteinovy substrat, ktery ma byt ubiquitinovan. Kdyz ho vyhleda,
navaze se ubiquitin na proteinovy substrat za pomoci ubiquitin ligazy E3 (Sutovsky 2011;
2018). Prvni molekula ubiquitinu se navdze na lyzinovy zbytek proteinového substratu a
vznikne tim izopeptidova vazba. Dals$i molekuly ubiquitinu, které vytvofi nasledné multi-
ubiquitinovy fetézec, tandemoveé navazuji na prvni molekulu. Aby mohl byt ubiquitinovany
substrat rozpoznan 26S proteazomem, museji byt v ubiquitinovém fetézci navazany alespon 4
molekuly ubiquitinu (Yi et al. 2012).

3.4.1 Proteazom 26S

Proteazom 26S je vicejednotkova proteaza, ktera ma za ukol degradovat v organismu
nepotiebné proteiny (Zimmerman & Sutovsky 2009). Tento intracelularni komplex se nachazi
u prokaryot i eukaryot. Lisi se v§ak svym slozenim (Maté¢jikova et al. 2013). Informace uvedené
nize se vztahuji k eukaryotnimu 26S proteazomu.

Proteazom je v bunice hojné umistén v cytosolu a v jadie. Nejvétsi koncentrace
proteazomu se objevuje hlavné u bunék, které vykazuji vysokou aktivitu (Zwickl et al. 1999;
Matéjikova et al. 2013). O umisténi proteazomu ve spermatické buice je zatim pouze omezené
mnozstvi informaci. Mnoh¢é studie zatim potvrdily, Ze se proteazom nachazi v akrozomu a na
povrchu savéich spermii v oblasti akrozomu (Zimmerman & Sutovsky 2009). Proteazom se
nachéazi na vnitini a vnéjs$i akrozomalni membrang, a je tudiZz schopny pfimo interagovat se
zona pellucida oocytu pfi procesu oplozeni (Sutovsky 2011).

26S proteazom je komplex, ktery se da rozdélit do dvou ¢asti. Prvni z nich je 20S
proteazom, kde probiha hlavni proteolyza. Druha ¢ast se nazyva 19S proteazom a plni funkci
regulaéni partikule (Zimmerman & Sutovsky 2009). Cely proces proteolyzy za¢ina na 19S
proteazomu, kam se navaze ubiquitinovany protein. V regulac¢ni partikuli se ubiquitinovy
fetézec odstépi a holy protein pfechazi do druhé casti 20S proteazomu. Zde dochazi
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Kk proteolyze pomoci riznych podjednotek proteazomu (Matéjikova et al. 2013). Schéma stavby
26S proteazomu je ukdzano na obrazku 3.

3.4.1.1 20S proteazom

20S proteazom je tvofen dvéma typy prstencl. Vnitfek proteazomu tvoii dva beta
prstence. Prostfedni ¢ast ohranicuji po obou stranach alfa prstence (Zimmerman & Sutovsky
2009). Dohromady tedy 20S proteazom tvoii Ctyfi prstence, které utvari sudovity tvar
proteazomu. Duté jadro proteazomu je pak vhodné misto pro proteolyzu proteinti (Sutovsky
2011).

Alfa prstence

Kazdy alfa prstenec se sklada ze sedmi podjednotek al-7. Prstence alfa reguluji vstup
proteint, které jsou urCeny k degradaci, do beta prstencti (Zimmerman & Sutovsky 2009).
Pokud alfa podjednotky rozpoznaji ubiquitinovany protein neboli proteinovy substrat, dojde ke
konformacni zméné v jejich struktufe, pii které se odstrani blokada vstupni brany N-konci
aminokyselinovych zbytku alfa podjednotek (Matéjikova et al. 2013). Alfa podjednotky
zarovenl beta prstence stabilizuji. Z vngj$i strany jsou prstence piimo navdzané k 19S
proteazomu (Zimmerman & Sutovsky 2009).

Beta prstence

Vnitini beta prstence jsou také tvofeny ze sedmi podjednotek B1-7. Dulezité jsou
predevsim tii podjednotky, a to f1, B2 a 5 (Zimmerman & Sutovsky 2009; Sutovsky 2011).
Jednotlivé podjednotky maji specifické ucinky. Bl vykazuje aktivitu, ktera je podobna
kaspazam, tedy $tépi polypeptidovy fetézec za kyselou aminokyselinou. Podjednotka 2 ma
trypsinové Ucinky a podjednotka B5 se vyznacuje svoji aktivitou podobnou chymotrypsinu
(Matéjikova et al. 2013).

3.4.1.2 19S proteazom

19S proteazom formuje z jedné nebo z obou stran 20S proteazomu cepicku, ktera
ohranicuje vchod do nitra 20S proteazomu (Yi et al. 2010). Role 19S proteazomu je piedev§im
rozpoznat a navazat na sebe ubiquitinované proteiny. Proteazom rozpozna takovy protein diky
schopnosti identifikovat ubiquitinovy fetézec (Sutovsky 2011). 19S proteazom obsahuje
izopeptidazy, oxidoreduktazy a ATPazy, které napomahaji k rozpoznani a navazani
proteinového substratu (Glickman & Ciechanover 2002; Zimmerman & Sutovsky 2009).
Regulacni partikule je schopna regulovat mnozstvi ptichozich substrati uréenych k degradaci.
Zabranuje tim nekontrolovatelné a nadbytecné degradaci proteint (Matéjikova et al. 2013). 19S
proteazom se sklada z jednotlivych sekci, kterymi jsou baze a viko.

Viko

Viko je komplex, na ktery se vaze polyubiquitinovy fetézec proteinu (Matéjikova et al.
2013). Tento komplex je slozeny z deviti ne-ATPazovych podjednotek, konkrétné z Rpn3-9
(Regulatory particle non-ATPase) a Rpnl1-12. Tyto podjednotky hraji dulezitou roli v celém
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procesu. Mohou uvolnovat ubiquitin z ubiquitinovanych proteint, ktery slouzi pouze
k oznaceni proteinu, ktery se ma degradovat. Proces, pii kterém se odstépi ubiquitin, se nazyva
deubiquitinace. KdyZ se z proteinu odstépi ubiquitin, projde protein do baze, kde podstoupi
dalsi Gpravy. Odstépené molekuly ubiquitinu se mohou znovu pouzit pii dalSich procesech
ubiquitinace (Zimmerman & Sutovsky 2009).

Baze

Baze je vicejednotkovy systém, ktery obsahuje ATPazové podjednotky Rptl-6
(Regulatory particle triple-ATPase). Dale je tvofen ne-ATPazovymi jednotkami Rpnl, Rpn2,
Rpn10 a Rpn13. Ne-ATPazové podjednotky Rpnl0 a Rpnl3 maji obdobnou funkci jako ne-
ATPézové podjednotky vika, tedy rozpoznat ubiquitinovy fetézec na proteinu. ATPazové
podjednotky se podileji na rozbalovani proteinti. Rozbaleny protein bez ubiquitinového fétézce
muze v takové podobé¢ pokracovat dale do jadra proteazomu a projit degradaci (Zimmerman &
Sutovsky 2009; Kerns et al. 2016). Baze je pfimo napojena na vnéjsi a prstenec 20S proteazomu
(Sutovsky 2011).

Ne ATPazové podjednotky

19S Regulacni
komplex

20S Proteazom

19S Regulacni
komplex

sl

Obrazek 3. Stavba 26S proteazomu, ktery se sklada z 19S regulacniho komplexu a 20S
proteazomu. 20S proteazom obsahuje dva o a dva 3 prstence. Kazdy prstenec je slozen ze sedmi
podjednotek. Na obou koncich 20S proteazomu jsou 19S regulacni partikule. Tento komplex
se sklada z baze, ktera obsahuje ATPazové podjednotky Rpnl-6 a ne-ATPazové podjednotky
Rpnl-2, Rpn10 a Rpnl3. Dalsi soucasti je viko, které se sklada z ne-ATPazovych podjednotek
Rpn 3-9 a Rpn11-12 (Pfevzato ze Zimmerman & Sutovsky 2009).
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3.4.2 Degradace proteinii pomoci ubiqutin-proteazomového systému UPS

Pokud doslo k ubiquitinaci spravnou vazbou, 19S proteazom rozpozna ubiquitinovany
proteinovy substrat pomoci ubiquitonovych receptort a vpusti substrat dovnitt do komplexu.
Pfed samotnym vstupem do lumen proteazomu prochazi substrat jistymi Upravami, napi.
rozbaleni do primarni struktury. Tyto procesy zajist'uji podjednotky Rptl-6 (Maté&jikova et al.
2013).

Po vstupu se ze substratu uvolni ubiquitinovy fetézec pomoci podjednotky Rpnll.
Retézec se dostava do cytosolu, kde je §tépen na jednotlivé molekuly ubiquitinu za pomoci
deubiquitina¢nich enzymii. Samotny vstup substratu je pak regulovan konkrétné¢ za pomoci
podjednotky Rpt2 (Matéjikova et al. 2013; Sutovsky 2018).

Po vstupu substratu do lumen 20S proteazomu je protein St€pen na kratké peptidy. Malé
peptidy jsou uvolfiovany zproteazomu a jsou nasledné¢ degradovany cytozolickymi
endopeptiddzami (Sutovsky 2011). Proces degradace proteinti se opakuje tak dlouho, dokud
nejsou vysledné oligopeptidové produkty natolik malé, aby byly schopné difundovat
z proteazomu ven. Nasledné jsou jednotlivé peptidy vyuzity k vystavbé novych proteinii
(Matgjikova et al. 2013). Cely proces degradace pomoci UPS je schematicky ukazan na obrazku
4.

(2A)

Aktivace
E1 (1)

E2

Obrazek 4. Schéma ubiquitinace a degradace proteinu pomoci 26S proteazomu. Krok 1:
aktivovany enzym E1 aktivuje samostatnou molekulu ubiquitinu. Krok 2A: E1 je nahrazen
enzymem E2. Krok 2B: proteinovy substrat je zachycen ubiquitin ligazou E3. Krok 3A:
Ubiquitin ligaza E3 spoji dohromady proteinovy substrat a molekulu ubiquitinu. Krok 4:
Navazanim dal$ich molekul ubiquitinu vznikne polyubiquitinovy fetézec. Krok 5: Ubiquitinovy
fetézec je rozpoznan 19S proteazomem. Krok 6: Substratovy protein je deubiquitovan, rozbalen
a presunut do vnititku 20S proteazomu. Zde je pak rozstipan na malé peptidy, které jsou
uvolnény z 20S proteazomu (Upraveno z Brohi & Huo 2017).
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3.4.3 Inhibice 26S proteazomu

Protilatky, peptidy a mutantni ubiquitin (ubiquitin, ktery proSel nestandardni
posttranslaéni Gpravou) kompletné nebo ¢aste¢né inhibuji spravnou funkci 26S proteazomu, a
tim maji Spatny dopad na oplozeni u savcti. Mnoho latek miize své ucinky projevit hlavné pti
in vitro fertilizaci. Je to naptiklad mutantni ubiquitin UBB+1, ktery inhibuje ptedevs§im in vitro
fertilizaci u prasat. DalSimi latkami mohou byt protilatky, které pasobi hlavné¢ na 19S
proteazom, napf. protilatky pasobici specificky na Rpn10. Naopak nékteré protilatky se mohou
projevit i pozitivné. Piikladem jsou protilatky proti Rpnl2. Svymi u¢inky dokazou oplozeni
naopak pomoci (Sutovsky 2011). Yi et al. (2010) potvrzuje, ze inhibice podjednotky Rpnl2
zvysila rychlost vazby spermie na ZP, a tim dochazelo Kk urychleni i akrozomové exocytozy.
Ve své studii vSak dodava, ze s inhibici Rpnl2 se zvysila polyspermie.

Znadmym inhibitorem proteazomu je také MG132. Tento peptid je silnym inhibitorem
aktivit zprostfedkovanych 20S proteazomem, pfedev§im pak chymotrypsinové aktivity. Tim
snizuje plodnost u savcu. Tento problém byva nejvice spojovan s in vitro kapacitaci spermii
domestikovanych prasat (Sutovsky 2011). Pokud je MG132 ptidano do kapacitaéniho média,
které se pouzije pro kapacitaci kancich spermii, jsou takto kapacitované spermie neschopné
penetrovat pies celistvou zona pellucida, a tim nejsou schopny oplozeni. Pokud je v$ak zona
pellucida odstranéna, spermie dokaze oocyt oplodnit (Sutovsky et al. 2004). Blokaci
chymotrypsinové aktivity proteazomu muize zpusobovat také epoximicin (Kerns et al. 2016).
Lactacystin je dalsi inhibitor, ktery ovliviiuje enzymatické aktivity 20S proteazomu (Sutovsky
2011).

3.5 Post-testikularni maturace spermii a role proteazomu

Ve chvili, kdy spermie projde celym procesem spermatogeneze, je vystavena ¢etnym
procestim, které se souhrnné oznacuji jako post-testikularni maturace. Spermie Vv pribéhu
maturace ziska schopnost pohyblivosti a nasledné schopnost oplodnit oocyt. U spermie také
dochazi k reorganizaci jeji struktury. Mezi procesy, které musi spermie podstoupit, aby doslo
k oplozeni oocytu, se fadi epididymalni maturace, kapacitace a nasledné akrozomalni reakce
(Yanagimachi 1981; Caballero et al. 2011; Nixon et al. 2014; Souza et al. 2017).

3.5.1 Epididymalni maturace

Prvnim zrdnim, které spermie musi podstoupit po dokonceni morfologickych zmén
v semenotvornych kanalcich varlete, je epididymalni maturace. V prib¢hu epididymalni
maturace dochdzi u spermii k riznym morfologickym i biochemickym zménam. Diky témto
zménam ziskdva spermie schopnost pohybu a oplozovaci schopnost. Proto je epididymalni
maturace nezbytna v procesu oplozeni. Bylo zjiSténo, Ze epididymalni maturaci musi projit
spermie vSech savcu (Yanagimachi 1981; Dacheux et al. 1989; Frenette & Sullivan 2001;
Sutovsky 2003; Brewis & Gadella 2010; Krutskikh et al. 2012; Robaire & Hinton 2015; Souza
etal. 2017).
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Spermie savci prechdzi z varlete do dlouhého trubicovitého orgdnu nazyvaného
nadvarle neboli epididymis. Spermie putuje nadvarletem po dobu 1 - 2 tydni. V této dob¢ je
spermie vystavena riznym prostiedim, ktera se postupné méni (Sutovsky 2003; Souza et al.
2017).

wrwe

jednotlivych segmentti epididymis. Celé nadvarle se d€li na Ctyfi ¢asti — na pocatecni segment,
hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda) (Jenkins et al. 1980; Sullivan et al. 2007). N¢které
zdroje rozd¢luji epididymis na 10 regiont — eferentni kanal, proximalni, stfedni a distalni caput,
proximalni, stfedni a distalni corpus, proximalni a distalni cauda, deferentni kanal (Dacheux et
al. 2005). Kazda oblast se chova odlisn¢ a nezavisle na dalsich ¢astech epididymu (Sutovsky et
al. 2001; Sullivan et al. 2007; Souza et al. 2017).

Hlavnim divodem odlisného chovani riznych ¢asti epididymu je pfitomnost riiznych
typi bunék, které aktivnim vylu€ovanim a absorbci molekul (napt. glykoproteinli), méni
samotné prostiedi epididymu. V epididymu se nachazi celkem 7 typl bunck. Prvnim typem
jsou apikdlni buiiky, které se nachazeji pfedev§im v proximalni ¢asti epididymu. Daéle jsou to
hlavni buiiky, ¢istici buniky, makrofagy, dentrické buiiky, bazalni buiky a halo bunky. Struktura
epitelu epididymu s bunikami je popsana na obrazku 5. Bunky jsou propojeny tuzkymi spoji.
Kazdy typ bun¢k vytvaii a reguluje jedine¢né slozeni luminalni tekutiny, kterd nasledné vytvari
vhodné prostfedi pro shromazdovani, rané a pozdni zrani a skladovani samcich gamet.
Luminalni tekutinou je udrzovana vhodna teplota, pottebné mnozstvi kysliku, pH nebo dostatek
energie. Dalsi nezbytnou vlastnosti, kterou musi spliiovat prostiedi, je vytvaiet vhodné
podminky, ve kterych jsou spermie schopné ptezit. Jakékoli naruseni sekrece méni prostiedi, a
tim je bezprostfedné ovlivnéna schopnost fertilizace (Frenette & Sullivan 2001; Dacheux et al.
2005; Sullivan et al. 2007; Caballero et al. 2011; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Krutskikh et al.
2012; Souza et al. 2017).

j \\\ e s . ’
~ Uzké spojeni

/ — Cistici buriky
Dentritické burky

Obrazek 5. Schematicky obrazek organizace hlavnich typl bunck na fezu epididymis
(Upraveno z Robaire & Hinton 2015).
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Slozeni epididymalni tekutiny se postupné od pocatecniho segmentu az po cauda
epididymis méni. Koncentrace sodiku se prichodem snizuje, naopak koncentrace drasliku se
zvySuje. Chloridové ionty postupné klesaji. V corpus epididymis dochézi k narustu hladiny
iontt hoi¢iku a siry. Jejich navyseni pravé v této ¢asti nadvarlete souvisi s faktem, Ze se hoicik
podili na ziskani pohyblivosti a schopnosti oplozeni. A pravé v corpus epididymis samci
gamety tyto schopnosti ziskavaji (Jenkins et al. 1980; Gatti et al. 2004).

Hlavni funkce epididymu tedy spocivaji ve vyvoji schopnosti oplozeni spermii. Dal$imi
dilezitymi ukoly jsou transport spermii, vyvoj motility spermii, modifikace slozeni
plazmatické membrany a skladovani spermii (Jones 1999; Robaire & Hinton 2015).

Transport spermii spo¢iva pouze v piesunu spermii epididymem. V pribéhu transportu
nedochazi k zadné resorbci spermii a bylo prokazano, Ze neni rozdil v rychlosti transportu mezi
jednotlivymi segmenty epididymu (Robaire & Hinton 2015).

Pro to, aby mohla sam¢i gameta dosahnout sami¢i gamety, potfebuji spermie ziskat
pohyblivost. Na pocéatku epididymalni maturace, tedy v hlavé nadvarlete, maji spermie jen
omezeny pohyb, ktery spocivd v asymetrickém mrskani bi¢iku. Po pfesunu gamet do tcla
nadvarlete jiz vykazuji jednoznacny pohyb v podobé symetrickych vin na kazdé strané biciku.
Pohyb stéle neni progresivni. Az v ocasu nadvarlete ziskavaji spermie progresivni pohyb za
hlavickou a spermie je schopna fadného pohybu (Jenkins et al. 1980; Souza et al. 2017).

Mezi klicové faktory, které jsou divodem vzniku progresivniho pohybu u spermii,
mohou byt zatfazeny molekuly hydrogenuhli¢itantt HCOj3 a intracelularni vapenaté ionty Ca?*,
u kterych se predpoklada, Ze tidi koncentraci intracelularniho cyklického adenosinmonofosfatu
(CAMP). Pii prichodu nadvarletem se postupné hladina cAMP ve spermiich navySuje.
Spole¢né s nim také roste produkce ATP, a to zejména pii priachodu corpus epididymis aZ po
cauda epididymis. Zaroven hodnoty intracelularniho vapniku ve spermiich klesaji. Pokud by
doslo k navySeni vapenatych ionti, objevila by se u spermii pred€asnd hyperaktivace, coz je
nezadouci (Jenkins et al. 1980; Robaire & Hinton 2015; Souza et al. 2017).

Pohyb miize ovlivnit i zména v pohybovém aparatu. V samotném biciku se soustied’uje
proteozom ve stfedni Casti, kde se pfedpoklada, ze napomaha degradaci strukturnich proteini
v bi¢iku, konkrétné proteint vnéjsich hustych vlaken, béhem epididymalni maturace (Mochida
et al. 2000). Dalsi jednotka proteazomu se nachazi také ve spojovaci ¢asti, kde hraje roli
Vv uvolnéni bi¢iku od hlavicky po priniku spermie do oocytu (Rawe et al. 2008; Saez & Sullivan
2016).

Dal8i zmény probihaji pfimo na plazmatické membrané. Plazmatickd membrana ma
schopnost adsorpce molekul na povrch uc¢inkem povrchovych pfitazlivych sil (Yanagimachi,
1981). Aby doslo ke stabilizaci plazmatické membrany, je do ni v¢lenéno velké mnozstvi
cholesterolu, ktery dale hraje klicovou roli v procesu kapacitace (Martinez & Morros 1996;
Bailey 2010; Whitfield et al. 2015).

Prichodem nadvarletem postupné dochazi k modifikacim i dalSich proteint (pfedev§im
glykoproteinii) na povrchu spermii. Do procesu se zapojuji i proteolytické slozky, které jsou
pfiCinou ztraty n€kterych proteinti, dalsi proteiny jsou naopak ziskany. Za pomoci apokrinni
sekrece produkuji hlavni bunky nadvarlete epididymosomy, coz jsou extracelularni
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mikrovezikuly, které se vyznacuji velmi vysokym pomérem cholesterolu, fosfolipidu a
sfingomyelinu. Epididymosomy dodévaji do spermii skrz luminalni tekutinu miRNA a lipidy.
Saez et al. 2003; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Toshimori & Eddy 2015; Souza et al. 2017).
Modifikaci prochézi zaroven i intraakrozomalni slozky spermie, naptiklad 3-D-galaktosidaza.
Dale dochazi k aktivaci enzymaticky inaktivniho prekurzoru proakrosin, ktery je lokalizovan
na vnitini i vnéjsi akrozomalni membrané, ale i v matrix akrozomu, na akrosin (Tulsiani &
Abou-Haila 2012).

Dale epididymosomy zasobuji spermie proteiny. Proteom epididymalni tekuliny ¢ita
ptes 200 proteinti. Obvykle se tyto proteiny oznacuji jako potahové proteiny, jelikoz jsou to
proteiny, které se z v&tsi &asti vazou na plazmatickou membranu spermie. Cast z nich se viak
zabudovava i do subcelarni vrstvy spermie prostfednictvim elektrostatickych interakci. Diky
epididymosomim se Vv tekutiné objevuji rizné koncentrace proteinti. Také svymi interakcemi
uprav a piidavkem riznych slozek (Frenette & Sullivan 2001; Sutovsky et al. 2001; Saez et al.
2003; Sutovsky 2003; Dacheux et al. 2005; Sullivan et al. 2007; Gadella 2014; Whitfield et al.
2015; Souza et al. 2017).

Segmenty epididymu jsou ¢astecné separovany. Je to z divodu rizné exprese gend. Pti
prachodu jednotlivymi ¢astmi spermie reaguji na riznost prostiedi. V proximalni ¢asti dochazi
k vice modifikacim nez v dalSich ¢astech. Je pravdépodobné, Ze divodem je smichani sekretd,
které prichazeji z varlat, spoleéné s luminalni tekutinou epididymis (Sullivan et al. 2007;
Tulsiani & Abou-Haila 2012; Parrilla et al. 2019). Koordinovana sekrece a endocytdza bun¢k
vedou k intenzivni zméné profilu proteint epididymalni tekutiny, ¢imz je navozena modulace
fyziologickych vlastnosti spermii (Souza et al. 2017).

Mezi proteiny epididymu vladne velky polymorfismus, ptedev§im v molekularni vaze.
Hlavnim divodem této heterogenity jsou posttranslaéni modifikace. Sekre¢ni aktivita
epididymis je nejvyssi v predni ¢asti epididymis a postupné klesa. Uvadi se, ze v caput
epididymis je sekretovano 83 %, v corpus ep. 16 % a v cauda ep. pouze 1 % z celkového objemu
(Dacheux et al. 2005). Identifikované proteiny v luminalni tekutiné¢ epididymu kance jsou
naptiklad proteiny rodiny ADAM (2, 3, 7), CRISPR 1 a 4, laktoferrin, mannosidaza,
prostaglandin D2 syntaza, albumin, HEX, HE1 nebo lactoferrin (Gadella 2014; Whitfield et al.
2015; Souza et al. 2017). Za dalsi proteiny muze byt zminén také GPXS5, ktery zabranuje
oxida¢nimu stresu pfi prichodu epididymem. V neposledni fadé€ je to samoziejmé ubiquitin,
ktery disponuje dulezitou vlastnosti, a tim je schopnost eliminace vadnych spermii. (Sutovsky
et al. 2001; Sutovsky 2003; Sullivan et al. 2007).

Studie uvadéji, Zze ubiquitin-proteazomovy systém se zapojuje do procesu epididymalni
maturace piedevSim pii degradaci defektnich spermii. Abnormalni spermie jsou v priabéhu
maturace a skladovani rozpoznavany a oznacovany ubiquitinem. Samotny ubiquitin je
vylucovan do epididymalni lumen pomoci hlavnich bunék epitelu. Ubiquitin se vaze piedevsim
na povrch spermie. Tento systém degradace defektnich spermii se da popsat jako aktivni
molekularni mechanismus pro kontrolu kvality spermii. Pravé to, Ze vyskyt spermii
s morfologickymi defekty je niz§i v proximalni ¢asti nez v distalni ¢asti epididymu, potvrzuje
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pravdivost této teorie. Likvidace abnormalnich spermii timto zptisobem byla popsana u kancd,
bykd, hiebcti, potkand, mysi i lidi (Sutovsky et al. 2001; Sutovsky 2003; Baska et al. 2008).
Studie Sutovského (2001) prokdzala, Ze ubiquitonované spermie vykazovaly viditelné defekty,
napiiklad abnormality hlaviéek ¢i axonemy, nebo mély spermie zdvojené hlavicky ¢i bi¢iky.

Samotna likvidace abnormalnich spermii je nasledné realizovana rozpusténim spermii,
nebo jsou spermie fagocytovany epitelialnimi buitkami epididymu. Fagocytdza probiha z vétsi
casti jeste pied vstupem spermii do cauda epididymis. Likvidace by tedy méla snizovat miru
ubiquitinace od caput ke cauda epididymis, coz bylo i prokazano ve studiich Sutoského
(Sutovsky et al. 2001; Sutovsky 2003). Studie Basky (2008) poskytuje dilkaz, Zze aktivita
ubiquitinového systému neni omezena na intracelularni prostfedi, coz pfispiva k lepsimu
porozuméni procesu zrani spermii béhem epididymalniho prichodu.

UPS v epididymu se dale zapojuje pii odstraniovani otcovské mitochondrialni DNA. Jiz
ve varleti pfi spermatogenezi dochdzi z navazani ubiquitinu na otcovské mitochondrie spermit,
anasledné je dokéaze epididymalni UPS rozpoznat. Rozpoznané mitochondrie jsou degradovany
pomoci UPS, coz vede k zaniku otcovské mitochondrialni DNA a podporuje se tim dédi¢nost
pouze mateiské mitochondridlni DNA (Sutovsky 2003).

Poslednim tkolem epididymu je skladovani maturovanych spermii, které jsou
pohyblivé a pIn¢ kompetentni k fertilizaci (Jones 1999; Tulsiani & Abou-Haila 2012).
Uchovani probiha v posledni c¢asti, tedy v cauda epididymis, kde je udrzovana stala teplota.
Buiiky epididymalniho epitelu (pfedevsim Cistici buiky) odstranuji piebytecnou vodu z
prostfedi, ¢imz dochazi ke zvySeni koncentrace spermii. Zaroven dochazi k acidifikaci
prostiedi, které je vhodné pro skladovani spermii. Zde spermie ¢ekaji az do chvile ejakulace do
sami¢iho pohlavniho traktu (Dacheux et al. 2005; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Robaire &
Hinton 2015; Souza et al. 2017).

3.5.2 Kapacitace

Po ejakulaci jsou spermie chranény semennou plazmou. Ta obsahuje dekapacitaéni
faktory, které obaluji a stabilizuji povrch spermie. SlouZi tedy jako ochrana proti pfedcasné
kapacitaci. Proteomické studie zatim odhalily 536 proteinii v semenné plazmé kancd, kde
dominovaly pfedevsim spermadheziny — proteiny o velikosti 12-16 kDa. Po ejakulaci spermatu
do samiciho traktu podstupuji spermie dal§i zmény (Zaneveld & Jonge 1991; Bailey 2010;
Nixon et al. 2014; Zigo et al. 2019a, Zigo et al. 2020). Do zmén je zahrnuto naptiklad odstranéni
extracelularniho glykoproteinového obalu spermie a dalsi remodelace spermie pomoci sekretu
délohy a vejcovodu. U kancich spermii dochazi predevsim k lipidové modifikaci v plazmatické
kdy spermie pomoci pasivniho pohybu, ktery je realizovan svalovymi stahy samice a tekutinou
samiciho traktu, doputuje pies délohu az k vejcovodu (Gervasi & Visconti 2016).

V této oblasti se nachazi funkéni rezervoar spermii. Pfesné misto rezervodru je druhové
specifické. U prasnic se rezervoar vyskytuje v utero-tubalnim spoji a v isthmu vejcovodu. Zde
dochazi k pfimému kontaktu s butikami epitelu vejcovodu (Bailey 2010). Zaroven zde probiha
urcita selekce, kdy ne vSechny spermie podstoupi kapacitaci (Gervasi & Visconti 2016). Dojde
Kk navazani spermii na bunky epitelu, coz vede k inhibici motility samotnych spermii a zaroven
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I k prodlouzeni jejich zivotaschopnosti (Bailey 2010; Gervasi & Visconti 2016). V navazani
spermii na epitelové bunky vejcovodu hraji dalezitou roli spermadheziny. U prasat jsou to
hlavné AQN 1a3a AWN (Zigo etal. 2019a). V dusledku interakci spermii s burikami samiciho
reprodukéniho traktu dochazi K riznym biochemickym, fyziologickym a funkénim zménam
(Arcelay et al. 2008; Bailey 2010; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Ferramosca & Zara 2014;
Gervasi & Visconti 2016). Samici trakt mize podpofit, ale i naopak zabrzdit prib¢éh kapacitace.
Hlavnim divodem zapojeni samiciho traktu do kapacitace je spravné naCasovani ptichodu
spermii, tak aby kapacitovana spermie dorazila ve spravnou chvili k ovulovanému oocytu
(Bailey 2010; Caballero et al. 2011).

Iniciace kapacitace nastava ve chvili, kdy dojde K odstranéni semenné plazmy a
nasledné k degradaci vy$e zminénych dekapacitacnich faktort, které jsou navazany na povrchu
spermie. Plazmaticka membrana podstupuje reorganizaci struktury a dochazi v ni
k mnohonasobnym enzymatickym aktivitam. Dojde k odtoku cholesterolu z plazmatické
membrany. Tento proces se nazyva cholesterolovy eflux. Eflux podporuje zmény v plazmatické
membrang, predevsim membranovy potencial a dojde ke zvyseni jeji permeability a jeji fluidity.
Takto propustnd membrana umoziiuje ptitok Ca?* (vapnikovy influx) a HCOs-. Influx navodi
aktivaci rozpustné adenylcyklazy a soub&zné s aktivaci dojde k navySeni produkce cAMP.
Produkce cAMP umoznuje aktivaci proteinkinazy A (PKA), ktera je nutna k aktivaci
proteinové tyrosinkinazy (PTK). Proteinova tysorinkinaza ma za tikol fosforylaci tyrosinovych
zbytkt na proteinech spermie jak v hlavicce, tak i v biciku. Fosforylace je hlavnim nastrojem
posttranslaénich modifikaci proteint, které jsou dulezité k regulaci n€kolika bunécnych aktivit.
V dusledku toho dojde k redistribuci proteint, K tvorb&é komplexti proteinti vazajicich se na ZP
a lipidii v membrané. Plazmatickd membréana je po kapacitaci povazovana za destabilni, a to
pravé z divodu ztraty vysokého mnozstvi cholesterolu (Spungin et al. 1995; Martinez &
Morros 1996; Bailey 2010; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Florman & Fissore 2015; Moura &
Memili 2016; Leemans et al. 2019; Zigo et al. 2019b).

Zmény v plazmatické membrané spermie se projevi i na vnéjsi akrozomalni membrané
a v akrozomalni matrix. Dochézi Kk prvotni pfipravé na akrozomalni exocytézu. Aby nedoslo
Kk ptedcasné akrozomalni reakci, udrzuje si vétSina sav¢ich spermii vnitini prostredi s kyselym
pH. Kyselé pH totiz udrzuje protedzu proakrosin v inaktivovaném stavu. V pribéhu kapacitace
se vSak pH zvySuje aZ na zésadité, coZ zméni proteazu na aktivni formu, tedy akrosin. Tim se
zahdji proteolyza v akrozomalni matrix. U kanc¢ich spermii se tento mechanismus také uplatiiuje
(Zimmerman & Sutovsky 2009; Kerns et al. 2016). Struktura vnéj$i akrozomalni membrany je
Vv pritbéhu kapacitace modifikovana pomoci enzymu UBA1 (Ubiquitin-like modifier activating
enzym 1) tak, aby byla schopna nasledné fuze s plazmatickou membranou spermie. Aktivita
enzymu UBA1l se projevuje zvySenou piitomnosti polyubiquitinovanych proteini.
Proteozomdlni aktivita tedy pfispivda k remodelaci plazmatické membrany spermie, coZ
potvrzuje i studie, kdy byly spermie kapacitovany s inhibitory proteazomu in vitro. U takovych
spermii nedoslo k remodelaci OAM na plazmatické membrané (Yi et al. 2012; Kerns et al.
2016; Zigo et al. 2019a; Zigo et al. 2019Db).

Do procesu kapacitace se zapojuje fada aktivit ubiquitin-proteazomového systému. Jsou
to predev§im aktivity ubiquitinem aktivovanych enzymi (UBE), aktivity mnohocetnych
proteozomalnich podjednotek, aktivity proteini obsahujicich valosine, které napomahaji 26S
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proteazomu rozpoznat ubiquitinovany substrat. Riizné chovani téchto podjednotek muze byt
pozorovano v akrozomu a Vv hlavni ¢asti biciku, kde se proteozomalni aktivity vyskytuji.
Aktivita byva i1 druhové specifickd, kdy napiiklad u lidi dochéazi v pribéhu kapacitace
k navySeni chymotrypsinové aktivity 20S podjednotky (Kong et al. 2009; Sutovsky 2011).
Predpoklada se, ze proteazom hraje dilezitou roli pii odstranovani proteinli vazanych na
membranu spermie V priab&hu kapacitace. Mira ubiquitinace by méla tedy s postupem
kapacitace rast. Bylo prokazano, ze inhibice proteazomu mulze zménit samotny prabeh celé
kapacitace (Kong et al 2009; Zigo et al. 2019b).

U kancich spermii dochazi k ubiquitinaci a nasledné degradaci za pomoci UPS
napiiklad u proteint rodiny AQN, AWN, PSP a také proteinu DQH. Nasledkem jejich
degradace ziskaji spermie schopnost uvolnit se z oviduktalniho rezervoaru. Inhibice
proteazomu zna¢né€ ovlivni cely proces uvolnéni spermie. Dalsim piikladem zapojeni
proteazomu muze byt i studie, pfi niz byl inhibovan enzym E1. Kvili nefunkénimu enzymu E1
nedojde ke ztrat¢ AQNI, a tim se snizi schopnost oplozeni spermie. AZ 75 % proteind rodiny
AQN a 90 % rodiny AWN je degradovano v prub&hu kapacitace za pomoci UPS. Zapojeni UPS
do kapacitace je prokazano také u proteinu MFGE8, ADAMDb5, SPINK2 a Sp32 (Zigo et al.
2019a; Zigo et al. 2019b). Bylo zjisténo, Ze béhem kapacitace dochazi ke zmén¢ az 52 proteind
(Li etal., 2016).

Vysledkem vsech kapacitacnich zmén je navyseni intracelularniho pH, vyssi fluidita
bunéénych membran, celkové zlepSeni motility, pfiCemz se objevuje novy vzorec pohybu, a
iniciace signalni drahy dependentni cAMP. Pii kapacitaci dochazi ke korelaci s cAMP, ktera
navySuje tyrosinovou fosforylaci. Protein, ktery prochazi v pribéhu kapacitace tyrosinovou
fosforylaci, je napiiklad u kance SP32 (protein vazajici akrosin) (Naz & Rajesh 2004; Arcelay
et al. 2008; Florman et al. 2008; Gervasi & Visconti 2016; Kerns et al. 2016).

Takové spermie jsou schopny uvolnit se z rezervoaru na zakladé fyziologickych zmén
ve spermiich, které zptisobuji hyperaktivaci spermii. Nejvet§si zmeéna spojovana s pocatkem a
udrzenim hyperaktivace je piitok Ca?* do cytosolu bi¢iku spermie. U savéich spermii pak musi
byt oteviené kanaly CatSper. Tyto kanaly jsou permeabilni pravé pro vapnikové ionty a jsou
tedy dulezité i pro dalsi akce, které vyzaduji pfitok vapnikovych ionti. Hyperaktivace je
doprovazena zvySenim amplitudy pohybu bic¢iku, coz napomaha spermiim plavat skrz hlen
vejcovodu a pronikat skrz ZP (Baker 2012; Ferramosca & Zara 2014). Spermie, které prosly
hyperaktivaci, mohou pro naslednou orientaci vyuzit systém chemotaxe. Ovulovany oocyt je
vyhledan spermii za pomoci chemoatraktantl, coz je signal, ktery oocyt vysilad. Vyuzitim
chemotaktickych mechanizmii spermie mize usmérnit pohyb spravnym smérem, a tim se 1épe
dostat k oocytu (Florman et al. 2008; Gervasi & Visconti 2016). Hyperaktivace je nasledné
potiebna 1 pro prachod spermie vejcovodem a k pronikani kumuldrnim komplexem a ZP.
Dalsim faktorem, ktery mize pomoci uvolnéni spermie z rezervoaru, je ¢innost proteazomu.
Pravdépodobné je uvolnéni spermii ovlivnéno i samotnou ovulaci. (Zimmerman & Sutovsky
2009; Bailey 2010; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Gervasi & Visconti 2016; Leemans et al.
2019).

Kapacitace spotfebovava velké mnoZstvi energie. Management energie je tedy pro
spermii velice dulezity. Metabolicka aktivita vytvafi energii za pomoci glykolyzy, oxidaci
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energetickych substrati a fosforylaci proteint, které jsou zafazeny do signalni kaskady
(Ferramosca & Zara 2014; Leemans et al. 2019).

Energie je zasadni komponentou v procesu motility. Motilita je totiz nasledné
udrzovana pomoci ATP, ktera je vytvarena v procesu glykolyzy a mitochondridlni oxidace, dale
pak pomoci Ca®** a HCOs-, které jsou piitomny v semenné plazmé a indukuji pohyblivost
spermie zvySenim syntézy cAMP (Ferramosca & Zara 2014; Gervasi & Visconti 2016;
Leemans et al. 2019).

Vysledkem kapacitace jsou tedy spermie, které jsou hyperaktivované a maji schopnost
se navazat na zona pelucida oocytu, dale dokazou podstoupit akrozomalni reakci a nasledné
mohou fuzovat se samotnym oocytem. VSechny tyto procesy jsou nezbytné v procesu oplozeni
(Arcelay et al. 2008; Bailey 2010; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Florman & Fissore 2015).

3.5.3 Akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce (AR) je nevratny fizeny proces, jehoz hlavnim déjem je exocytdza.
Akrozom je intracelularni membrana, kterd obaluje jadro bunky. Vapnikem fizena exocytdza
(obrazek 6) je spuSténa navazanim spermie na zona pellucida oocytu. Vazba spermie je
uskutecnéna pies specifické receptory. Ty jsou lokalizovany ptfedevS§im na predni strané
hlavicky spermie, kde interaguji s proteinem ZP3, ktery je lokalizovany na ZP oocytu.
Akrozomalni exocytoza je definovana jako osvobozeni akrozomalniho obsahu, ktery je souéasti
akrozomalni matrix, pii kterém dochazi i k odhaleni molekul, které jsou umistény na vnitini
akrozomalni membrané (Zaneveld & Jonge 1991; Morales & Llanos 1996; Zimmerman &
Sutovsky 2009; Bailey 2010; Tulsiani & Abou-Haila 2012; Leemans et al. 2016).

Expozice molekul vnitini akrozomalni membrany je velice dilezitad pro pozdéjsi fuzi
gamet. Jednim z proteini je IZUMOI, ktery se v pribchu AR pifemisti z vnitini akrozomalni
membrany do oblasti ekvatorialniho segmentu a nasledné je vystaven vnéjSimu prostredi. Role
IZUMOI1 spociva ve spolupraci s glykoproteinovym receptorem oocytu (JUNO). Jejich
spoluprdce napomdha k rozpoznéni oocytu a spermie mezi sebou a umoziuje tak flzi
plazmatickych membran gamet (Inoue 2005; Gervasi & Visconti 2016).

Spermie musi prodélat AR, aby byla schopna penetrovat ZP a navazat se na
plazmatickou membranu oocytu. Pokud k akrozomalni reakci nedojde, nebo kni dojde
predcasné, fertilizace neprobéhne. Spermie, kterd ma byt oplozeni schopné, musi mit akrozom
neporuseny az do chvile, kdy dojde k setkani obou gamet. Proto musi byt AR striktné
regulovana tak, aby v dobé akrozomalni exocytdzy bylo vajicko dostupné. Mechanismy, které
se staraji o regulaci, jsou velice komplexni a zahrnuji 1 cesty spojené s vapnikovymi ionty
(Florman et al. 2008; Gervasi & Visconti 2016). Oproti tomu byly vydany studie, které na
mySsich modelech potvrzuji, Ze k oplozeni doslo i spermiemi, které AR prod¢laly jiz béhem
pruchodu skrz kumularni komplex oocytu (Jin et al. 2011).

Dutlezité pro iniciaci akrozomalni reakce je tedy vyzadovano zvyseni koncentrace
volného intracelularniho vapniku (Morales & Llanos 1996; Sutovsky 2011). Pro vstup Ca®* do
spermie je zapotfebi hyperpolarizace kanalti pro Ca®* na plazmatické membrané, ktera probiha
jiz pii kapacitaci. Hyperpolarizace je docileno bud’ uzavienim kanali pro Na*, nebo otevienim
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kanal pro K*. Tieti moznosti je plisobeni obou dvou zpiisobii najednou (Gervasi & Visconti
2016). Dalsimi mechanismy, které se podileji na iniciaci a fizeni akrozomalni reakce U prasat,
jsou kandlové receptory neurotransmiterti, které jsou pfitomny v membrandch spermii. Byl
prokdzan vyskyt piedevS§im dvou receptord, a to glycinového receptoru a nikotin
acetylcholinového receptoru (Melendrez & Meizel 1995). Studie koniskych spermii naznacuji,
ze by dalsim faktorem v fizeni akrozomalni reakce mohl byt progesteron v oviduktalni tekutiné
samice (Cheng 1998). Pro iniciaci AR je také dilezité zapojeni UPS, ktery je zodpovédny za
remodelaci OAM a nékterych proteind, které jsou lokalizovany pravé v akrozomu (napf.
MFGES) béhem kapacitace. Provede-li se kapacitace spermii s inhibitory proteazomu in vitro,
dojde k zabranéni AR (Oliva et al. 2009; Zigo et al. 2019b).

Dalsim dilezitym krokem v pribéhu akrozomalni reakce je fize plazmatické membrany
spermie s vn&jsi akrozomalni membranou. Morfologické zmény je docileno pravé zvysenou
koncentraci vapnikovych iontl, ktera méni slozeni membran, predevsim ptitomnych lipidovych
slozek. Tato fize dava vzniknout smiSenym vezikulim neboli va¢kim, které obsahuji smés
komponent obou membran (Zaneveld & Jonge 1991; Morales & Llanos 1996; Tulsiani &
Abou-Haila 2012; Leemans et al. 2019).

Pfi fuzi je uvolnéna fada hydrolytickych enzymi, hlavné akrosin, ktery ma podobnou
aktivitu jako trypsin. Tyto enzymy jsou schopny lokalné rozpoustét ZP, a tim tak napomahaji
Kk penetraci ZP (Spungin et al. 1995; Leemans et al. 2019). Spole¢né s enzymy dojde k expozici
novych membranovych domén, které jsou nezbytné pro dalsi fazi oplozeni (Spungin et al.
1995). Je zménéna samotna Struktura membrany, ktera ma po fuzi vlasenkovou strukturu. Takto
zménénd membrana je schopna Se navazat na oolemu oocytu a miize dojit k fiizi obou gamet a
nasledné i k aktivaci oocytu (Kerns et al. 2016; Leemans et al. 2019). K naruseni ZP napomaha
i pfitomnost UPS s proteazomalnimi jednotkami, ktery degraduje nékteré proteiny na ZP
(Sutovsky 2003; Sutovsky et al 2004).

Ackoliv jsou AR a kapacitace na sobé& nezavislé déje, pokud neprobéhne jeden z nich,
k oplozeni nedojde. Akrozomalni reakce i kapacitace jsou tedy kritickymi body pro oplozeni
(Morales & Llanos 1996; Gervasi & Visconti 2016).

Proteazom hraje v procesu akrozomalni reakce velice dulezitou roli. Proteazom je u
sav¢ich spermii lokalizovan v samotné akrozomalni matrix, ale i na vngjsi a vnitini akrozomalni
mémbrané (Yi et al. 2010; Sutovsky 2011; Kerns et al. 2016). Zimmerman & Sutovsky (2009)
rozdéluje proteazom do dvou populacnich skupin. Prvni z nich je populace proteazomu pied
exocytozou, kterd se nachazi na vnéjsi akrozomalni membran¢. Druhou populaci je proteazom
po exocytoze, ktery je lokalizovan na vnitini stran¢ akrozomdalni membréany. Zde napomaha
sekundarni vazbé a pomoci proteolytickych aktivit usnadnuje proces penetrace spermie skrz ZP
oocytu.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, proteazom je soucasti procesu vazby spermie na zona
pellucida oocytu. Ucastni se i samotné akrozomalni reakce. Proteiny akrozomu jsou totiz
aktivng ubiquitinovany a degradovany pomoci akrozomalniho proteazomu jeste pred samotnou
vazbou gamet. Tim je usnadnéna akrozomalni exocytdéza ve chvili, kdy spermie dosahne
kontaktu se ZP oocytu (Zimmerman & Sutovsky 2009; Sutovsky 2011; Kerns et al. 2016).
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Bylo prokazano, ze inhibice ubiquitinace proteini piimo blokuje oplozeni. Inhibice
proteazomalni proteolyzy méni prubeéh akrozomalni reakce, blokuje penetraci ZP, ale neméni
miru vazby spermie na ZP (Sutovsky et al. 2004).

Jak jiz bylo vySe zminéno, enzym UBA1 je schopny modifikovat vnéjsi akrozomalni
membranu. Nasledné byla jeho pfitomnost prokazana i Vvjadie spermie pomoci
imunofluorescence. Jeho piitomnost naznacuje, Ze se ucastni i samotné akrozomalni reakce (Yi
et al. 2010; Zimmerman & Sutovsky 2012).

A

PM/OAM/IAM 26S™ ACMX DNA&CR

Obrazek 6. Schéma akrozomalni exocytdzy. V neporuseném akrozomu (a) jsou
proteazomy (Cervené hvézdy) vazany na vnitini i vnéj$i akrozomalni membrané. Jsou také
rozptyleny v akrozomalni matrici (ACMX - zelena). Pti vazbé spermie na zona pellucida (b) se
vytvoti vezikuly z vnéjsi akrozomalni membrany (OAM) a plazmatické membrany (PM), které
jsou potazené proteazomy. Spolecné s akrozomalni matrix vytvareji akrozomalni plast, coz je
pfechodna stabilni jednotka. Béhem penetrace (c) zbytky akrozomalniho plast¢ obklopuji
spojovaci ¢ast biCiku, zatimco Cast proteazomi zUstava spojena S vnitini akrozomalni
membranou (IAM) (Sutovsky 2011).
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4 Metodika
4.1 Material

Pokud neni uvedeno jinak, byly pouzity chemikalie od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA).

Ejakulované kan¢i spermie byly pouzity v podobé inseminacnich davek od firmy
ProAgro Nymburk (CZ) od plemene Landrace. Epididymalni spermie byly izolovany pomoci
injekéni jehly a stfikatky z nadvarlete dospélého kance miniprasete chovaného v Ustavu
7ivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR v Lib&chové.

Inseminacni davky 1 epididymalni spermie byly pifepravovany pii teplote 17 °C.
Experimenty byly provedeny ve $kolni laboratoii KVD CZU s bé&znou pokojovou teplotou a
osvétlenim. V pfipradé prace s luminiscen¢nimi pfipravky bylo osvétleni ztlumeno.

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava vzorki spermii

Do zkumavky typu Falcon bylo odméfeno 10 ml insemina¢ni davky kan¢ich spermii.
Obsah zkumavky byl odstfedén na centrifuze (LC-8 5000, Benchmark Scientific Inc., USA) pii
300 x g po dobu 10 minut. Vznikly supernatant byl odebran a vyhozen. Peleta byla doplnéna
PBS (0,01 M Phosphate buffered Saline; 0,138 M NaCl, 0,0027 M KCI; pH 7,4; Sigma-Aldrich,
USA) do celkového objemu 10 ml. Smés byla resuspendovana za pomoci jemného nasavani
pipetou. Suspenze byla znovu odstfedéna pomoci centrifugy pii 300 x g po dobu 10 minut.
Supernatant byl opét odebran a vyhozen. Promyti pomoci PSB bylo zopakovano jesté dvakrat.
Nasledné byla zkontrolovana koncentrace spermii v Biirkerové komtirce a v ptipad¢ vétsi nebo
mensi koncentrace, doslo k upravé na koncentraci 2,5 — 5 x 107 spermii na mililitr.

4.2.1.1 Subceluldrni frakcionace bunék

Subcelularni francionace bunék je urcena pro diferencialni extrakci proteinti ze savéich
bunck podle jejich subcelularni lokalizace. Pro subceluldrni frakcionaci byla pouzita souprava
od firmy Calbiochem (San Diego, USA). Pomoci extrakéniho pufru I se uvoliuji cytosolické
proteiny = frakce I|. Nasledné jsou membrany a membranové organely solubilizovany
extrak¢énim pufrem |1, aniz by byla naruSena integrita jadra a cytoskeletu = frakce Il. Déle jsou
nukleové proteiny obohaceny extrakénim pufrem I11 = frakce 111. Komponenty cytoskeletu jsou
nakonec solubilizovany extrakénim pufrem IV = frakce IV.

Pro frakcionaci byly pouzity promyté pelety ejakulovanych spermii a pelety spermii
z kauda epididymis o objemu 50 ul (pfiblizny pocet bungk 10%), které byly uloZeny
Vv plastovych mikrozkumavkach Eppendorf®. Extrakéni pufry I-111 a Benzonase® nukleaza
byly po celou dobu extrakce uchovavany také na ledu. Extrakéni pufr IV A i koktejl inhibitora
proteaz (Protease Inhibitor Coctail, Calbiochem, San Diego, USA) byly ponechany pfi
pokojové teploté.
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Byla pfipravena smés 1 ml chlazeného extrakéniho pufru I, ktery byl pfed pouzitim
dukladné promichan na vortexu (Vornado, Benchmark Scientific, USA), a 5 pl koktejlu
inhibitort proteaz. Tento roztok byl okamzité pfidan K peletim spermii a vSe bylo fadné
promichano na vortexu. Vzorek byl ponechan inkubovat po dobu 10 minut na ledu za
obCasného promichani na vortexu. Po 10 minutach byly mikrozkumavky pfesunuty do
centrifugy (Mikro 22R Hettich Zentrifugen, DJB Labcare, UK), kde byly odstfedény pii 4 °C a
1 000 x g po dobu 10 minut. Vznikly supernatant byl pfesunut do nové mikrozkumavky bez
poruseni pelety. Tim byla ziskana frakce I. Frakce I. byla dale uchovavana na ledu.

Extrakéni pufr I byl fadné€ promichan na vortexu, z ného byl odebran 1 ml a smichan
s5 ul koktejlu inhibitorti proteaz. Roztok byl ihned pfidan ke zbylé peleté. Vzorek byl
rozmichan na vortexu a ponechan na ledu inkubovat po dobu 30 minut za ob¢asného promichani
na vortexu. Po inkubaci byl vzorek odstfedén na centrifuze pti 4 °C a 6 000 x g po dobu 10
minut. Supernatant byl odebran do ¢isté mikrozkumavky a oznacen jako frakce Il. Frakce II.
byla ponechdna spolu s frakci 1 na ledu.

Naésledovalo pouZziti extrakéniho pufru III. Po promichani bylo pouzito mnozstvi 500 pul,
které bylo smichano s 5 ul koktejlu inhibitorti proteaz a 1,5 pl Benzonase® nukleazy. Roztok
byl ihned pfimichan k pivodni peleté. Peleta byla resuspendovana pomoci pipety. Vzorek byl
inkubovan opét na ledu po dobu 10 minut za ob¢asné¢ho promichéni na vortexu. Po 10 minutach
byl inkubovany vzorek odstfedén pomoci centrifugy pii 4 °C a 6 800 x g po dobu 10 minut.
Odebranim supernatantu do prazdné mikrozkumavky byla ziskana treti frakce. Frakce I1l. byla
umisténa na led k ostatnim frakcim.

Posledni frakce byla ziskana za pomoci extrakéniho pufru IV. Bylo pouzito 500 ul pufru
a 5 ul koktejlu inhibitort proteaz. Roztok byl okamzité piidan ke stavajici peleté. Peleta byla
resuspendovana pomoci pipety. Vzorek byl inkubovan na ledu po dobu 10 minut za ob¢asného
promichani pomoci vortexu. Po inkubaci nasledovalo odstfedéni vzorku na centrifuze pii 4 °C
a 10 000 x g po dobu 10 minut. Vznikly supernatant byl odebran do nové mikrozkumavky a
tim byla ziskana ¢tvrta frakce. Frakce IV. byla ulozena na ledu. Zbyla peleta byla ponechana a
oznacena jako Zbytek.

Pii dalSich subcelularnich frakcionacich byl pouZit obménény postup. Pii pouziti
extrakéniho pufru I bylo nejprve k peleté¢ pfiddino mnozstvi 1 ml. Peleta byla spole¢né
s extrakénim pufrem I resuspendovana pipetou. Nasledovalo rozdéleni smési do dvou
mikrozkumavek o stejném objemu a do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano dalSich 250 pl
extrakéniho pufru I, ktery byl smichan s 5 pl koktejlu inhibitort proteaz. Z jedné pelety bylo
timto zptisobem ziskdno vétsi mnozstvi vzorku. Nasledny postup byl stejny.

4.2.1.2 Precipitace pomoci acetonu

Mikrozkumavky s jednotlivymi frakcemi byly dale zpracovany. Frakce byly rozdéleny
nasledujicim zptsobem (obrazek 7) do dal§ich mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky pak
bylo pfidano 6ndsobné mnozstvi acetonu podle objemu frakce.

1., 2. frakce (objem po 1 ml)
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200 pl frakce

+ 1,2 ml acetonu

)

—°

200 pl frakce

+ 1,2 ml acetonu

200 pl frakce

+ 1,2 ml acetonu

200 pl frakce

+ 1,2 ml acetonu

200 pl frakce

+ 1,2 ml acetonu

3., 4. frakce (objem po 0,5 ml)

77

200 pl frakce

—°

150 pl frakce 150 pl frakce

+ 1,2 ml acetonu +900 pl acetonu +900 pl acetonu

Obrazek 7. Mnozstvi jednotlivych frakei v mikrozkumavkach spolu s mnoZstvim ptidané¢ho
acetonu.

Jednotlivé mikrozkumavky s frakcemi byly uchovavany na ledu minimalné€ po dobu 1
hodiny. Poté byly frakce promichany na vortexu a odstfedény na centrifuze pti 4 °C a 5 000 x
g po dobu 10 minut. Po odstfedéni byl odstranén vznikly supernatant a byla ponechana pouze
peleta. Mikrozkumavky byly ponechany oteviené na ledu k tzv. vydychani po dobu 10 minut.

Do jedné mikrozkumavky od kazdé frakce bylo pfidano 50 pl neredukujiciho
vzorkového pufru. Mnozstvi neredukujiciho vzorkového pufru bylo vypocteno podle poméru
objemu pelety a vzorkového pufru 1:2. Obsah mikrozkumavky byl promichan na vortexu. Cely
obsah mikrozkumavky byl pfenesen k dalsi peleté stejné frakce, smes byla resuspendovéana
pomoci pipety a promichana na vortexu. Stejnym zptisobem se pokracovalo az do chvile, kdy
od jedné frakce zbyla vzdy jedna mikrozkumavka s koncentratem.

50 pl nered.

vzork. pufru @ Q

O
I\

Koncentrat byl povaren pii 100 °C po dobu 5 minut na vyhiivané tfepacce (TS-100
BioSan, Latvia). Poté byl obsah mikrozkumavky promichan na vortexu a byl odstiedén pomoci
centrifugy pti 4 °C a 10 000 x g po dobu 3 minut. Vznikly supernatant byl odebran do nové
mikrozkumavky a byl zamrazen.



Obsah mikrozkumavky s nazvem Zbytek byl zpracovan obdobné. Obsah byl rozpustén
v neredukujicim vzorkovém pufru v poméru 1:2. Smés byla promichana pomoci vortexu a
povarena pii 100 °C po dobu 5 minut. Po vateni byl vzorek odstfedén na centrifuze pii 4 °C a
10 000 x g po dobu 3 minut. Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky a zamrazen.

4.2.1.3 Kapacitace spermii in vitro
Pro piipravu kapacitaéniho média byly pouzity nasledujici slozky (Tabulka 2), které

byly odvazeny pomoci vahy (EMB 200-2, Kern, CZ).

Tabulka 2. Slozky kapacita¢niho média

Slozka | Mnozstvi

Basic TL-Hepes | 50 ml

Glukéza (11 mM) | 0,099 g

Pyruvat (5 mM) | 0,0275 g

BSA (2%) | 1,00 g

NaHCOs | 0,0084 g

CaCl; x 2H.0 (2mM) | 0,0147 g

Basic TL-Hepes byl pfipraven z nasledujicich latek: 6,6634 g NaCl; 0,2386 g KCI;
0,0408 g NaH2PO4; 1,4 ml laktatu sodného; 0,1018 g MgCI2*6H20; 2,383 g Hepes; 0,0220 ¢
pyruvatu sodného; 2,186 g sorbitolu; 0,025 g gentamicinu; 0,065 g penicilinu; 0,1 g PVA
(Polyvinyl alkohol) v 1 litru destilované vody.

K promyté peleté ejakulovanych kancich spermii bylo pfidano kapacitaéni medium do
celkového objemu 10 ml. Zkumavka byla pfenesena na do CO> inkubatoru (MCO-19AIC,
Sanyo Electric, Japonsko), ktery vytvaii podminky pro navozeni kapacitace. Inkubace byla
rozdé€lena na tf1 Casové intervaly: 30 minut, 60 minut a 90 minut. Po dosaZeni kazdého ¢asového
intervalu byly ze zkumavky odebrany 3 ml vzorku do nové zkumavky.

Kazdy vzorek byl doplnén do 10 ml PSB, ve kterém byl promyt. Smés byla opét
odstfedéna na centrifuze pii 300 x g po dobu 5 minut. Po odstfedéni byl odebran supernatant a
vyhozen. Zkumavka s peletou byla opét doplnéna do 10 ml PBS a promyta timto zptisobem
jesté dvakrat.
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4.2.1.4 Izolace povrchovych proteinit spermii

Kapacitované a promyté vzorky spermii byly pouzity pro izolaci povrchovych proteint
za pomoci soupravy Pierce® Cell Surface Protein Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA). Dale byly pouzity vzorky promytych ejakulovanych spermii.

Jedna lahvicka (12 mg) Sulfo-NHS-SS-Biotinu byla rozpusténa v 48 ml vychlazeného
PSB. Ke kazdému vzorku bylo nasledné pfidano 3 ml tohoto roztoku. Zkumavky se vzorky
byly inkubovany v lednici po dobu 30 min za obCasného jemného promichani. Po inkubaci byly
do kazdé zkumavky ptidany 3 ml TBS (25 mM Tris, 0,15 M NaCl, pH 7,8). Obsah byl
resuspendovan pomoci pipety. Smés byla odsttedéna na centrifuze (LC-8 5000, Benchmark
Scientific Inc., USA) pti 500 x g po dobu 3 minut. Vznikly supernatant byl odebran a vyhozen.
Ke zbylé peleté byly ptfidany 3 ml TBS a znovu byla smés promichédna, nasledn¢ odstfedéna na
centrifuze se stejnymi parametry a supernatant byl opét odebran a vyhozen.

200 pl lyzaéniho pufru (Lysis Buffer, Thermo Fisher Scientific, USA) bylo pfidano
K odstfedénym vzorkiim a suspenze byla dtikladné promichéana. Poté byly vzorky rozdéleny do
mikrozkumavek s objemem 1,5 ml a inkubovany na ledu po dobu 30 minut. Kazdych 5 minut
byl obsah rozmichan pomoci vortexu. Po inkubaci byly vzorky odstiedény na centrifuze pti 4
°C a 10 000 x g po dobu 2 minut. Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky a tim byl
ziskan lyzat.

Pfed pouzitim gelovych kulic¢ek s imobilizovanym avidinem (Immobilized NeutrAvidin
Gel, Thermo Fisher Scientific, USA) byla suspenze kuli¢ek v pufru jemné promichéana. Poté
bylo odebrano 300 pl gelu a byl piidan do specialni kolonky. Kolonky byly nasazeny do sbérné
mikrozkumavky (obrazek 8). Obsah byl odstfedén za pomoci centrifugy piti 4 °C a 1000 x g po
dobu 1 minuty. Obsah, ktery protekl do sbérnych mikrozkumavek, byl vyhozen.

Obrazek 8. Specialni kolonka se sbérnou mikrozkumavkou (Thermo Fisher Scientific,
USA).

Do kolonky bylo pfidano 500 pl promyvaciho pufru (Wash Buffer, Thermo Fisher
Scientific, USA). Obsah byl jemné resuspendovan pomoci pipety a kolonka byla opét
centrifugovana po dobu 1 minuty pfi 1000 x g. Supernatant, ktery protekl do sbérné
mikrozkumavky, byl vyhozen. Tento krok byl zopakovan jesté dvakrat.

Na spodni ¢ast kolonky byla ptidana ¢epicka tak, aby obsah kolonky nemohl vytékat do
sbérné mikrozkumavky. Ke gelovym kulickdm do kolonky byl pfidan lyzat spermii a horni

vicko bylo uzavieno. Obsah byl inkubovan po dobu 60 min na rota¢ni tfepacce (MX-T6-Pro,
dLab Scientific, USA).
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Po inkubaci bylo otevieno horni vicko a odstranéna cepicka. Kolonka byla zpét
nasazena do sbérné mikrozkumavky. Bylo provedeno odstfedéni obsahu kolonky na centrifuze
pii 1000 x g po dobu 1 minuty. Obsah, co protekl do sbérné mikrozkumavky, byl vyhozen.

V 10 ml promyvaci pufru byla rozpusténa 1 tableta inhibitortii protedz. Ke kazdé kolonce
bylo piidano 500 ul roztoku. Nasledovalo odstiedéni smési pomoci centrifugy pii 1000 x g po
dobu 1 minuty. Obsah, ktery protekl do sbérné mikrozkumavky, byl vyhozen. Promyti pomoci
promyvaciho pufru bylo provedeno jesté jednou. Do kolonky bylo opét ptidano 500 pl
promyvaciho pufru a cely obsah byl pifenesen do mikrozkumavky Eppendorf® o objemu 1,5
ml. Obsah byl odstfedén na centrifuze se stejnymi hodnotami a supernatant byl a vyhozen.

Pro vytvoreni 50 mM dithiotreitolu DTT bylo ptidano 47,4 ul DTT solution do 900 pl
vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Do kazdé mikrozkumavky se vzorkem bylo pfidano
150 ul vzorkového pufru s DTT. Vzorek byl povaien pti 95 °C po dobu 5 minut odstiedén pii
1000 x g po dobu 2 minut. Vznikly supernatant byl odebran do nové mikrozkumavky a
ptipraven pro SDS elektroforézu.

Timto zpisobem byly ziskdny vzorky, které obsahovaly povrchové proteiny
ejakulovanych spermii a spermii, které prosly kapacitaci po dobu 30, 60 a 90 minut.

4.2.2 Vyhodnoceni vzorki

4.2.2.1 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Byla provedena elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi sodium
dodecylsulfatu (SDS). Byla pouzita aparatura pro vertikalni elektroforézu (Mini-PROTEAN
Tetra, Bio-Rad, USA).

Nejprve byla sestavena aparatura elektroforézy. Poté byl pfipraven 12% akrylamidovy
separacni gel. Gel byl pfipraven z nasledujicich slozek: 3,5 ml destilované vody, 2,5 ml 1,5 M
Tris. HCI pH 8,8 (Bio-Rad, Hercules, USA), 4,0 ml 30% akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad,
USA), 100 ul 10 % SDS, 4,5 ul TEMED, 70 pl 10% persiranu amonného. Z vyse uvedeného
mnozstvi byly pfipraveny dva gely. Pfipraveny gel byl pomoci pipety nalit mezi skla aparatury
a vrchni ¢ast byla ptrevrstvena destilovanou vodou. Polymerace gelu trvala 30 minut.

Nasledovala ptiprava 4% zaostfovaciho gelu, ktery byl smichan z nasledujicich sloZek:
1,52 ml destilované vody, 0,625 ml 0,5 M Tris. HCI pH 6,8 (Bio-Rad, USA), 0,325 ml 30%
akrylamid/bis-akrylamid (Bio-Rad, USA), 0,025 ml 10% SDS, 3,8 ul TEMED, 50 ul 10%
persiranu amonného. Destilovana voda, ktera byla nalita mezi skly, byla odlita. Misto ni byl
mezi skla nalit pomoci pipety piipraveny zaostfovaci gel. IThned po naliti byly do gelu vlozeny
hiebinky pro tvorbu jamek. Gel byl ponechan polymerovat po dobu 10 minut.

Ptipraveny gel ve sklech byl pfenesen do aparatury elektroforézy (Mini-Protean Tetra
System, Bio-Rad, USA). Nadoba byla zalita elektrodovym pufrem. Elektrodovy pufr, ktery byl
5x koncentrovany, byl ptipraven z 15 g Tris, 72 g glycinu, 5 g SDS, 1 1 destilované vody. Pufr
byl nafedén v poméru 1:4. Po naliti pufru byly hiebinky z gelu vyndany. Nejprve byly naneseny
do prvnich jamek 3 ul proteinového molekulového standardu (Precision Plus Protein Dual
Color Standards, Bio-Rad, USA), poté byly do jamek naneseny pfipravené vzorky (tabulka 3).
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Tabulka 3. Mnozstvi nanesenych vzorkd do jamek gelu: C (celkové proteiny), I (frakce
I), II (frakce II), I1I (frakce III), IV (frakce IV), Zb (zbytek proteini), Ej (ejakulované), kap. 30°
(kapacitované po dobu 30 minut), kap. 60° (kapacitované po dobu 60°), kap. 90° (kapacitované
po dobu 90°).

Frakce 10pulC 20 ul I 20 pl 11 20l I {20 pnl IV | 10 pul Zb
ejakulované

Frakce 10pulC 20 pl I 20 ul I 20plOr |20 ulIV- | 10 ul Zb
epididymalni

Epididymalni | 15 ul Ep I 15 ul Ep 1l
spermie

Povrchové 15 ul Ej 15 ul kap. 30¢ 15 pl kap. 60° 15 pl kap. 90°
proteiny
spermii

Pfipravend aparatura S nanesenymi vzorky byla zapojena ke zdroji elektrické energie.
Na pfistroji bylo nastaveno nejprve 80 V, po 30 minutach bylo napéti zvyseno na 140 V. Pii
takovém nastaveni byla elektroforéza ponechana ptiblizné dalsi hodinu, dokud nebyly proteiny
v gelu zcela rozdéleny. Po skonceni elektroforézy byly gely vyndany do misky, kde byly
promyty v destilované vodé.

4.2.2.2 Western blot

Pro elektroptenos proteinti z gelu na membranu byla pouzita metoda Western blot. Pro
metodu bylo potieba sestaveni kazety, kam byl ulozen gel se separovanymi proteiny z SDS
elektroforézy a nitrocelulézova membrana (Hybond C, Amersham Biosciences, UK). Sestaveni
kazety bylo provedeno nasledujicim zptisobem (Obrazek 9). Dalsi komponenty, které byly
pouzity, byly filtratni papiry Whatman (Chromatography paper, GE Healthcare, USA) a
houbicky. VSechny vyse uvedené komponenty byly ponofeny v transferovém pufru, ktery byl
slozen z 3,03 g Tris, 14,4 g glycinu, 200 ml metanolu, 800 ml destilované vody, po dobu 15
minut.
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Obrazek 9. SloZeni kazety pro Western blot (upraveno z https://www.biolegend.com/en-
us/western-blot).

Ptipravené kazety byly nasledné vlozeny do aparatury pro elektropienos. Aparatura byla
zapojena do zdroje elektrického napéti, ktery byl nastaven na 0,5 A. Samotny pienos trval 1
hodinu a 15 minut. Po pienosu byla kazeta vyjmuta z aparatury a z ni byla membrana pienesena
do misky, ve které byla membrana promyta destilovanou vodou. Nasledn¢ bylo k membrané
piidano barvivo Ponceau S po dobu 1 minuty. Tim bylo provedeno barveni ptfenesenych
proteini. Membrana byla poté znovu omyta destilovanou vodou a nasledné i pomoci roztoku
PBS s piidavkem 0,1 % Tween 20 (Merck, Némecko) (PBS-T).

4.2.2.3 Imonudetekce

Na pfipravené membrané byly nejprve deaktivovana volna mista pomoci 5 % suseného
mléka (Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk, Bio-Rad, USA) rozpusténého v PBS.
Membrany byly inkubovany pii pokojové teploté na linearni tiepacce (SK-L180E, dLab,
Scientific, Inc, USA) po dobu 1 hodiny. Poté byla membrana promyta v PBS-T.

Byly pfipraveny primarni protilatky proti ubiquitinovanym proteinim. Byly pouzity
celkem dvé¢ protilatky FK2 (Mono- and polyubiquitinylated conjugates monoclonal antibody,
Enzo Life Sciences, USA) a PA2 (Poly-Ubiquitin Polyclonal Antibody, Thermo Fisher
Scientific, USA). Dale byla pouzita protilatka proti proteazomu anti-Proteazom (Proteasome
20S core subunits polyclonal antibody, Enzo Life Sciences, USA). FK2, PA2 byly fedény
v poméru 1:250 s PBS, anti-Proteazom v poméru 1:250 a 1:500 s PBS. Protilatky byly
naneseny na membrany a inkubace prob¢hla pres noc v lednici.

Po inkubaci byly membrany pieneseny do zkumavky typu Falcon a byly promyvany
v PSB-T na rotac¢ni tiepacce (MX-T6-pro, dLab Scientific, USA) po dobu 10 minut celkem 3x
kvili odstranéni piipadnych nespecifickych interakci. Poté byly pfipraveny sekundarni
protilatky. Pro FK2 byla piipravena GAM (goat anti-mouse 1gG (L+H), Horseradish
Peroxidase-Linked, Bio-Rad, USA) fedéna s PBS v poméru 1:3000. Pro PA2 a protilatku proti
proteazomu byla piipravena GAR (goat anti-Rabbit 19G (L+H) s kifenovou peroxodazou, Bio-
Rad, USA) fedéna ve stejném poméeru. Membrana byla inkubovana pfi laboratorni teploté na
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rotacni tfepacce po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byly membrany promyvéany v PBS-T na rota¢ni
tiepacce po dobu 5 minut celkem 6x.

Membrany byly nésledné pouzity pro vizualizaci specifické detekce proteinu
protilatkou za pomoci chemiluminiscencniho substratu (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific, USA; SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific, USA). Vyhodnoceni probéhlo na
ptistroji Azure (Azure, c¢300, Azure Biosystems, USA). Byla provedena denzitometricka
analyza detekovanych proteinli za pomoci programu Image Studio Lite Verze 5.2 (LI-COR
Biosciences, USA). V programu Microsoft Excel (2016) byly vytvoieny kalibra¢ni kiivky
k detekovanym proteintim, podle kterych byly odhadnuty molekularni vahy danych proteint.

4.2.2.4 Nepiimd imunofluorescence

Pro imunofluorescenci byly pouzity roztéry epididymalnich spermii odebrané z caput
epididymis a cauda epididymis, které byly piipraveny vlhkou fixaci pomoci vymrazeného
acetonu a metanolu v poméru 1:1. 20 pl suspenze spermii bylo zakapnuto 50 ul fixa¢niho
roztoku a po 5 minutach byl preparat oplachnut PBS. Po osuseni byla skla se vzorky spermii
skladovéna ve 4 °C.

Byla pfipravena vlhka komtrka, kterd obsahovala navlhéenou bunicinu. Skla se vzorky
byla nejprve oplachnuta pomoci PBS a vysusena filtraénim papirem. Poté byla pienesena do
komirky. Na kazdy vzorek bylo naneseno 150 ul blokovaciho roztoku SuperBlock (Blocking
Buffer in PBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Komirka byla zaviena a vzorky
byly inkubovany po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Po inkubaci byla sklicka
promyta PBS a osuSena na filtracnim papiru. Sklicka byla vracena do komiirky, kde na n€ bylo
ptidano 50 pl primarni protilatky. Byla pouzita protilatka proti ubiqutinovanym proteinim PA2
a protilatka proti proteazomu anti-Proteazom. PA2 bylo fedéno s PBS v poméru 1:50 a anti-
Proteazom v poméru 1:50 a 1:100. Pro kontrolu bylo pouZito 50 ul PBS. Rozmisténi primarnich
protilatek a PBS na vzorky bylo nasledujici (Obrazek 10).

@ ..-@

Obrazek 10. Rozmisténi primarnich protilatek na preparatech spermii pro nepiimou
imunofluorescenci.

Timto zplisobem ptipravené vzorky byly inkubovany pies noc v lednici. Druhy den byly
vzorky promyty PBS a osuseny pomoci filtracniho papiru. Byly pfipraveny sekundarni
protilatky GAR 488 (Alexa Fluor 488 goat anti-Rabbit 1gG (H+L), Thermo Fisher Scientific,
USA), ktera ma pod fluorescencnim mikroskopem zelenou barvu. GAR bylo nafedéno PBS
v poméru 1:300. Sekundarni protilatky byly pfidany ke vzorkim po 100 pl ke kazdému a byly
inkubovany v zaviené komirce 45 minut.
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Po inkubaci byly vzorky promyty v PBS a osuseny o filtracni papir. Ke vzorkim bylo
ptidano 100 ul PNA lektinu (Rodamin Peanut aglutinin, Vector Laboratories, USA), ktery byl
nafedény s PBS v poméru 1:500. Vzorky byly inkubovéany opét v zaviené komtirce po dobu 30
minut. PNA lektin oznacil na spermiich vnéj$i akrozomalni membranu, ktera pod mikroskopem
svitila ¢ervenou barvou.

Inkubované vzorky byly opét promyty v PBS a nésledné také v destilované vodé.
Vzorky byly fadné osuSeny filtra¢nim papirem. Na sklicka bylo naneseno 10 ul DAPI (Antifade
Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, USA) ke kazdému vzorku, oznacujici
jadro, kter¢ je vizualizovano pod mikroskopem modrou barvou. Vzorky byly nasledné ptikryty
krycimi sklicky a vysledky byly vyhodnoceny pod fluorescenénim mikroskopem (Nikon,
Japonsko).

33



5 Vysledky
5.1 Sledovani miry ubiquitinace proteini

Pro zjisténi miry ubiquitinace v proteinech kancich spermii byly cilené izolovany
proteiny ze subcelularnich frakci ejakulovanych spermii a spermii z cauda epididymis (kap
4.2.1.1). Dale byly izolovany proteiny z ejakulovanych spermii a spermii z caput epididymis a
cauda epididymis a proteiny z povrchu ejakulovanych a in vitro kapacitovanych spermii (kap
4.2.1.3). Ubiquitinované proteiny ve vzorcich spermii byly detekovany pomoci dvou vybranych
protilatek, a to FK2 a PA2. Navic byla zjistovana pfitomnost proteazomu v proteinech spermii.

5.1.1 Detekce ubiquitinovanych proteini v epididymalnich spermiich

Detekce ubiquitinovanych proteinit v epididymalnich spermiich v pribéhu jejich
maturace byla provedena po elektroforetické separaci proteint (kap 4.2.2.1) s naslednou
Western blot imunodetekei (kap. 4.2.2.3). Pro imunodetekci byly pouzity vzorky proteint
epididymalnich spermii z caput epididymis a cauda epididymis (obrazek 11A). Znaceni
ubiquitinace proteint prob&éhlo pomoci primarni protilatky FK2.

Imunodetekce prokazala vyssi vyskyt ubiquitinovanych proteint ve spermiich z cauda
epididymis. Denzitometricka analyza, ktera byla vztazena k mnoZstvi nanesenych proteint,
potvrdila, Ze vice ubiquitinovanych proteinii se nachazi ve spermiich z cauda epididymis
(obrazek 11C).

Nejvétsi navySeni ubiquitinace bylo prokazano v obou vzorcich spermii v pfiblizné
molekulové vaze 35 kDa. Ve spermiich z caput epididymis bylo detekovano zvySené mnoZzstvi

také v molekulové vaze 100 kDa. Spermie zcauda epididymis vykazovaly zvySenou
ubiquitinaci je$té u proteint V molekulové vaze 75, 45, 40 a 30 kDa.

34



A) B) C)

kDa kDa
250>
1283 150> v
100> 100> |
75—> 75— g L0
©
505 50— § 8
g
B7—> 37> e
c 6
E
25 25> s 4
5
20—> 20> €
155 15> o
—_ v —_ Epl Ep3

Epididymalni spermie

Obrazek 11. Imunodetekce ubiquitinovanych proteint epididymalnich spermii pomoci
primarni protilatky FK2 (A), vizualizované proteiny epididymalnich spermii na membrang,
ktera byla pouzita pro imunodetekci (B), relativni mira ubiquitinace proteint epididymalnich
spermii vychazejici z denzitometrické analyzy (C); Epl — spermie z caput epididymis, Ep3 —
spermie z cauda epididymis.

Dale byla provedena detekce ubiquitinovanych proteinti pomoci primarni protilatky
FK2 v subcelularnich proteinovych frakcich (kap. 4.2.1.1) izolovanych z epididymalnich
spermii z cauda epididymis. Vysledky detekce byly hodnoceny denzitometrickou analyzou
(graf 1). Imunodetekce ukazala nékolik ubiquitinovanych proteint ve vSech ¢tyfech frakeich
(obrazek 12). Podle denzitometrické analyzy vztazené na celkové mnozstvi proteini bylo
nejvice ubiquitinovanych proteinii detekovano v cytoskeletalni frakci (frakce IV.). Druha
nejvys$i mira ubiquitinace byla naméfena v prvni neboli cytosolické frakci. V druhé
(membranové) frakci a ve tieti (jaderné) frakci ubiquitinace proteinti byla nizsi (graf 1).

V cytosolické frakci bylo nalezeno nejvice ubiquitinovanych proteind ve
vysokomolekularni oblasti nad 150 kDa. Dalsi ubiquitinované proteiny byly zjistény v pfiblizné
molekulové vaze 70 kDa, 50 kDa 30 kDa a 25 kDa. Podobné se v membranové frakci nachéazi
vétsi mnozstvi ubiquitinovanych proteinti v pfiblizné molekulové hmotnosti 150, 70, 30 a 25
kDa.V jaderné a cytoskeletalni frakci bylo detekovano vy$$i mnozstvi ubiquitinovanych
proteinti nad 150 kDa a kolem 70 kDa.
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Obrazek 12. Imunodetekce ubiquitinovanych proteint epididymalnich spermii z cauda
epididymis pomoci primarni protilatky FK2 (A); vizualizované proteiny epididymalnich
spermii na membrang, ktera byla pouzita pro imunodetekci (B); C — celkové proteiny, I. —
cytosolicka frakce, I1l. — membranova frakce, I1l. — jaderna frakce, IV. — cytoskeletalni frakce,

Zb. — zbytkové proteiny.
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Graf 1. Relativni mira ubiquitinace proteinti epididymalnich spermii z cauda epididymis
vychazejici z denzitometrické analyzy: |. — cytosolicka frakce, Il. — membranova frakce, I11. —
jaderna frakce, I'V. — cytoskeletalni frakce.
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Lokalizace ubiquitinovanych proteinit byla pozorovana i za pomoci nepiimé
fluorescen¢ni mikroskopie. Pro sledovani byly pouzity preparaty spermii z caput a cauda
epididymis, které byly ptipravené vlhkou fixaci (kap. 4.2.2.4). Jako primarni protilatka byla
pouzita PA2 fedénd v poméru 1:50. Pro negativni kontrolu byly natéry inkubovany pouze s PBS
a sekundarni protilatkou GAR 488 (zelena barva). Pro detekci akrozomu byl pouzit PNA lektin
znaceny Rhodaminem (Cervena barva). Oznaceni jadra bylo provedeno pomoci DAPI (modra
barva). Preparaty byly pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem.

U vsech pouzitych preparatii bylo zjisténo, Ze pouzité primdrni protilatky nereagovaly
S ubiquitinovanymi proteiny. Lokalizaci ubiquitinovanych proteint tedy nebylo mozné provést
ani u jedné skupiny epididymalnich spermii. Jadro i akrozom spermii byly zbarveny. Na
obrazku 13 je reprezentativni snimek preparatd spermii z cauda epididymis a negativni kontrola
(obrazek 14).

-
-

Obrazek 13. Lokalizace ubiquitinovanych proteind ve spermiich z cauda epididymis
pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem. A — vazba protilatky PA2, ktera neoznacila
7adné ubiquitinované proteiny, B — akrozomy oznac¢ené lektinem PNA (Cervena), C — jadra
oznacena barvivem DAPI (modra), D — kombinovany snimek pro celkovy pohled. Zvétseni
400x.
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Obrazek 14. Negativni kontrola se sekundarni protilatkou GAR 488. Spermie z cauda
epididymis pozorované pod fluorescenénim mikroskopem. A — fluorescen¢ni signal GAR 488
(zelena), B — akrozomy oznacené lektinem PNA (Cervena), C — jadra oznacena barvivem DAPI
(modrd), D — kombinovany snimek pro celkovy pohled. Zvétseni 400x.

5.1.2 Detekce ubiquitinovanych proteinii ejakulovanych spermii

Byla zjistovana také mira ubiquitinace proteinti ejakulovanych spermii v subcelularnich
frakcich. Detekce ubiquitinovanych proteint byla provedena pomoci primarni protilatky FK2
(obrazek 15A). Velké mnozstvi ubiquitinovanych proteini bylo prokazano ve
vysokomolekularni oblasti nad 250 kDa ve vsech ¢tyiech frakcich.

Nejbohatsi frakce na ubiquitinované proteiny byla cytoskeletdlni frakce a poté
cytosolicka frakce. V jaderné frakci bylo detekovano nejméné ubiquitinovanych proteint a
v membranové frakci je viditelné mirné navySeni ubiquitinace. V tomto ptipadé nebylo mozné
provést denzitometrické vyhodnoceni z diivodu vysoké intenzity signdlu ve vysokomolekularni
oblasti.
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Obrazek 15. Imunodetekce ubiquitinovanych proteinti v ejakulovanych spermiich
pomoci primarni protilatky FK2 (A), vizualizované proteiny ejakulovanych spermii na

membrané, kterd byla pouzita pro imunodetekci (B); C — celkové proteiny, |. — cytosolicka
frakce, Il. — membranova frakce, Ill. — jaderna frakce, 1V. — cytoskeletalni frakce, Zb. —
zbytkové proteiny.

Byla provedena negativni kontrola sekundarni protilatky GAM pomoci imunodetekce,
kdy byly proteiny na membrané inkubovany pouze s PBS bez primarni protilatky. Vysledek
prokazal, ze pti imunodetekci nedochazi k nespecifickym vazbam sekundarni protilatky GAM-
Px (obrazek 16A).
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Obrazek 16. Vysledek negativni kontroly po inkubaci se sekundarni protilatkou GAM-
Px (A), vizualizované proteiny ejakulovanych spermii na membrané, ktera byla pouZita pro

kontrolu (B); C — celkové proteiny, |. — cytosolicka frakce, Il. — membranova frakce, I1l. —
jaderna frakce, IV. — cytoskeletalni frakce, Zb. — zbytkové proteiny.

Detekce ubiquitinovanych proteini v subcelularnich frakcich ejakulovanych spermii
byla provedena také pomoci primarni protilatky PA2, kterd rozpoznava pouze polyubiquitinaci
na proteinech. Vysledky detekce (obrazek 17A) prokazaly piitomnost ubiquitinovanych
proteini. Pomoci kalibra¢ni kiivky byly ur¢eny piiblizné molekulové hmotnosti detekovanych
proteint. Ubiquitinované proteiny se pohybovaly v ptiblizné molekulové vaze 100 kDa, 60
kDa, 50 kDa, 40 kDa a 30 kDa. Ubiquitinovany protein o 30 kDa byl detekovan pouze ve frakci
jaderné (frakce III.), naopak 100 kDa protein byl nalezen prevdzné v cytoskeletalni frakci IV.
Protein detekovany v mol. hm. 50 kDa chybi pouze v cytoskeletalni frakci. Podobné
ubiqutinované proteiny byly detekovany také pfi pouZiti primarni protilatky FK2 (obrazek
15A).

Denzitometrickou analyzou bylo zjistovano relativni zastoupeni ubiquitinovanych
proteinti 0 molekulové vaze 60 kDa a 40 kDa, které byly detekovany ve vSech Ctyfech
subcelularnich frakcich (graf 2). Z analyzy je patrné, Ze nejsiln€jsi signal vykazuji proteiny
Vv cytosolické a cytoskeletalni frakci. Pricemz dektekce proteinu 0 molekulové vaze 60 kDa byla
vyrazné siln€jsi v cytosolické frakci. Naopak protein o molekuldrni hmotnosti 40 kDa m¢l

v

nejsilnéjsi signal v cytoskelelalni frakci.
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Obrazek 17. Imunodetekce ubiquitinovanych proteintt Vv ejakulovanych spermiich
pomoci primarni protilatky PA2 (A), vizualizované proteiny ejakulovanych spermii na

membrané, kterd byla pouzita pro imunodetekci (B); C — celkové proteiny, |. — cytosolicka
frakce, Il. — membranova frakce, Ill. — jaderna frakce, 1V. — cytoskeletalni frakce, Zb. —
zbytkové proteiny.

H60 kDa m40kDa
0,08

0,07

o
o
(&)}

0,05
0,04

0,03

0,02
. -
) B @ ==
1. 1. V.

Relativni mira ubiquitinace

Subcelularni frakce

Graf 2. Mira ubiquitinace proteinti detekovanych v molekulovych hmotnostech 60 kDa
a 40 kDa v jednotlivych subcelularnich frakcich ejakulovanych spermii vychazejici z
denzitometrické analyzy. I. — cytosolicka frakce, II. — membranova frakce, III. — jaderna frakce,
IV. — cytoskeletalni frakce.

Dale byla provedena negativni kontrola se sekundarni protilatkou GAR-PX pomoci
imunodetekce, kdy byly separované proteiny inkubovany pouze s PBS bez primarni protilatky.
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Vysledek prokazal, Zze pii imunodetekci nedochazi k nespecifickym vazbam sekundarni
protilatky GAR-PX (obrazek 18A).
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Obrazek 18. Vysledek negativni kontroly se sekundarni protilatkou GAR-Px (A),
vizualizované proteiny ejakulovanych spermii na membrané, ktera byla pouzita pro kontrolu
(B); C — celkové proteiny, 1. — cytosolicka frakce, II. — membranova frakce, I11. —jaderna frakce,
IV. — cytoskeletalni frakce, Zb. — zbytkové proteiny.

5.1.3 Sledovani miry ubiquitinace povrchovych proteini u kapacitovanych spermii

V dalsi experimentalni ¢asti byla sledovana mira ubiquitinace povrchovych proteinti v
prubéhu kapacitace. Do experimentu byl zafazen vzorek ejakulovanych spermii oznaceny jako
spermie s ¢asem kapacitace 0 minut. Dale pak spermie, které byly kapacitovany po dobu 30
minut, 60 minut a 90 minut (kap. 4.2.1.3). Ze spermii byly poté izolovany povrchové proteiny
(kap. 4.2.1.4). Detekce mono- a polyubiquitinovanych povrchovych proteini kapacitovanych
spermii byla provedena pomoci primarni protilatky FK2. Vysledky imunodetekce (obrazek
19A) po provedeni denzitometrické analyzy (graf 3) ukazaly, Zze mira ubiquitinace klesa
spole¢n¢ s délkou kapacitace. Nejvice ubiquitinovanych proteint bylo ve vzorku ejakulovanych
spermii pred zac¢atkem kapacitace. Skokove mira ubiquitinace klesla po prvnich 30 minutach i
po dalSich 30 minutach (¢as 60°). Po hodiné kapacitace mnozstvi ubiquitinovanych proteint
v extraktech spermii dale klesalo pouze mirné.

Detekce ukdzala, ze nejvice ubiquitinovanych povrchovych proteinii se pohybovalo
V rozmezi ptiblizné molekulové vaze od 120 az po 250 kDa, dale v rozmezi mezi 40 a 60 kDa,
30 az 35 kDa (obrazek 19A).
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Obrazek 19. Imunodetekce ubiquitinovanych proteint izolovanych z povrchu
ejakulovanych a kapacitovanych spermii pomoci primarni protilatky FK2 (A), vizualizované
povrchové proteiny spermii na membrané, kterd byla pouZzita pro imunodetekci (B); 0° —
povrchové proteiny ejakulovanych spermii kapacitovanych 0 minut, 30° — povrchové proteiny
spermii kapacitovanych po dobu 30 minut, 60° — povrchové proteiny spermii kapacitovanych
po dobu 60 minut, 90° — povrchové proteiny spermii kapacitovanych po dobu 90 minut.
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Graf 3. Mira ubiquitinace povrchovych proteinti u kapacitovanych spermii v zavislosti
na délce kapacitace (0-90 min) vychazejici z denzitometrické analyzy.
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5.1.4 Detekce proteazomu v epididymalnich a ejakulovanych spermiich

Lokalizace proteazomu Vv epididymalnich a ejakulovanych spermiich byla sledovana
pomoci protilatky anti-Proteazom fedéné v poméru 1:50 a 1:100. V pfipadé negativni kontroly
byly natéry inkubovany pouze s PBS a nasledn¢ se sekundarni protilatkou GAR 488 (zelena
barva). Pro sledovani pfitomnosti akrozomu byl pouzit PNA lektin znaceny Rhodaminem
(¢ervend barva). Oznaceni jadra bylo provedeno pomoci DAPI (modra barva). Preparaty byly
pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem. V epididymalnich ani ejakulovanych spermiich
se nepodaftilo pomoci nami zvolené protilatky enzymy proteazomu lokalizovat. Na obrazku 20
je reprezentativni snimek detekce proteazomu na spermiich izolovanych z cauda epididymis.

Obrazek 20. Lokalizace enzymut proteazomu ve spermiich z cauda epididymis
pozorovana pod fluorescencnim mikroskopem. A — vazba protilatky anti-Proteazom fedénd v
poméru 1:50, ktera neoznacila zadné enzymy proteazomu, B — akrozomy oznacené lektinem
PNA (Cervend), C — jadra oznacena barvivem DAPI (modra), D — kombinovany snimek pro
celkovy pohled. E — negativni kontrola se sekundarni protilatkou GAR 488. Zvétseni 400x.

Pfitomnost proteazomu v ejakulovanych spermiich byla sledovdna v subcelularnich
frakcich pomoci imunodetekce. Imunodetekce byla provedena pomoci primarni protilatky anti-
Proteazom. Primarni protilatka byla pouzita ve dvou koncentracich — fedéni v poméru 1:250 a
fedéni v pomeéru 1:500 (obrazek 21A).

V obou ptipadech byly v cytosolické frakci detekovany enzymy proteazomu v piiblizné
molekulové hmotnosti 200 kDa, 125 kDa, 100 kDa, 60 kDa, 40 kDa, 32 kDa a 28 kDa.
V membranové frakci byl zachycen proteazom v pfiblizné molekulové vaze 100 kDa a 60 kDa.
V jaderné frakci byl detekovan proteazom pouze Vv piiblizné molekulové vaze 100 kDa a 60



kDa a v cytoskeletalni frakci byly urceny tii proteiny proteazomu, a to o molekulové hmotnosti
nad 250 kDa a dale pak ve 100 kDa a 60 kDa.

Zastoupeni enzymu proteazomu Vv ejakulovanych spermiich bylo vyhodnoceno
denzitometrickou analyzou (graf 4). Nejvyssi vyskyt proteazomu byl zjistén v cytosolické
frakci. V membranové a jaderné frakci byl detekovan proteazom pouze v malém mnozstvi.
V cytoskeletalni frakci bylo zjisténo o vétSi mnozstvi proteazomu nez u ptedchozich dvou

frakei.
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Obrazek 21. Imunodetekce proteazomu v ejakulovanych spermiich pomoci primarni
protilatky anti-Proteazom (fedéno 1:500) (A), vizualizované proteiny ejakulovanych spermii na
membrané, ktera byla pouzita pro imunodetekci (B); C — celkové proteiny, I. — cytosolicka
frakce, Il. — membranova frakce, Ill. — jaderna frakce, 1V. — cytoskeletalni frakce, Zb. —
zbytkovée proteiny.
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Graf 4. Denzitometricka analyza detekce enzymt proteazomu v jednotlivych
subcelularnich frakcich z ejakulovanych spermii. I. — cytosolicka frakce, II. — membranova
frakce, I1l. — jaderna frakce, IV. — cytoskeletalni frakce.
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6 Diskuze

Nezralé spermie musi projit slozitymi procesy maturace, pii kterych se spermaticka
bunka pretvari, ziskava a ztraci nékteré proteiny, pfipravuje se na akrozomalni reakci a na
splynuti s oocytem. V prubéhu epididymalni maturace a ejakulace se na spermatickou bunku
vazi nové proteiny. N&které z nich jsou nuceny podstoupit v pribéhu kapacitace degradaci.
K degradaci nepotiebnych proteinli organismus vyuziva ubiquitin-proteazomovy systém
(UPS). Ten ma za tkol rozpoznat nepotiecbné proteiny a odstranit je. Proteiny, které maji byt
degradovany jsou oznaceny polyubiquitinovym fetézcem obsahujici 4 molekuly ubiquitinu.
Podle takového ubiquitinového fetézce je protein rozpoznan proteazomem a zpracovan.

V pribéhu posttestikuldrni maturace dochdzi k postupnému oznacovani nezadoucich
proteint a nasledné k jejich degradaci za pomoci UPS. Tento proces naznacuje, Ze by v prub&hu
maturace mélo dochdzet ke zméndm miry ubiquitinace proteini. Otazkou zlstava, jakym
zpisobem se mira ubiquitinace méni v prib¢hu epididymalni maturace, pfi ejakulaci a pii
samotné kapacitaci a na které proteiny je zaméfena.

Z nasich vysledka vyplyva, Zze mira ubiquitinace ve spermii se béhem jejiho prichodu
epididymem navysuje. To by mohlo znamenat, ze v pribéhu epididymalni maturace dochazi
k oznaCovani vice proteint, které maji byt pozd¢ji degradovany. Tento trend mize poukazovat
na to, Ze se v epididymu na spermatickou buiitku navazuji povrchové proteiny, které se z velké
¢asti maji degradovat pfi kapacitaci. Timto zplsobem se tedy spermie pfipravuje jiz na
kapacitaci. Této skute¢nosti odpovidaji i nase vysledky, ve kterych je mira ubiquitinace nejvyssi
prave ve spermiich z cauda epididymis, kde jsou spermie uchovavany a vyckavaji na ejakulaci
a naslednou kapacitaci. Do vyzkumu by bylo vhodné zatadit i detekci ubiquitinace pouze na
povrchovych proteinech buiiky, avSak pro tyto ucely jiz nebyl k dispozici potiebny biologicky
material.

Oproti nasim vysledkd stoji jiné prace, které poukazuji na opacny trend V mife
ubiquitinace. Naptiklad v praci Sutovsky et al. (2001), ktera byla zamé&fena na byc¢i spermie,
bylo zjisténo, ze pribé¢hem epididymalni maturace mira ubiquitinace klesa. Jev vysvétluje tim,
ze V epididymu dochazi k selekci abnormdlnich spermii. Na zacatku epididymalni maturace,
tedy v caput epididymis, je ubiquitinace nejvys$si. Nejvice ubiquitinu bylo detekovano hlavné
na povrchu spermie a na plazmatickych kapkach bi¢iku. V caput epididymis byla ubiquitinace
zjiSténa 1 na mitochondriich. Prostupem epididymu dochdzi k degradaci nckterych takto
oznacenych spermii pomoci UPS a ubiquitin se uvolni. Tim padem mira ubiquitinace postupné
klesa v corpus epididymis a nejvice pak v cauda epididymis. V praci je také popsano, ze i U
normalnich spermii byla nalezena ubiquitinace, a to uvniti spermatické bunky. Vzhledem
k takovym vysledkim by bylo dobré pted nasim experimentem selektovat defektni spermie a
zjistovat miru ubiquitinace jak na normalnich, tak i na defektnich spermiich, a zjistit tak, zda
se jedna o ubiqiutinaci defektnich spermii, nebo ubiqiutinaci proteint, které maji byt v ramci
pfipravy na akrozomalni reakci degradovany.

V praci Vernocchi et al. (2014), ktera byla zaméfena na zmény ubiquitinace kocoufich
spermii, uvadgéji, ze nejvice ubiquitinovanych proteint bylo detekovano v corpus epididymis a
ve vSech tiech Castech epididymu byly nalazeny odlisné proteiny oznacené ubiqutinem. Dale
také potvrzuji, Ze ubiquitinace byla detekovana jak u normalnich, tak i abnormalnich spermii a

47



ze v prabéhu epididymalni maturace ubyvalo defektnich spermii. Tuto skute¢nost potvdila i
prace Axnér et al. (1999).

Z detekce ubiquitinace v jednotlivych subcelularnich frakcich spermii z cauda
epididymis je patrné, Ze ubiquitinace neprobiha jen na povrchu, ale také v ostatnich ¢astech
bunky, predev§im v cytoskeletu. Odpovidaji tomu naSe vysledky, kdy zmény ubiquitinace
probihaly v membréanové frakci, coz mlze souviset se zménami na povrchu bunky, ale také se
zménami na membrané¢ akrozomu. Zmeény ubiquitinace byly potvrzeny také piimo
Vv cytoskeletalni a v cytosolické frakcei. Zjisténd ubuquitinace miize souviset s piipravou bunky
na akrozomalni reakci, kdy dochdzi k oznaceni proteinti, diky jejichz zméné dochazi
k piestavbé akrozomu, a také k remodelaci samotného cytoskeletu. Vernocchi et al. (2014) ve
své praci potvrzuji, Ze ubiquitinace probihala z velké Casti u proteint, které jsou zapojeny do
cytoskeletalni stavby bunky. Dale detekovali ubiquitinované proteiny, které jsou dilezité pfi
pfeméné plazmatické membrany a akrozomadlni ¢asti. NaSe vysledky nejsou prokazatelné,
jelikoz nebyla provedena kontrola subcelularnich frakci, které byly izolovany za pomoci
komeréniho kitu.

Piesnéjsi lokalizace ubiquitinu ve spermii za pomoci imunofluorescence se bohuzel
nezdafila. Pouzitd primarni protilitka PA2 na preparatech spermii neoznacila misto
ubiquitinace. Divodem muze byt nevhodna primarni protilatka, ale také pouziti starSiho
biologického materidlu. Primérni protilatka FK2, kterd se uspesn¢ véazala na ubiquitinované
proteiny pii imunodetekci, nebyla pouzita, jelikoz jeji funkEnost pii imunofluorescenci
testovala jiz Ing. Hana VonSovska ve své diplomové praci (2019), které se lokalizace ubiquitinu
pomoci této protilatky nezdafila. Ve své praci pouzila protilatku NBP2 (Ubiquitin antibody
NBP2-30132SS, Novus biologicals, UK), se kterou byla ispésna. Imunofluorescenci s touto
primarni protilatkou by bylo vhodné zopakovat, ale protilatka jiz neni k dispozici.

Ejakulované spermie vykazuji také jistou miru ubiquitinace proteint. Experiment byl
zaméfen na zjiSténi, ve které Casti spermatické buniky ubiquitinace proteini probiha. Byly
izolovany subcelularni frakce, ze kterych bylo zjisténo, Ze nejvice ubiquitinu je soustfedéno
Vv cytoskeletalni a cytosolické frakci. Vysledky naznacuji, ze ubiquitinace probihd predevsim
na strukturnich proteinech.

Pro porovnani byly pouzity dv€é primarni protilatky, a to FK2, kterd znaci
monoubiquitinované 1 polyubiquitinované fetézce, a PA2, ktera zna¢i pouze
polyubiquitinované fetézce. S jistotou muzeme fict, ze FK2 oznacila proteiny s jednou
molekulou ubiquitinu ve vysokoumolekularni hmotnosti nad 150 kDa, jelikoz pii pouziti druhé
protilatky PA2 nebyly v této oblasti detekovany zadné proteiny. Tudiz tyto oznacené proteiny
nesouvisi s ubiquitinaci za c¢elem degradace proteinti. Pokud by mél byt protein degradovan,
musi mit na sob¢ navazany 4 molekuly ubiquitinu, aby jej proteazom rozpoznal. I kdyz Horak
& Wolf (2001) uvadéji, ze monoubiquitinace proteinti u bakterii muze byt dostate¢na
K oznaceni proteinového substratu pro proteolyzu. Proteiny s polyubiquitinovym fetézcem
mohou byt v naSich vysledcich v rozmezi od 100 kDa po 30 kDa, konkrétné 100 kDa, 60 kDa,
50 kDa, 40 kDa a 30 kDa. V tomto rozmezi jsou totiz detekovany proteiny pomoci PA2,
tudiz proteiny s polyubiquitinovym fetézcem. Ostatni detekované proteiny, které jSOu oznaceny
pomoci protilatky FK2, maji pravdépodobné navazanou pouze jednu molekulu ubiquitinu.
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Z vysledkl vyplyva, ze se jedna o cytoskeletalni proteiny. Je vSak slozité urcit, zda se
jedna o proteiny s jednou, dvéma, tfemi nebo ¢tyfmi molekulami ubiquitinu, a proto nemtizeme
urcit s jistotou, o které proteiny se piesné se jedna. Dalsi faktor, kvili kterému je uréeni proteint
slozité, je skutec¢nost, ze detekované proteiny ve stejné molekulové vaze v rtiznych frakcich
nemusi byt vzdy totozné proteiny. V praci Dvotdkova et al. (2005) byly detekovany
cytoskeletalni proteiny spermii u nékolika druht savei. Konkrétné se jednalo o a-tubulin, ktery
byl zjistén v molekularni hmotnosti 55 kDa, dale pak aktin, ktery byl detekovan ve 42 kDa a
nasledné spektrin (o a B) ve 240 a ve 220 kDa. V souctu s moznymi pfipojenymi molekulami
ubiquitinu by mohly vyse uvedené proteiny odpovidat detekovanym proteinim v na$i praci.
Mizeme tedy jen odhadovat, ze nami nalezené ubiquitinové proteiny mohly byt tubulin, aktin
¢i spektrin.

V dal$ich pracich, které se zabyvaly ubiquitinaci proteint ejakulovanych spermii, je
ubiquitinace opé&t spojovana s oznacenim defektnich spermii. Sutovsky et al. (2001) prokazal
opét pfitomnost ubiquitinu na povrchu zjevné abnormalnich bycich spermii, které mély
viditelné defekty hlavi¢ek nebo axonemy nebo mély zdvojené hlavicky ¢i bi¢iky. Prace Kustera
et al. (2004) prokazala vys$si miru ubiquitinace u vzorkl s vy$§im podilem defektnich kancich
spermii (konkrétné spermii s distalni protoplazmatickou kapkou) nez u vzorku s normalnimi
spermiemi. Sutovsky et al. (2001) navrhuje, ze by mira ubiquitinace mohla byt dobrym
markerem pfi zjisStovani infertility muzi, avSak problémem zlstava ubiquitinace i dobrych
spermii.

Miru ubiquitinace jsme zjist'ovali také u in vitro kapacitovanych spermii. Zkoumany
byly pouze izolované povrchové proteiny spermii. Povrchové proteiny, které spermatickd
burika ziskava prichodem epididymis a pii ejakulaci, jsou oznacovany polyubiquitinovym
fetézcem a jsou v pribéhu kapacitace degradovany pomoci UPS (Matéjikova et al. 2013).
Jelikoz UPS pfti své ¢innosti odstrafiuje ubiquitin navdzany na proteiny, lze tedy usuzovat, ze
by ubiquitinace v pribéhu kapacitace mé¢la klesat. Toto tvrzeni se v nasich vysledcich
potvrzuje.

V nasem srovnani proteind z povrchu ejakulovanych spermii s in vitro kapacitovanymi
spermiemi je vidét snizujici se mira ubiquitinace. Cim déle kapacitace probih4, tim vice se
ubiquitinace proteint vytraci. Nejvetsi rozdily jsou patrné mezi ejakulovanymi a spermiemi
kapacitovanymi po dobu 30 minut. Dalsi skok je mezi 30 minutami a 60 minutami kapacitace.
Po 60 minutach kapacitace jiz pokles ubiquitinu v buiikdch neni tak vyrazny. Ubiquitinované
proteiny jsou tedy v priubéhu kapacitace ziejmé degradovany proteazomem.

O jaké proteiny se presné jedna, je opét slozité urCit. AvSak v praci Zigo et al. (2019a)
bylo prokazano, Ze béhem kapacitace dochazi k degradaci povrchovych proteinti pochazejicich
predevsim ze semenné plazmy - AQN, AWN, DQH a PSP. Tyto proteiny se pravdépodobné
vyskytujyi ve formé vétSich komplexti (Manaskova et al. 2000) a bylo zjisténo, Ze béhem
kapacitace dochazi k jejich deagregaci (Zigo et al. 2019a). Proteiny semenné plazmy Se
pohybuji v ptiblizné¢ molekulové hmotnosti 12 az 16 kDa. Pokud se k takovym molekulovym
vaham pficte vaha ¢tyf molekul ubiqutinu, tedy 34 kDa, vysledna velikost by se pohybovala
vV rozmezi odpovidajicimu nasim detekovanym proteinim (40 — 60 kDa). V praci Yi et al.
(2012) bylo potvrzeno, Ze dochazi k ubiquitinaci AQN1 jesté pred kapacitaci a byla popsana
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detekce AQN1 ubiqutinovaného proteinu i ve vysSich molekularnich hmotnostech. To by
mohlo vysvétlovat naSi detekci proteinli ubiqutinovanych proteinti povrchu spermii ve
vysokomolekularni oblasti.

Zigo et al. (2019a) dale potvrzuji, ze role UPS v degradaci povrchovych proteinti hraji
dilezitou roli. Degradace dale vede k akrozomalni reakci a k uvolnéni spermii z oviduktalniho
rezervoaru (Zimmerman & Sutovsky, 2009). To také bylo potvrzeno v dalsi praci Ziga et al.
(2019b), ve které byla ¢innost proteazomu inhibovéana. U spermii s nefunk¢nim proteazomem
nedoslo k odstranéni povrchovych spermii, zpomalila se remodelace vné&jsi akrozomalni
membrany, a tudiz nedoslo k akrozomalni reakci. Tvrzeni podporuje i prace Moralese et al.
(2004), kteti vysvétluji Cinnost proteazomu jako nedilnou soucést kapacitace, ktera vede
k akrozomalni reakci také u lidskych spermii.

V dalsi ¢asti prace jsme se snazili lokalizovat podjednotky proteazomu ve spermatické
buiice. Imunodetekce zachytila proteiny o molekuldrni hmotnosti 350 kDa, 200 kDa, 125 kDa,
100 kDa, 60 kDa, 40 kDa, 32 kDa a 28 kDa. Tanahashi et al. (1993), Tanaka & Tsurumi (1997)
a Hayter et al. (2005) se shoduji, Ze podjednotky 20S proteazomu se pohybuji v piiblizné
molekulové vaze v rozmezi 21 — 32 kDa. V nasi praci jsme v téchto hodnotach detekovali
proteiny pouze v cytosolické frakci. Tanahashi et al. (1993) a Tanaka (2009) zhodnotili ve
svych vyzkumech molekularni vahu podjednotek 19S proteazomu. Podle jejich praci by se méla
pohybovat v rozmezi 30 — 110 kDa. Sutovsky (2011) ve své praci zminuje alternativni viko
PA200, ktery funguje jako aktivator pro 20S proteazom v nepfitomnosti 19S proteazomu.
Molekularni hmotnost PA200 se pohybuje okolo 200 kDa.

Primarni protilatka, ktera byla pouzita v naSem experimentu, by méla detekovat pouze
podjednotky 20S proteazomu, tedy 21 — 32 kDa. V tomto rozmezi se ptitomnost 20S
proteazomu v nasich vysledcich potvrdila. Otazkou zlstava, které proteiny jsou detekovany ve
vysSich molekularnich hmotnostech. Nabizi se moZnost, Ze pouZita primarni protilatka oznacila
I podjednotky 19S proteazomu. OvSem problém mize byt i s druhovou specifitou. Anti-
Proteazom rozpoznava podjednotky proteazomu ¢loveka, kralika, mysi a krysy. Nemuizeme
tedy s jistotou fict, Ze detekované proteiny byly skute¢né podjednotky proteazomu. Protilatka
anti-Proteazom byla pouzita i k lokalizaci proteazomalnich proteind ve spermii za pomoci
imunofluorescence. Detekce nebyla uspésna, nejspise z divodu pouziti nevhodné primarni
protilatky nebo pouziti star§iho biologického materialu.

Podle denzitometrické analyzy bylo nejvice proteazomalnich proteini oznaceno
Vv cytosolické frakci. Morales et al. (2004) detekovali proteazom na vnejsi i vnitini membrané
akrozomu a v matrici akrozomu. Yi et al. (2010) se zaméfili na lokalizaci pouze podjednotek
19S proteazomu. Detekovali podjednotku Rpn12 na vné&jsi i vnitini akrozomové membrané a
v matrici akrozomu. Pro dalsi experimenty zaméfené na lokalizaci proteazomu by bylo vhodné
pouzit i1 specifickou primarni protilatku pro podjednotky 19S proteazomu a porovnat se

zjiSténymi udaji.
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[ Zavér

Zakladem prace byla hypotéza, Ze mira ubiquitinace proteini spermii se bude ménit
béhem jejich epididymalni maturace a béhem in vitro kapacitace. Ovéteni hypotézy probéhlo
pomoci imunodetekce primarni protilatkou detekujici ubiquitinové fetézce. Vysledky nasi
prace potvrdily, Ze se v obou pfipadech ubiquitinace méni. Spermie izolované z caput
epididymis vykazovaly mensi miru ubiquitinace neZ spermie izolované z cauda epididymis.
Nabizi se vysvétleni, ze priichodem epididymis jsou ubiquitinovany proteiny, které maji byt
v pribéhu kapacitace degradovany. U povrchovych proteinti ziskanych z kapacitovanych
spermii se prokazal opacny trend, a sice pokles miry ubiquitinace v prib¢hu ¢asu kapacitace.
Pravdépodobnym divodem poklesu ubiquitinace je zpracovani ubiquitinovanych proteint
pomoci UPS, ktery proteiny degraduje a uvolni z nich vazany ubiquitin.

Cilem prace byla lokalizace ubiquitinovanych proteini spermii za pomoci
imunodetekce ubiquitinovanych fetézctu v subcelularnich frakcich spermii. U epididymalnich
spermii byly nalezeny ubiquitinované proteiny pfedevsim v cytoskeletalni a cytosolické frakci.
Takové vysledky ukazuji na ptipravu epididymalnich spermii na remodelaci akrozomu a
nasledné na akrozomovou reakci. Ubiquitinace se také prokazala v membranové frakci, coz
muze souviset s oznacenim povrchovych proteint, které podléhaji degradaci v prubéhu
kapacitace. K uptesnéni, zda se jedna skutec¢né o povrchové proteiny, by bylo vhodné provést
detekci ubiquitinovanych proteinti na izolovanych povrchovych proteinech epididymalnich
spermii. U ejakulovanych spermii byla prokazana vysoka mira ubiquitinace piedevs§im
Vv cytosolické frakci a caste€né 1 v cytoskeletdlni frakci. Vysledky by mohly souviset
S ptipravou buiiky na akrozomalni reakci. Ubiquitinovany byly pravdépodobné cytoskeletalni
proteiny, a to tubulin, aktin nebo spektrin. U kapacitovanych spermii nebyla provedena
subcelularni frakcionace bunék, ale byly izolovany pouze povrchové proteiny spermii, kde by
mohly byt ubiquitinovany proteiny pochdzejici ze semenné plazmy.

Soucasti naSich experimentd byla i lokalizace proteazomu v epididymalnich a
ejakulovanych spermiich pomoci protilatky detekujici podjednotky 20S proteazomu. Pomoci
nami zvolené protilatky se nepodatilo detekovat enzymy proteazomu na spermiich. Protilatka
vSak znacila enzymy proteazomu v subcelularnich frakcich ziskanych z ejakulovanych spermii.
Podjednotky byly detekovany pfedevsim v cytosolické frakci. Pro pfesnéjsi lokalizaci by bylo
vhodné v dalsich vyzkumech pouzit specifickou protilatku vyhledavajici i podjednotky 19S
proteazomu. VSechny provedené experimenty by bylo dobré n€kolikrat zopakovat pro ziskani
vice dat k statistickému vyhodnoceni.
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