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Degradace beta-mikroseminoproteinu (MSP) na povrchu
kancich spermii béhem in vitro kapacitace

Souhrn

Pokud ma byt spermie schopna oplozeni vajicka, musi projit zdsadnim procesem —
kapacitaci. Behem ni dochazi ke zméndm cytoplazmatické membrany spermie, zvySuje se
tyrosinova fosforylace v proteinech, stoupa pH a dochazi k nartistu motility spermie.

Cilem této prace bylo detekovat a lokalizovat beta-mikroseminoprotein (B-MSP)
Vv kan¢ich spermiich a zjistit, zda se jeho zastoupeni méni béhem kapacitace spermii v médiu
s inhibitory ubiqutin-proteazomového systému a zda je tudiz tento systém zapojen do jeho
degradace béhem kapacitace.

Pii experimentech bylo pouzito pét riznych typt vzorkd kancich spermii. Prvnim
typem byly spermie ejakulované, druhym spermie kapacitované in vitro v nemodifikovaném
médiu, tietim spermie kapacitované s inhibitorem proteazomu (MG-132), ¢tvrtym spermie
kapacitované s inhibitorem ubiqutin aktivujictho enzymu (PYR-41) a patym spermie
kapacitované s rozpoustédlem pouzitym pro inhibitory — DMSO. Vzorky byly zpracovany
metodou nepiimé imunofluorescence a imunodetekce.

Vysledky experimentu ukazuji vyskyt f-MSP v akrozomalni oblasti hlavicky spermie
a spojovacim a hlavnim oddilu bi¢iku. Tento vzor lokalizace byl zaznamenan ve vSech
vzorcich spermii, ovSem u spermii podrobenych kapacitaci byla intenzita znaceni nizsi
a lokalizace v akrozomu byla omezena na jeho apikalni ¢ast. Pouze u spermii kapacitovanych
s inhibitorem proteasomu MG-132 byla zaznamenana vyssi intenzita fluorescence nez
u kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu. Imunodetekce ukdzala vyznamné nizsi
mnozstvi proteinu ve vzorcich spermii kapacitovanych (v modifikovaném 1 nemodifikovaném
médiu) nez ve spermiich ejakulovanych. Naproti tomu ve vzorku spermii kapacitovanych
s inhibitorem MG-132 bylo mnozstvi proteinu signifikantné vyssi nez v extraktu spermii
kapacitovanych v médiu bez inhibitoru.

NaSe vysledky naznaCuji mozné zapojeni ubiqutin-proteazomového systému

do degradace B-MSP béhem kapacitace kan¢ich spermii.

Klic¢ova slova: spermie, kapacitace, proteazom, imunodetekce



Degradation of beta-microseminoprotein (MSP) on the
boar sperm surface during in vitro capacitation

Summary

In order fertilize an oocyte, sperm must undergo fundamental process — capacitation.
During this process changes in cytoplasma membrane of the sperm occur, the protein tyrosin
phosphorylation intensity increses, the pH rises and the sperm motility increases.

The aim of this work was to detect and lokalize beta-microseminoprotein (-MSP)
in boar spermatozoa and determine its concentration during the sperm capacitation in medium
containig inhibitors of ubiquitin-proteasome system, and whether this system is invoved in its
degradation during capacitation.

Five different samples of boar sperm were used in the experiments. The first type was
ejaculated spermatozoa, the second was in vitro capacitated spermatozoa in unmodified
medium, the third was capacitated sperm in medium containing proteasomal inhibitor (MG-
132), the fourth was capacitated sperm in medium containing inhibitor of ubiquitin activating
enzyme (PYR-41) and the fifth was capacitated sperm in medium containing solvent used for
inhibitors — DMSO. Samples were processed by indirect immunofluorescent method
and immunodetection.

The experimental results show the presence of B-MSP in acrosomal part of the sperm
head and the connecting and principal piece of tail. This localization pattern was found in all
sperm samples, but in capacitated spermatozoa the intensity of the labeling was lower,
and the acrosome localization was limited to its apical part. Only the spermatozoa capacitated
with the proteasomal inhibitor MG-132 showed a higher fluorescence intensity than
the capacitated spermatozoa in the unmodified medium. Immunodetection showed
a significantly lower amount of protein in capacitated sperm samples (both in modified
and unmodified media) than in ejaculated spermatozoa. In contrast, in the sperm sample
capacitated with MG-132 inhibitor, the amount of protein was significantly higher than
in extract from spermatozoa capacitated in inhibitor-free medium.

Our results suggest possible involvement of the ubiqutin-proteasome system in the -

MSP degradation during sperm boar capacitation.

Keywords: spermatozoa, capacitation, protesome, immunodetection
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1 Uvod

vvvvvv

udalosti pfi jejim pruchodu sami¢im pohlavnim traktem je kapacitace (de Lamirande et al.
1997). Jde o slozity proces, jehoz vysledkem je spermie schopna podstoupit akrozomalni
reakci, vytvofit vazbu se zona pellucida a oplodnit oocyt.

Pii kapacitaci podléha spermie vyznamnym zméndm ve slozeni cytoplazmatické
membrany a dochazi ke zvySeni jeji fluidity. Stoupa hodnota pH uvnité bunky. Dochazi
k intenzivni fosforylaci tyrosinovych zbytka v proteinech a motilita spermie se hyperaktivuje
(Kerns et al. 2016). Do kapacitace jsou zapojeny i proteiny semenné plazmy,
které se pii ejakulaci vazou na povrch spermie a provazi je vSemi udalostmi az do vazby
spermie na oocyt (Jonakova & Ticha 2004).

Jednim z téchto proteind, ktery podléha pii kapacitaci zménam spolu se spermii, je beta-
mikroseminoprotein neboli B-MSP. Pravdépodobné je béhem tohoto procesu degradovan
ubquitin-proteazomovym systémem, protoze byl nalezen jako protein asociovany
s proteazomem (Miles et al. 2013).

B-MSP byl poprvé nalezen v semenné plazmé muzi (Akiyama et al. 1985). Pozdéji byl
popsan i u jinych druht (Wang et al. 2003). V ptipadé kanc¢ich spermii byl lokalizovan jak
na hlavicéce, tak na bic¢iku spermii a bylo potvrzeno, Ze po kapacitaci se vyskyt tohoto proteinu

na spermii méni (Manaskova-Postlerova et al. 2011).



2 Védecka hypotéza a cil prace

Cile prace vychazi zhypotézy, ze je ubiqutin-proteazomovy systém zapojen
do odstranovani beta-mikroseminoproteinu z kanc¢ich spermii béhem kapacitace.
Cilem prace byla detekce a lokalizace beta-mikroseminoproteinu v kancich spermiich

pied a po kapacitaci pfi inhibici ubiquitin-proteazomového systému.



3 Literarni prehled

3.1 Stavba spermie

Zrala spermie je protahla buiika, na které rozeznavame dvé zakladni ¢asti - hlavicku
abicik. Cela je pokryta plazmatickou membranou zvanou plazmolemma (Hafez 2000;
De Jonge & Barratt 2006).

3.1.1 Hlavicka

NejvyraznéjSim komponentem hlavicky je jadro. To vypliluje vétSinu prostoru,
je zplostélé a obsahuje vysoce kondenzovany chromatin slozeny z DNA (deoxyribonukleova
kyselina) a protaminti. Celé je obklopeno perinuklearni thékou, coz je ve své podstaté pevna
schranka, ktera je chrani. Hlavicku spermie jako takovou lze rozdé¢lit do tii segmentl —
akrozomalni, ekvatorialni a postakrozomalni.

Akrozomalnimu segmentu dominuje akrozom. Jde o vacek odvozeny z Golgiho
komplexu obsahujici hydrolytické enzymy jako je hyaluroniddaza a akrosin. Navic se zde
nachazi receptory, které hraji roli pfi interakci se zona pellucida oocytu. Pokryva piedni
hemisféru hlavi¢ky a vytvaii tak na ni cepicku. U akrozomu rozezndvame dvé membrany —
vnitini a vnéj§i akrozomélni membranu. Vnitini membrana splyva s perinukledrni thékou
anese receptory ucastnici se sekundarni vazby na zona pellucida. Vngj$i akrozomalni
membrana se pii akrozomalni exocytoze rozpada a formuje se ve vacky.

Ekvatorialni segment tvoii Usek akrozomalnich membran a perinuklearni théky.
Receptory zde ptritomné se zapojuji do spojeni spermie a oolemy po priniku spermie zona
pellucida.V postakrozomalni ¢asti hlavicky nachazi komplex proteint, které jsou dulezité

pro aktivaci oocytu (Hafez 2000; De Jonge & Barratt 2006).

3.1.2 Bi¢ik

Bicik spermie Ize rozdélit do Ctyt ¢asti, které maji spole¢ny znak — axonemu zaloZenou
na 9 parech mikrotubulii uspofadanych kolem jednoho centralniho paru. Spojovaci ¢ast
se sklada z deviti segmentovanych provazcii, které mezi sebou uzaviraji proximalni centriol.

Stfedni Cast biciku spirdlovit€¢ obklopuji mitochondrie. Tento tUtvar se nazyva
mitochondrialni pochva a obsahuje 75 az 100 mitochondrii, které slouzi k produkci energie
nutné pro pohyb biciku. Hloubé&ji pak lezi devét hladkych provazci a pod nimi axonema.
Stiedni a hlavni ¢ast biciku oddé€luje takzvany Jesenliv prstenec, coz je Cast distalniho

centriolu. Hlavni oddil biciku si ponechava stejné vnitini uspofadani — devét hladkych



provazcii a axonema. Navic je obalen fibrézni pochvou. Posledni usek bic¢iku je koncovy
oddil, ktery je tvofen pouze axonemou obalenou cytoplazmatickou membranou (Hafez 2000;

De Jonge & Barratt 2006).

3.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze probihd ve varlatech, konkrétné v semenotvornych kanélcich (obrazek
1, str. 4). Vyvijejici se gamety jsou zde pfitomny v riznych stadiich a jsou v t€sném kontaktu
se Sertoliho bumnikami, které nasedaji na bazalni membranu. Pod bazalni membranou lezi
vrstva svalovych bunék, déale Leidigovy bunky a cévy. Nejblize membrané
Jsou spermatogonie, s postupnym vyvojem se budouci spermie piesouvaji vice do stfedu
kanalku.

Piedstupné vyvoje spermie lze zaznamenat jiz v embryonalnim stadiu. Z oblasti
zloutkového vacku migruji primordialni zarode¢né bunky do jesté nediferencovanych gonad.
Nékolikrat se deli a vznikaji gonocyty. Délenim gonocytl vznikaji spermatogonie AO.

Spermatogeneze zahrnuje nékolik na sebe navazujicich procesti. Ty muizeme rozdélit
do dvoufazi — spermatocytogeneze a spermiogeneze. Spermatocytogeneze zahrnuje mitotické
déleni diploidnich spermatogonii za vzniku spermatocytl, které se dale d€li meioticky
a diferencuji se ve spermatidy. Nasledujici vyvoj je oznacovan jako spermiogeneze a jedna
seo pfeménu spermatidy na spermii. Postupné uvoliiovani spermii do lumen semenotvornych

kanalkt pak nazyvame spermiaci (Hafez 2000; Nishimura & L"Hernault 2017).

3.2.1 Spermatocytogeneze

Diploidni spermatogonie typu A0 se mitoticky mnozi pro zachovani stalé populace této
linie nebo se diferencuji ve spermatogonie typu Al. Spermatogonie typu Al se diferencuji
v nékolik nasledujicich linii, z nichz nékteré davaji vznik spermatogoniim typu B. Jejich
mitotickym rozd€lenim vznikaji primarni spermatocyty, jejichz DNA je duplikovana — jsou
tedy tetraploidni. Ty podléhaji meidze I, ¢imz se ziskaji diploidni sekundarni spermatocyty.
Po dokonceni meidzy II vznikaji dv€ haploidni spermatidy. To znamen4, Ze jedna pivodni
spermatogonie se diferencuje ve Ctyfi spermatidy a tedy i Ctyfi spermie (Hafez 2000;

Nishimura & L"Hernault 2017).
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Obr.1 Spermatogeneze (Zdroj:https://www.majordifferences.com/2013/06/difference-between-
spermatogenesis-and.html#. XHUE44hKg2x)

3.2.2 Spermiogeneze

Pfreménu spermatidy na spermii mizeme rozdélit do nasledujicich fazi: Golgiho,
¢epicky, akrozomadlni a zrani.

V Golgiho fazi dochéazi k rozpadu Golgiho komplexu do granul, kterd nakonec splyvaji
Vjedno. To poté pfilne k povrchu jadra. K opacnému podlu jadra se v této fazi zaroven
ptiblizuje proximalni centriol, budouci zaklad biciku.

Féaze cepiCky je charakterizovana rozprostienim akrozomalniho granula az do dvou
tretin pfedni ¢asti jadra, kde tak tvofi dvouvrstevny vacek - Cepicku. Z distalniho centriolu
se formuji soucasti axonemy a prodluzuji se.

Béhem akrozomalni faze dochazi ke kondenzaci chromatinu a remodelaci jadra
z kulatého tvaru na zplostély a protahly. Histony v jadfe jsou nahrazeny tranzitnimi proteiny.
Cytoplasma se zac¢ind hromadit v distalni C¢asti buiiky a mikrotubuly v ni do€asné vytvari

cylindrickou strukturu, tzv. manzetu. Pobliz proximalni centrioly se kolem axonemy vytvaii



prstencovity utvar — Jesenuv prstenec, ktery se postupné posouva distalnim smérem. Okolo
axonemy se také zacinaji shlukovat mitochondrie.

Ve fazi zrani jsou tranzitni proteiny v jadie nahrazeny protaminy a kondenzace
chromatinu kulminuje. Dokoncuje se vyvoj bicCiku, Jesentiv prstenec se dostava do pozice,
kde oddéluje jeho stfedni a hlavni oddil. Mitochondrie jiz vytvaii plnohodnotnou
mitochondridlni pochvu. Faze zrani kon¢i zformovanim piebytecné cytoplazmy
do rezidualniho téliska, které je vSak stale jeSté Castecné spojeno s gametou. V této podobé
je spermie pfipravena kuvolnéni do lumen semenotvorného kanalku (Hafez 2000;

De Jonge & Barratt 2006).

3.2.3 Spermiace

Proces uvoliiovdni jiz zformovanych spermii do dutiny semenotvornych kanalkl
se nazyva spermiace. Dokoncenim oddé¢leni rezidudlniho téliska od spermie vznikd
na proximalni ¢asti biciku cytoplasmatickd kapka a zaroven je tak spermie uvolnéna.

Rezidualni cytoplazma je fagocytovana a recyklovana Sertoliho butkami (Hafez 2000).

3.3 Semenna plazma

Semenna plazma tvofi tekutou slozku spermatu (Hafez 2000). Jeji soucasti jsou sekrety
varlat, nadvarlat a ptidatnych pohlavnich zldz (Jondkova & Ticha 2004). V ptipadé kance
se jedna o tyto zlazy: semenné vacky, prostata, bulbouretralni zlazy (Hafez 2000). V semenné
plazmé se nachazeji latky organické i anorganické (Jondkova & Ticha 2004).

Ve velkém mnozstvi je zde obsazena kyselina citronova, fruktéza nebo sorbitol (Hafez
2000). Dale je vsemenné plazmeé vysokd koncentrace cholesterolu. Ten zfejmé
napomahd zachovani  pfitomnosti  velkého mnozstvi cholesterolu v plazmatickych
membranach spermii a tim zabrafiuje predCasné kapacitaci (de Lamirande et al 1997).
Hydrogenuhli¢itanové anionty v semenné plazmé jsou dilezité pro zahajeni motility spermii
(Visconti et al. 2011).

Vyznamnou skupinou jsou proteiny. Ty se Uc€astni procesti predchazejicich oplozeni,
které probihaji v pohlavnich organech samcii i samic. Radi se mezi né vazba na povrch
spermie pfi ejakulaci, proces kapacitace, rozpoznani oocytu a vazba na oocyt. Proteiny ov§em
nereaguji pouze s latkami ve svém okoli, ale interaguji 1 mezi sebou navzijem. Diky tomu
tvoii pokryv na povrchu spermie agregaty v semenné plasmé. Proteinovy pokryv spermie

prochazi riznymi zménami, jak gameta putuje k oocytu (Jonakova & Ticha 2004).



3.3.1 Semenna plazma kancu

Semenna plazma kanct obsahuje na n€kolik set (536) popsanych proteinii (Feugang
etal. 2018). Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii proteinazové inhibitory, DQH povrchovy
protein spermie (pBl), lactoferrin, spermadheziny a B-mikroseminoprotein. Vétsina jich je
pfitomna v semenné plasmé¢ ve form¢ agregatd, které se lisi riznou molekuldrni hmotnosti,
vazebnymi vlastnostmi a slozenim (Jondkova & Ticha 2004).

Ze skupiny proteinazovych inhibitori jsou nejlépe prozkoumané akrozinové inhibiory.
Jejich ukolem je inaktivovat akrozin pfedéasné uvolnény z poskozenych spermii. DQH je
protein, ktery se vaze na povrch akrozomu. Patii tedy mezi povrchové proteiny spermie.
Spermadheziny jsou rodinou zahrnujici dle odhadd 12kDa az 16kDa jednotlivych
polypeptidd. Jsou hlavnim komponentem semenné plasmy a schopné vazat Siroké spektrum
ligandi — fosfolipidy, proteindzové inhibitory, polysacharidy. Také se perifern¢ vazi

na povrch spermie (Jonakova & Ticha 2004).

3.4 Beta-mikroseminoprotein

Beta-mikroseminoprotein (B-MSP), jinak také nazyvany inhibitor motility spemii
(Chao et al. 1996), prostaticky sekre¢ni protein, PSP94, imunoglobuliny vazici faktor ¢i
prostaticky inhibinovy peptid (Lazure et al. 2001) nebo MSMB, byl poprvé objeven
v semenné plazm¢é muzt (Akiyama et al. 1985). Pozd&ji byl nalezen i v jinych sekretech
(Weiber et al. 1990) a byl popsan u jinych druhi - paviant, makakd, mysi, krys, tamarint,
prasat (Wang et al. 2003), morcat (Franchi et al. 2008), pStrost kufat, krav, obojzivelnikl
aryb (Lazure et al. 2001). U vétSiny zvifat se nalézd pouze jedna varianta z celé rodiny
B-MSP genti (Aoki et al. 2008).

Humanni varianta proteinu se sklada z 94 aminokyselin (Franchi et al. 2008). S kan¢im
B-MSP vykazuje asi 50% homologii (Wang et al. 2003). Vyskytuje se na hlavi¢ce spermie —
V nejvetsi mife v oblasti akrozomu, méné pak v ekvatoridlni oblasti ¢i kr¢ku. Ve vysoké
koncentraci je zastoupen v sekretu prostaty (Franchi et al. 2008). Dale je piitomen
i v sekretech dychacich cest, krvi a zalude¢nich §tavach. U Zzen byla jeho piitomnost
potvrzena v cervikalnim sekretu (Weiber et al. 1990), ve tkani prsou a V nadorovych bunkach
endometria (Baijal-Gupta et al. 2000). Hladina B-MSP je u obou pohlavi srovnatelna (Aoki
et al. 2008).

U opic byl B-MSP lokalizovan ve spermii vyhradné na biciku (Tollner et al. 2004).

B-MSP morcete je podobné jako u lidi vdzan na akrozom spermie (Franchi et al. 2008).



Protein patfici do rodiny beta-mikroseminoproteint, tzv. Loligo B-MSP, se vyskytuje
u olihni. Oproti savéim variantdm mam neobvyklou funkci — piisobi jako kontaktni feromon.
Je syntetizovan se v pohlavnich exokrinnich zlazach samic a zabudovdva se na povrch
vaji¢ek. Samec po dotknuti se vajicek a tedy i Loligo B-MSP ihned ptechazi od klidného
chovani k agresivnim soubojiim s ostatnimi samci (Cummins et al. 2011).

V séru hadt byly objeveny malé sérové proteiny, jez byly po analyze zarazeny rovnéz
do rodiny beta-mikroseminoproteinti. Jedna se o latky chranici hada pted uc¢inky svého
vlastniho jedu. Extrémné rychla evoluce B-MSP vedla v ptipad¢ jedovatych hadd k urychlené
tvorbé toxintl s riznym ucinkem (Aoki et al. 2008).

Regulace hladiny B-MSP ziejmé probiha pomoci steroidnich hormont. Analyzy DNA
primati dokazaly piitomnost elementl reagujicich na steroidni hormony v genech pro vyse
zminény protein. Déle z experimenti na krysim modelu vyplyva, ze exprese mRNA
(messenger ribonucleic acid) proteinu je regulovana pomoci androgeni. Do procesu
je nejspise zapojen i progestin a glukokortikoidy (Kwong et al. 2000).

B-MSP je hydrofilni latkou (Lazure et al. 2001) a S membranou spermie je ziejmé
spojen prostfednictvim integralnich proteinti. Sdm by se Vtomto pfipadé¢ mohl oznacit
za protein periferni (Wang et al. 2005). Moznosti také je, ze integralni proteiny slouzi
jako receptory B-MSP (Franchi et al. 2008).

Monomery beta-mikroseminoproteinu se mohou spojovat za vzniku homodimerd. Toto
spojeni je zavislé na hodnoté pH. Lze predpokladat, ze v semenné plazmé je B-MSP ptitomné
Vv podob¢ neaktivnich dimert,, které v prostfedi vaginy disociuji a aktivuji se. B-MSP
se rovnéz piirozené vaze se sekre¢nimi proteiny bohatymi na cystein — tzv. CRISPs (cysteine-
rich secretory proteins) a vytvaii s nimi heterodimery. Vazi se k sobé dokonce i1 proteiny
od riznych druhti. Je mozné, Zze nékteré funkce B-MSP jsou uskutecnitelné pravé diky jeho
vazbé s CRISPs. Ty se u savcil Gcastni zrani spermii a splynuti gamet (Kumar et al. 2010).

Druhové specifické varianty proteinu Si zachovaly nékolik spole¢nych znakt — v§echny
maji kompletn€ zachovanych 10 cysteinovych zbytkl (Lazure et al. 2001), a tudiZ jsou bohaté
na disulfidické mustky a nejsou glykosylované (Wang et al. 2003).

Ve vsech jinych ohledech se varianty B-MSP riznych druhil od sebe navzajem vyrazné
odliSuji. Z toho lze vyvozovat, ze protein podstoupil neobvykly a rychly vyvoj (Wang et al.
2003). Navic studie naznacuji, ze exony genu pro B-MSP se vyvijeji dvakrat tak rychleji nez
jeho introny. Diky tomu muze byt B-MSP povazovan za G¢inny marker pii vyzkumu vyvoje
druhii (Lazure et al. 2001).
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Rizné varianty B-MSP ovSem existuji i v rdmci druhu. Pfi¢innou jsou duplikace genu
a alternativni transkripce. U lidi byly napiiklad izolovany dvé rtizné formy B-MSP mRNA,
jako vysledek alternativniho sestfihu (Lazure et al. 2001).

Role B-MSP v organismu neni stale jesté pln¢ prozkoumana. Piedpoklada se, ze u lidi
slouzi jako imunoglobuliny vazici faktor (Kamada et al. 1998), marker gastrického
nadorového onemocnéni (Weiber et al. 1999), potlacuje rist nadorovych bun€k prostaty
(Lazure et al. 2001), chrani bunky prostaty pfed patogeny (Stott-Miller et al.
2013)a v neposledni fadé se ziejmé Gi¢astni interakci mezi spermii a zona pellucida a regulace
hyperaktivity spermie (Franchi et al. 2008). Je to latka tlumici aktivitu sodno-draselné pumpy
(Chao et al. 1996) a inhibujici motilitu spermii u prasat (Jeng et al. 1993). RovnéZ inhibuje
spontanni akrozomalni reakce u spermii morcete (Franchi et al. 2008).

U lidi je polymorfismus genu pro 3-MSP Vv jednom nukleotidu rizikovym faktorem pro
vznik rakoviny prostaty. Nebezpe¢na alela zpisobuje nizkou hladinu B-MSP, coz je
spoleénym znakem muzd, ktefi timto onemocnéni trpi. Jeho nizkd koncentrace byla
zaznamenana v moci, séru a tkani prostaty. V maligni tkdni prostaty je pfitom hladina
proteinu niz§i nez v benigni tkani a je$t€¢ niz$i hladinu maji pacienti s agresivni formou
choroby. Neni zcela objasnéné, zjakého divodu hladina B-MSP pii rozvoji onemocnéni
rakovinou prostaty poklesne. Nicméné studie naznacuji, ze hraje roli v regulaci bunééného
rustu. Inhibuje proliferaci bun¢k nédort ve tkani prostaty prostiednictvim apoptdézy (Haiman
et al. 2013), nejspiSe vazbou na receptory na povrchu bunck (Mareckova et al. 2015). U lidi
S nizkou hladinou B-MSP v krvi, métenou 5 let pred diagndzou, je statisticky vyssi
pravdépodobnost nasledné diagndézy onemocnéni (Haiman et al. 2013).

U Zen je B-MSP potenciondlnim kandidatem na casny marker rakoviny vajecniki. Jeho
exprese je zietelné¢ zvySend zvlast€ v ranych stadiich nemoci. Je také nejvyznamnégj$im
regulatorem exprese prostatinu — dal§iho proteinu se zvySenou expresi vraném stadiu
rakoviny vajecnikd, a tedy dalSim potencionalnim markerem (Ma et al. 2014).

B-Mikroseminoprotein je zifejmé& identicky s jednou hlavni z celkem tfi izoforem
imunoglobuliny vaZiciho faktoru, pfitomného v semenné plazmé muzi. Potlacuje mnoZeni
lymfocyti a mtze tak hrat roli pii ochrané spermii skrze potlaceni tvorby protilatek proti
témto gametdm v sam¢im 1 sami¢im pohlavnim traktu. V pfirozeném stavu je v semenné
plazmé obsazen v neaktivni formé¢ (Kamada et al. 1998).

B-MSP by mohl v budoucnu slouzit jako biomarker kvality ejakulatu. U subfertilnich

muzl byla zjiSténa jeho prokazatelné vys$si koncentrace v semenné plazmé oproti muzim



fertilnim. Pfi¢inou mlze byt mensi mnozstvi B-MSP vazaného na povrch spermii (Franchi

et al. 2008).

3.4.1 Beta-mikroseminoprotein u prasat

Praseci beta-mikroseminoprotein byl lokalizovan predevsim v sekretu a epitelu prostaty.
Rovnéz byla jeho piitomnost potvrzena V epitelialni tkani varlat, dale v sekretu a epitelu hlavy
a ocasu nadvarlat, Copwerovych zlazach, uretralni zlaze a semennych vaccich (Manaskova-
Postlerova et al. 2011). U samice se podafilo identifikovat B-MSP v lutealnich bunkach
vajecniku (Tanaka et al. 1995).

Co se spermii tyce, je pfitomen na hlavicce i bi¢iku. Konkrétné v oblasti akrozomu
a bi¢iku spermii z nadvarlete a ejakulovanych spermii. V ptipadé kapacitovanych spermii byl
detekovan uvnitt akrozomu (Manaskova-Postlerova et al. 2011).

Mimo organy spojené s reprodukci byl B-MSP identifikovan také ve tkdni mozku,
ledvin a svalu. Ne¢kolik oblasti vyskytu tohoto proteinu naznafuje, Ze ma v procesu
reprodukce vice uloh (Manaskova-Postlerova et al. 2011).

Tento 12 kDa protein (Manaskova-Postlerova et al. 2011) se u kance sklada z 91
aminokyselin a na N-konci molekuly je navazan pyroglutamat (Wang et al. 2003). B-MSP
vytvaii pét disulfidickych mistki. Jeho sekundarni struktura ma podobu jednoho
¢tyfvlaknového a dvou dvouvldknovych antiparalelnich B-sklddanych listi (obrazek 2, str.
10). Pokud vznika struktura o-Sroubovice, pak jen velmi malo. B-MSP je vysoce
termostabilni, k iplné denaturaci nedochazi ani pii 95°C (Wang et al. 2003).

Plsobi jako inhibitor motility spermii, inhibuje aktivitu sodno-draselné¢ pumpy (Wang
etal. 2003). Podobné jako u lidi je shodny s imunoglobuliny véazicim faktorem v semenné
plazm¢ a ma tedy lokalni vliv na imunitu. V pfipad€ prasat je vSak pfitomny ve dvou

izoformach (Kamada et al. 1998).
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Porcine MSP

Obr. 2 B-MSP kance (Wang et al. 2005)

3.5 Cesta spermii pohlavnim traktem samice

Z nckolika miliard spermii deponovanych do sami¢i pohlavni soustavy jich
uterotubalniho spoje a isthmu dosdhne pouze néckolik tisic. Spermie z téhoz ejakulatu
se od sebe navzajem lisi. Rozdil se nachazi naptiklad v neporusenosti DNA, motilité,
morfologii a u¢innosti signalnich drah (Garcia-Vazquéz et al. 2015).

Pti cesté pohlavnimi orgdny samice musi spermie piekonat kréek délohy, jenz je pro né
znac¢nou bariérou. Déloha samotna hraje roli v selekci spermii z hlediska jejich morfologie.
Témer 100 % spermii, které doputuji az do uterotubalniho spoje jsou morfologicky normalni.
Naopak Vv ejakulatu odchazejicim ze samice zpétnym tokem, coz je u prasnic bézny jev,
je zvysené procento morfologicky abnormalnich spermii (Garcia-Vazquéz et al. 2015).

Selekce spermii prostfednictvim pohlavniho traktu samice muize byt zaloZzena
I na molekularnich rozpoznavacich mechanismech. Vylou¢eny tak mizou byt prednostné

spermie s poskozenou membranou ¢i naruSenou DNA (Garcia-Vazquéz et al. 2015).

3.5.1 Rezervoar spermii

Od chvile, kdy jsou spermie uvolnéné do samiciho pohlavniho traktu, vykazuji vysokou

uroven progresivniho pohybu (Suarez & Pacey 2006).
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Béhem svého postupu neinteraguji s jinymi bunkami. To se vSak méni, jakmile
dosdhnou isthmu (Suarez & Pacey 2006). Zde se spermie vazi na epitel na dné krypt, které
vytvaii zfasend sliznice vejcovodu. Praveé tato oblast je pak oznacovana jako rezervoar
spermii (Mburu et al. 1996). Ukazuje se, Ze ho dosahnou pouze nejvice fertilni spermie
z ejakulatu (Gualtieri & Talevi 2003).

Ptichyceni spermii k epitelu zajist'uji proteiny semenné plazmy pokryvajici hlavicku
spermie a sacharidové zbytky na burikach epitelu oviduktu (Kerns et al. 2016). Tyto faktory
jsou druhoveé specifické (Jondkova & Ticha 2004).

Spermie v rezervoaru kapacituji (Kerns et al. 2016) a setrvavaji v tésném spojeni
sepitelem az do doby, kdy obdrzi signdl vyvolany ovulaci (Aitken & Nixon 2013).
Uvoliovani kapacitovanych spermii probiha postupné, coz pomahd zabranit polyspermii.
Signal spojeny s ovulaci pak umoziuje na¢asovani setkani spermie s oocytem (Kerns et al.
2016).

Predpoklada se, ze uvolnéni spermie je docileno odstranénim nebo lyzou jejich
povrchovych proteinti (Demott & Suarez 1992) a zvySenim motility az do stavu hyperaktivace
(Pacey at al. 1995). Ze strany samice pak odStépenim sacharidovych zbytkti na povrchu
epitelu, prostfednictvim enzymu pfitomnych v oviduktalni tekutin¢ v dob& ovulace (Carrasco

et al. 2008)

3.6 Kapacitace

3.6.1 Zakladni poznatky o procesu kapacitace

Potencial oplodnit oocyt ziskavaji spermie jiz v nadvarleti. OvSem skutecnd schopnost
oplozeni je potlacena az do prodélani kapacitace (Austin 1952), kterou spermie podstupuji
na cesté sami¢im reprodukcénim traktem (de Lamirande et al 1997). Zah4ajena je odstranénim
a/nebo redistribuci faktorti, jez spermie ziskala pfi pobytu v semenné plazmé a konci
v okamziku, kdy spermie ziska schopnost prodé¢lat akrozomalni reakci po kontaktu s ligandy
zona pellucida (Austin 1952).

Kapacitace je proces zahrnujici sled udalosti, jako je odpoutdni se spermie od stény
vejcovodu, remodelace akrozomalniho povrchu a pfiprava membran spermie pro splynuti
s oocytem (Sutovsky 2011). Uvniti spermie se zvySuje pH, zvySuje se fluidita jeji bunécné
membrany, stoupd intenzita fosforylace tyrosinovych zbytkli v proteinech a v neposledni fadé

se zvySuje motilita spermie (Kerns et al. 2016).
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Cely proces zacina odstranénim dekapacitacnich faktori (Jonakova et al. 1998), které
mohou byt definovany jako latky schopné zvratit kapacitaci (Chernoff & Dukelow 1969).
Mezi né patii napiiklad inhibitory proteaz, cholesterol (Aitken & Nixon 2013) a konkrétné
U kance také spermadheziny (Jonakova et al. 1998). Dekapacita¢ni faktory jsou bud’ slozkami
semenné plazmy, nebo jsou lokalizované na vnéj$i akrozomalni membrané spermie — v tomto
ptipad¢ jsou ptivodem z varlat (Kerns et al. 2016). Pfi kapacitaci jsou tyto latky z povrchu
spermie odstranovany vétSinou pasivni difuzi (Aitken & Nixon 2013)

Cholesterol ma v tomto ohledu velky vyznam. Je pfitomny na povrchu spermii —
Vv cytoplazmatické membrané. Pii cest¢ nadvarletem napomahd k udrZeni ustaleného stavu
membrany a zabranuje piedCasné kapacitaci. V pocatecni fazi kapacitace dochazi k jeho
odstrafiovani z membrany pomoci akceptorovych molekul jako je albumin, apolipoproteiny
a vysokohustotni lipoproteiny obsazené v mimobunééném prostoru (Aitken & Nixon 2013;
Kerns et al. 2016).

Nicméné hlavni roli v odstrafiovani cholesterolu z povrchu spermie hraje oxidativni
stres. Hydrogenuhlicitan v buiice podnécuje tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS =
Reactive Oxygen Species), které reaguji s cholesterolem a oxiduji ho. Vyssi hydrofilnost
vyslednych produktd pak umoziuje jejich ptenos na albumin. Klicovou ulohu ROS dokazuje
fakt, ze pridani antioxidant (vitamin C, vitamin E) ke spermiim naruSuje jejich kapacitaci
(Aitken & Nixon 2013). Dusledkem odstranéni cholesterolu je zvySena pohyblivost
fosfolipidové dvouvrstvy membrany neboli fluidita a jeji propustnost pro ionty. Je rovnéz
umoznéno piesouvani mnoha antigenii piitomnych na membrané¢ (de Lamirande et al 1997).

Dochéazi k odchodu draslikovych iontl z buiiky a naslednému poklesu zaporného naboje
membrany vedoucimu k jeji hyperpolarizaci (de Lamirande et al 1997). Vapenaté ionty (Ca?")
a hydrogenuhli¢itan (HCO?") pronikaji dovniti buiiky (Boatman & Robbins 1991). Vépenaté
ionty se uUCastni mnoha signalnich drah jako druzi poslové a regulace kapacitace je
pouze jednou z jejich funkci (Yeste et al. 2015). Hydrogenuhli¢itanové anionty snizuji pH
Vv burice a stimuluji rozpustnou adenylyl cyklazu (Visconti et al. 2011).

Aktivitu rozpustné adenylyl cyklazy (SACY = soluble adenylyl cyclase) dale ovliviiuji
zastupci ROS a zastupci skupiny reaktivnich forem dusiku (RNS = Reactive Nitrogen
Species) vznikajici pti kapacitaci. Napiiklad peroxid vodiku a peroxynitrid. Oba jsou schopni
oxidovat cysteinovy zbytek v molekule enzymu fosfatazy a tim ji inaktivovat. Zablokovani
aktivity fosfatdz je podminkou pro zvySeni tyrosinové fosforylace proteinti. Za piimou
aktivaci SACY je nejspiSe zodpovédny superoxid. Peroxid vodiku pak aktivitu SACY

neptimo zvySuje prostiednictvim zvySovani aktivity tyrozin kinazy (Aitken & Nixon 2013).
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Rozpustna adenylyl cyklaza pasobi zvySeni hladiny cyklického adenosinmonofosfatu
(Boatman & Robbins 1991). Zvyseni hladiny cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP)
aktivuje protein kindzu A. Ta dale aktivuje protein tyrosin kinazy a inhibuje protein tyrosin
fosfatazy. Vysledkem je urychleni tyrosinové fosforylace proteinti v hlavicce a bi¢iku spermie
(Baker et al. 2006).

Spolecné s kapacitaci probihda i1 takzvand hyperaktivace motility spermie, ktera je
charakteristickym znakem celého kapacitacniho procesu (Aitken & Nixon 2013). Jedna se
0 specificky zptisob pohybu, jenz je velmi energicky, neprogresivni a ma vysokou amplitudu.
Hyperaktivace je dualezita pro odtrzeni spermie od stény vejcovodu, jeji postup podél tkané
a prunik spermie zona pellucida (de Lamirande et al 1997).

Pro zahajeni hyperaktivace je kliCovy cAMP a zvySena uroven tyrosinové fosforylace
proteint v bi¢iku spermie. cAMP je plvodcem pulzaéniho uvolhiovani vapniku
Z intracelularnich zéasob lokalizovanych ve stfedni Casti biciku. Pravé tyto pulzy navodi
hyperaktivni pohyb buiiky (Aitken & Nixon 2013; Yeste et al. 2015).

Po kapacitaci mnohych proteini ubyva. Napiiklad latky piitomné na akrozomu
regulujici vezikularni transport a splyvani membran (Kwon et al. 2014).

Podle studie provedené Kwon et al. (2014) existuji také proteiny, jejichz mnozstvi
se po kapacitaci zvySuje. Mezi nimi jsou latky chranici buiku ptfed oxidativnim stresem,
regulujici produkei energie, latky fidici uvolnovani akrozinu z akrozomu (Kwon et al. 2014).

Hyperaktivace 1 kapacitace jsou vratné procesy. Dilkazem této reverzibility je
skutecnost, ze po kontaktu jiz kapacitovanych spermii se semennou plazmou, dochézi
ke snizeni jejich oplozovaci schopnosti. Takto oSetfené spermie je mozné opét rekapacitovat
pobytem v sami¢im reprodukénim traktu (de Lamirande et al 1997)

Ukazuje se, ze vyznamnou roli hraje pii kapacitaci rovnéZ ubiquitin-proteazomovy

systém, ktery dokaze tento proces regulovat (Sutovsky 2011).

3.6.2 Vliv samiciho reprodukéniho traktu

V in vivo podminkach je vyznamnym regulatorem kapacitace reprodukéni trakt samice.
Jeho pusobeni probiha prostifednictvim receptorti na spermii. Naptiklad v brzkych stadii
kapacitace prolaktin podporuje zivotaschopnost spermii a zaroven brzdi nastup apoptotickych
drah v bunce (Aitken & Nixon 2013).

V pozdé¢jSich fazich kapacitace pak pisobeni progesteronu pfipravuje spermii
pro akrozomalni reakci (Aitken & Nixon 2013). Mimo to sekrece progesteronu spojena

s ovulaci vyvolava ptesun vapniku do buniky. Tento pfesun je zprostiedkovan kanaly pro ca®
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lokalizované v membran¢ hlavniho oddilu bi¢iku spermie, tzv. CatSper kanaly (cation
channels of sperm). U lidi jsou tyto kanaly aktivovany pisobenim kombinace progesteronu
a zvysenim pH uvnitt spermie. Zvyseni pH oviduktalni tekutiny béhem fije mtize byt hlavnim
faktorem pro zvysSeni pH spermie, aktivaci CatSper kanalti a spusténi hyperaktivace. Roli zde
zfejmé hraje i HCO®", jehoz koncentrace je oproti ocasu nadvarlete v prostiedi pohlavniho
traktu samice mnohondasobné vyssi a ktery do spermie pronika (Coy et al. 2012).

U lidi poméha cervikalni hlen udrzet a zvysit jejich schopnost pozd¢ji penetrovat zona
pellucida a reagovat na latky navozujici akrozomalni reakci. Dale zprostiedkovava
odstraniovani vitaminu E z membrany spermii. Je pravdépodobné, ze pfipravuje spermie
pro kapacitaci (De Jonge 2005). Folikularni tekutina ovliviiuje frekvenci pohybu biciku
a hyperaktivaci spermie (Suarez 2008).

Po kopulaci pronikaji do cervikalniho hlenu leukocyty a produkuji zde reaktivni formy
kysliku. Ty maji kladny vliv na normdln¢ funkéni spermie — pfipravuji je pro kapacitaci,
ale poskozuji nezralé a abnormaln¢ fungujici spermie (De Jonge 2017).

Existuji dikazy, Ze odstraiovani cholesterolu z membrdn spermii zacina
jiz v cervikdlnim hlenu, pomoci jeho struktury a ptitomnych latek. Dal§im cinitelem je zde
epitel délohy, ktery produkuje enzym sterol sulfatdzu. Ten je rovnéz schopen cholesterol
odstranovat (De Jonge 2017).

PredCasné kapacitaci zfejmé brani cholesterol ve vejcovodu. Ten ma stabilizacni efekt
na membrany spermii. Navic bylo zjisténo, ze pomér cholesterolu a fosfolipidil je ve prospéch
Tomuto jevu odpovida i vyssi koncentrace lipidi schopnych narusit membrany spermii
Vv nalevce vejcovodu, oproti jejich koncentraci v isthmu (de Lamirande et al 1997).

DalSim cinitelem, ovlivilujici kapacitaci ze strany samice je teplota. V obdobi
pfedchazejicimu ovulaci je teplota isthmu vejcovodu niZz§i nez teplota nalevky. Béhem
ovulace se pak teplota isthmu zvySuje, az se tento rozdil vyrovna. Zvyseni teploty v isthmu
vejcovodu mize téz ovliviiovat fluiditu plazmatické membrany spermie (de Lamirande et al

1997; Coy et al. 2012).

3.7 Ubiquitin-proteazomovy systém

Ubiquitin-proteazomovy systém (UPS) zajistuje substratové specifickou proteolyzu
zhruba 75% vsech eukaryotickych proteinti (Kerns et al. 2016).
Standardni ubiquitin-proteazomovy systém spojuje proteiny, které slouzi jako substrat,

s poly-ubiquitinovymi fetézci. Tim je piipravuje k degradaci 26S proteazomem (Kerns et al.
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2016). Vysledkem degradace jsou peptidové fetézce do délky 25 aminokyselin, které nasledné
podléhaji dalsimu rozkladu (Sutovsky 2011).

UPS hraje ddlezitou roli v mechanismu kontroly kvality spermii v nadvarleti,
kapacitaci, akrozomalni exocytéze a penetraci spermie skrz zona pellucida (Kerns et al.
2016).

Mezi inhibitory proteazomu patii laitka MG-132. Ta vratné zastavuje enzymatickou
aktivitu proteazomu a méni proces kapacitace. PYR-41, inhibitor ubiquitin aktivujiciho
enzymu (E1), pti kapacitaci narusuje remodelaci akrozomalni membrany tak, Ze spermie

jiz neni schopna oplozeni (Kerns et al. 2016).

3.7.1 Ubiquitin

Ubiquitin je maly protein, ktery je kovalentné¢ vazan na jiné proteiny. Pfitomnost
ubuquitinu je signal pro 26S proteazom, jenz protein vdzany na ubiquitin nasledné rozlozi.
Proces oznacovani se nazyva ubiqutinace a pro nékteré¢ z dil¢ich reakci je nezbytny ATP (Yi
etal. 2012).

Pocateéni reakci je navazani enzymu aktivujiciho ubiquitin (E1) na monoubiquitin.
Pti tomto kroku se spotiebovava ATP. Vysledkem reakce je aktivovany monoubiquitin.

Else nasledné z monoubiquitinu uvolni a je nahrazen enzymem (E2), ktery spojuje
monoubiquitin s ubiquitinem jiz vazanym na substrat.

SoubéZzné s pfedchazejicimi udalostmi probihd spojeni substratového proteinu
s ubiquitin ligdzou (E3). Téchto ligaz existuje mnoho typt a jsou zodpovédné za substratove
specifickou ubiquitinaci proteind. Ubiquitin ligdiza nasledné¢ katalyzuje vznik kovalentni
vazby mezi substratovym proteinem a ubiquitinem (obrazek 3, str. 16).

Na substrat jsou prenaseny dalSi ubiquitiny a vznika tak poly-ubiquitinovy fetézec.
Takovyto fetézec o délce Ctyf a vice ubiquitinovych jednotek je signalem pro proteazomovou
¢astici oznacovanou jako 19S proteazomovy regulacni komplex. Po spojeni ubiquitinovaného
proteinu s proteazomem se polyubiquitinovy fetézec uvolni a nasledné rozlozi, aby mohl byt

znovu vyuzit (Sutovsky 2011).
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Obr. 3 Ubiquitinace (Zdroj: Sutovsky 2011). 1 — enzym aktivujici ubiquitin (E1) aktivuje monoubiquitin
(U); 2A — El je nahrazen enzymem spojujici monoubiquitin s ubiquitinem jiz navazanym na substratu (E3);
2B — enzym ubiquitin ligaza (E3) se vaze na substrat; 3A — E3 katalyzuje vazbu monoubiquitinu na substrat;
3B — Dalsi monoubiquitin je navazan na ubiquitin spojeny se substratem; 4 — vznik polyubiquitinového
fetézce; 5 — rozpoznani a navazani polyubiquitinového fetézce na proteazom; 6 — substrat je deubiquitinovan
a presunut do jaderné ¢astice proteazomu, rozstépen a uvolnén.

3.7.2 Soucasti 26S proteazomu

26S proteazom se sklada z dutého jadra — 20S jaderné Castice, které je na jednom nebo
obou koncich ptekryto 19S regulacni ¢éstici.

20S jaderna ¢astice se sklada ze ¢ty soustfednych kruhti, kazdy o sedmi podjednotkéch.
Tvarem tedy pfipomina soudek. Uvnitt dutiny dochazi k proteolyze.

19S regulacni castice se skladd z baze a vika. Baze naseda na 20S jadro a tvofii ji 14
podjednotek, které jsou nezavislé na ATP. Vyznamna je podjednotka PSMD4 (26S
proteasome non-ATPase regulatory subunit 4), ta zajiStuje rozpoznani a navazani poly-
ubiquitinového fetézce. Viko je slozené ze Sesti podjednotek. VSechny potiebuji ke své funkci
ATP. Uvadi se, Ze maji za ukol rozvinuti substratového proteinu a jeho piesun do 20S jaderné
Castice.

Existuji 1 jiné, specializované typy proteazomti. Ty se odliSuji stavbou, funkci

I vyskytem ve tkanich (Sutovsky 2011).
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3.7.3 Ubiquitin-proteazomovy systém a reprodukce

Ubiquitin-proteazomovy systém se U¢astni regulace procesu oplozeni (Sutovsky 2011).
Piedevsim kapacitace (Kerns et al. 2016) a penetrace spermie zona pellucida (Sutovsky
2011). Je mozné ze proteazomy lokalizované na gametach se n&jakym zplsobem ucastni
vSech jejich aktivit napfic vSemi udélostmi oplozeni (Zimmerman et Sutovsky 2009).
Konkrétni role proteazomti v reprodukci neni jesté plné objasnéna a u raznych druht se 1isi
(Morales et al. 2003).

Mezi proteiny interagujici s proteazomem (PIPs) se fadi lactadherin MFGES,
spermadhesin  AWN, glykoprotein semenné plazmy kancu-1 (Miles et al. 2013)
a spermadhesin AQNL1 (Yi et al. 2010). VSechny se vyskytuji na povrchu akrozomu spermie
po ejakulaci nebo béhem jeji cesty sami¢im pohlavnim traktem. Byla prokazana jejich tcast
na formovani rezervoaru spermii, kapacitaci i vazby spermie na zona pellucida. Béhem
procesu oplozeni mohou slouzit jako substrat pro proteazomy piitomné na akrozomu.
Proteiny interagujici s proteazomem obecné jsou bud’ jeho substratem, nebo reguluji jeho
aktivitu (Miles et al. 2013).

B-MSP pravdépodobné¢ také patii mezi PIPs. Miuze ukotvovat proteazom
na akrozomalni membrané¢ nebo se UcCastnit remodelace akrozomu pii kapacitaci
a akrozomalni reakci zprostiedkované proteazomem (Miles et al. 2013).

Funkce proteazomu pii oplozeni se odrazi v poruchach tohoto procesu. U neplodnych
muzii byla prokdzédna niz§i proteazomova enzymatickd aktivita spermii oproti muzim
zdravym. Tento jev byl dale zaznamenan v subpopulacich morfologicky abnormadlnich
spermii ziskanych ze vzorkil od jinak zdravych darcti. Zaroven existuje kladny vztah mezi
enzymatickou aktivitou proteazomi a motilitou spermii a jejich normdlni morfologii.
V neposledni fad¢ byla v semenné plazmé neplodnych muzii zjisténa ptitomnost protilatek
proti antigenlim pfitomnym na plazmatické membrané spermii. Né&které z téchto antigent
byly urceny jako proteazomoveé podjednotky.

ZvySeni aktivity proteazomill spermii, a tim 1 zvySeni jejich motility a fertility, lze
in vitro docilit naptiklad pfidanim extracelularniho adenosintrifosfatu. Za ur¢itych podminek
mize slouzit jako zdroj energie také anorganicky pyrofosfat (PPi), ze kterého je na konci
enzymatické drédhy ziskdn adenosintrifostat (ATP). Piidani pyrofosfitu do média navic
zvysuje preZitelnost spermii pii skladovani a penetraci zona pellucida pfi oplozeni. PPi je také

stalejSi a nez ATP.
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3.7.4 Lokalizace ubiquitin-proteazomového systému na spermii

U kopytniki, hlodavct a lidi jsou proteazomy umisténé extracelularné na plazmatické
membrané piekryvajici povrch akrozomu. Dale byla jejich pfitomnost potvrzena na vnitini
I vnéj§i membrané akrozomu, stejné tak jako v jeho matrix (Sutovsky 2011). Po prodélani
akrozomalni reakce byly proteazomy detekovany na membrané vzniklych vezikull ( Yi et al.
2010). U zralych lidskych spermii byly krom¢ akrozomu lokalizovany i v postakrozomalni
oblasti (Morales et al. 2003). Na bi¢iku byla jejich pfitomnost potvrzena V jeho spojovaci,
sttedni (Zimmerman & Sutovsky 2009) a hlavni casti (Sutovsky 2011). K zabudovani
proteazomu pravdépodobné dochazi jiz ve stadiu spermatidy (Sutovsky 2011).

Tak jako jsou proteazomy pfitomné na povrchu spermie, na zona pellucida se nachazi
substrat ureny k degradaci proteazomy — jiz ubiquitinované receptory pro spermie (Sutovsky
2011). U prasete byly ubiquitinované proteiny na zona pellucida detekovany jiz v ranych

fazich folikulogeneze (Zimmerman & Sutovsky 2009).

3.7.5 Ubiquitin-proteazomovy systém a kapacitace spermii

Proteazomy hraji v procesu kapacitace vyznamnou roli. Mnoho UPS proteind je
Vv pribéhu kapacitace fosforylovano. Ve shodé s tim se zvySuje i aktivita proteazomt. Mezi
proteiny podstupujici fosforylaci se fadi enzym aktivujici ubiquitin (E1), mnohé ¢asti
proteazomu, ubiquitin a protein obsahujici valosin (Sutovsky 2011), ktery je zodpovédny
za odnimani membranovych proteini a jejich prezentaci proteazomu (Kerns et al. 2016).
K aktivaci proteazomu piispiva i zména pH v buiice, ktera pii kapacitaci nastava (Zimmerman
& Sutovsky 2009). Zvysena funkce Proteazomu pak miize ptimo ¢i nepfimo ovlivnit aktivitu
protein kinaz a to nejen v akrozomu, ale i v oblasti bi¢iku. Je mozné, ze UPS piitomny
Vv hlavni ¢asti bi¢iku ma na svédomi zvySenou motilitu spermie (Sutovsky 2011).

Béhem kapacitace se odehravaji vyznamné zmény na plazmatické membrané spermie,
na vn¢j$i akrozomalni membran€ a v akrozomalni matrix. Proteazomy napomahaji témto
zméndm odstranovanim proteini ze zmiflovanych membran. UPS tak mulze byt zapojen
do odpoutani spermie zrezervoaru spermii. Predpoklada se totiz, ze stoji za ztratou
spermadhezinu AQN1 (Zimmerman & Sutovsky 2009), AWN, PSP a povrchového proteinu
DQH (Zigo et al. 2019) z plazmatické membrany spermie a dovoluje tim odtrzeni spermie
od epitelu vejcovodu (Zimmerman & Sutovsky 2009).

Spolu s postupnym odstranovanim ubiquitinovanych proteint UPS v piedni casti
membrany hlavicky spermie a soubézné stoupa jeji afinita ke glykoproteinu ZP3 na zona

pellucida (Kerns et al. 2016). Inhibitor E1 narusuje prubéh remodelace membrany v oblasti
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akrozomu a brani tak spermii nabyt schopnosti prodé¢lat akrozomalni reakci a penetrovat zona
pellucida (Yi et al. 2012).

Role proteazomii mize spocivat i v degradaci proteinti spojenych s akrozomem, které
ziejm¢ maji schopnost udrzovat akrozomalni enzymy inaktivni az do Kkapacitace
nebo akrozomalni reakce. Jejich odstranénim se pak tyto enzymy aktivuji. Mezi zminované
proteiny patii inhibitor akrozinu a jeden ze zastupcl spermadhezint (Sutovsky 2011). Oba
Jsou nejspiSe ubiqutinovany je$té pred kapacitaci a degradovany jsou pak pozdéji béhem
tohoto procesu (Yi et al. 2012). Mnohé proteiny jsou vSak ubiquitinovany az po zapoceti
kapacitace. Pti remodelaci akrozomu v pribéhu kapacitace dochazi k degradaci jak proteint

na jeho povrchu tak i uvnitt (Yi et al. 2012).

3.7.6  Ubiquitin-proteazomovy systém a akrozomalni reakce

Akrozomalni reakce (AR) zfejmé zadina jiz pii kapacitaci. Obecny pribéh je takovy,
Ze po navazani spermie na specifické receptory na zona pellucida dojde ke spojeni vngjsi
akrozomalni membrany a plazmatické membrany spermie. Vznikaji vacky (vezikulace), které
spolu s akrozomalni matrix tvoii tzv. acrosomal shroud (Sutovsky 2011).

Proteazomy se ukazuji byt nezbytné pro pribéh AR u mnoha sav¢ich druhu. Jejich
inhibice ma za nasledek neschopnost kapacitované spermie prodélat AR (Sutovsky 2011).
Ztejmé jsou zapojeny do kaskady udalosti vedouci k influxu vapniku (Morales et al. 2003).
Diky degradaci proteini spojenych s vnéj$i akrozomalni membranou proteazomy dochézi
pti AR k vezikulaci (Zimmerman & Sutovsky 2009).

U nékterych druhli jsou extracelularné situované proteazomy potiebné pro vazbu
spermie na zona pellucida (Kerns et al. 2016). Proteazomy z povrchu akrozomu jsou zapojeny
v blokaci polyspermie. Inhibice podjednotky, jez se podili na deubiquitinaci (PSMDS8),
zvysuje proteolyzu UPS. Tim se zvySuje i procento oplozeni a vyskyt polyspermie (Yi et al.
2010a). Konkrétn¢ podjednotka PSMD4, rovnéz situovana na akrozomalni povrchu,
je nezbytna pro penetraci spermie zona pellucida. AvSak pro piedchazejici krok - vazbu
spermie na zona pellucida — neni nutna (Yi et al. 2010b). Proteazomy umisténé v matrix
akrozomu umoznuji degradaci proteinii na povrchu zona pellucida a tim také umoziuji jeji
penetraci spermii (Miles et al. 2013).

Proteazomy vnitini membrany akrozomu, jez zlstdvaji zachované po AR, jsou
proteolyticky aktivni béhem prostupu spermie ZP a dokonce i po jejim proniknuti do oocytu
(Zimmerman & Sutovsky 2009). V zygoté se pak zapojuji do odstranovani mitochondrii

a mitochondridlni DNA pochézejici ze spermii (Miles et al. 2013).
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4 Material a metodika

4.1 Zpracovani spermii

Pro experimenty byly pouzity insemina¢ni davky kancti plemene Landrace
od dodavatele PROAGRO Nymburk a.s. Redidlem pouZitym pro vyrobu davky bylo SUS.

Koncentrace spermii v inseminacnich davkach byla spocitana v Biirkrové komdrce
pod svételnym mikrokopem. Koncentrace spermii se v davkach pohybovala mezi 5-
8 x 10’na mililitr. Z inseminacni davky bylo odebrano vzdy 5 ml. Tento vzorek byl nasledn&
centrifugovan (Benchmark LC-8 series) pfi 300 x g 10 minut. Po centrifugaci byl odsat
supernatant a vzorek byl doplnén do ptivodniho mnozstvi pifidanim PBS (Phosphate buffered
Saline tablet; slozeni: 0,01 M fosfatovy pufr, 0,0027 M chlorid draselny, 0,137 M chlorid
sodny, pH 7,4; Sigma-Aldrich). Centrifugace a promyti PBS bylo zopakovéano dvakrat.
Vysledkem byl vzorek ejakulovanych spermii vhodny pro dalsi zpracovani. Byly ptipraveny

pelety spermii pro extrakci proteinli a suspenze pro piipravu mikroskopickych preparati.

4.2 Kapacitace spermii

Kapacitace ejakulovanych spermii byla provedena pomoci kapacitanéniho média
0 nasledujicim slozeni: 0,099 g gluko6za; 0,0275 g pyruvatu sodného; 0,0147 g CaCl,.H,0; 1 g
BSA (bovine serum albumin, Sigma-Aldrich); 0,0084 g NaHCO3 v 50 ml TL-Hepes (1000 mi
destilovana voda; 1,4 ml laktat sodny; 0,0220 g pyruvat sodny; 0,1018 g MgCl,.6H,0; 0,2386
g KCI; 6,6634 g NaCl; 2,383 g Hepes; 0,0408 g NaH,PQO,; 0,1 g PVA (polyvinylalkohol);
2,186 g sorbitol; 0,065 g penicilin; 0,025 g gentamycin).

Vzorek spermii byl rozdélen do ¢tyi davek, kazda obsahovala po 10 ml kapacitanéniho
média a pFiblizng 2,5 - 5 x 10’ spermii na mililitr. Jedna z davek byla ponechana beze zmény,
do druhé byl pfidan inhibitor proteazomu MG-132 (EMD MiliporeCorp.) v DMSO (dimethyl
sulfoxid), do tfeti byl ptidan inhibitor enzymu aktivujiciho ubiquitin PYR-41 (Sigma-Aldrich)
v DMSO a do ¢tvrté bylo pridano 80 upl rozpoustédla DMSO. Inhibitory byly ptidany
do jejich vysledné koncentrace 100 uM.

Kazda zdavek byla nasledné rozdélena do 20 mikrozkumavek, vzdy po 0,5 ml.
Vsechny vzorky byly vlozeny do termostatu. Zde byly ponechany 90 minut pii 38°C a 5 %
CO,. Pribéh kapacitace byl sledovan na zakladé¢ hyperaktivace motility pomoci CASA

(Computer-assisted sperm analysis) a Gé¢innosti akrozomalni reakce (viz diplomova prace
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Lenky Malinovové ,,Ovlivnéni funkénich parametrii kancich spermii béhem modifikované
kapacitace in vitro®).

Po vyjmuti z termostatu bylo kazdych 20 mikrozkumavek opét spojeno do ptivodnich
4 davek. V této podobé pak byly vzorky dvakrat centrifugovany pii 300 x g 10 minut
a po odsati supernatantu doplnény na ptivodni objem (5 ml) ptidanim PBS.

Timto postupem byly pfipraveny kapacitované spermie a spermie kapacitované v médiu
s inhibitory UPS pro sledovani zmén v detekci B-MSP proteinu. VVzorky pro extrakci proteini

byly opét v podobé peletek a pro ptipravu mikroskopickych preparatt v podobé suspenze.

4.3 Neprima imunofluorescence

Pro imunofluorescenci byly pouzity vzorky ejakulovanych, kapacitovanych spermii
a spermii kapacitovanych s inhibitory pfipravené vyse zminénym postupem.

Suspenze spermii byla upravena na optimalni koncentraci bun¢k pro pfipravu preparati.

20ul vzorku spermii bylo naneseno do kazdého ze dvou pfipravenych policek
na podloznim skli¢ku, ohrani¢enych pomoci hydrofobni fixy PAN Pen (Liquid Blocker Super
PAN Pen, Agar Scientific). Jedno z poli¢ek na kazdém sklicku bylo uréeno pro negativni
kontrolu. Na podlozni skli¢ka se suspenzi spermii ur¢end pro zpracovani vlhkou fixaci bylo
dale naneseno 50 pl vymrazeného roztoku acetonu a metanolu v poméru 1:1. Prob&hla
inkubace pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a preparaty byly néasledné tfikrat oplachnuty
pomoci PBS. Po tomto kroku byla sklicka ponechana volné¢ oschnout. Takto zpracovana byla
skladovana v lednici. Pfed opétovnym pouzitim byla promyta pomoci PBS. Podlozni sklicka
se suspenzi spermii ur¢end pro acetonovou fixaci byla ponechana volné zaschnout na vzduchu
a poté byla vloZena na 10 minut do kyvety s vymrazenym acetonem. Po vyjmuti z kyvety byla
sklicka tfikrat oplachnuta pomoci PBS.

Na sklicka pfipravend pomoci postupu pro vlhkou i1 acetonovou fixaci bylo naneseno
100 pl primarni krali¢i polyklonalni protilatky proti prase¢imu B-MSP (Laboratoi biochemie
reprodukce Ustavu molekularni genetiky AV CR, Praha) fedéné v PBS v poméru 1:50.
Policka ur€end pro negativni kontrolu byla ponechana bez primarni protilatky. Takto byla
sklicka inkubovéna ptes noc v lednici ve vlhké komirce.

Pted dalsim krokem byla sklicka promyta pomoci PBS. Dale bylo na kazdy preparat
(ina policka uréena pro negativni kontrolu) naneseno 100 pl sekundarni protilatky proti
krali¢im imunoglobulintim konjugované s Alexa 488 (Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit 1gG
(H+L), Invitrogen) fedéné v PBS v poméru 1:300. Takto byla skli¢ka inkubovana 60 minut

ve vlhké komtrce ve tmé.
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Po inkubaci byla sklicka tfikrat promyta pomoci PBS. Nasledn¢ bylo do kazdého
policka naneseno 100 pl PNA lektinu konjugované¢ho s rhodaminem (Rhodamine Peanut
Agglutinin, Vector Laboratories) fedéného v PBS vpoméru 1:500. Preparaty byly
inkubovany 30 minut ve tmé¢ ve vlhké komurce pfi pokojové teploté. Po inkubaci byla sklicka
tiikrat promyta pomoci PBS a tfikrat pomoci destilované vody a ponechana volné oschnout.

Poté bylo do kazdého poli¢ka naneseno 10 ul montovaciho média s DAPI (Vecta-Shield
DAPI, Vector Laboratories). V poslednim kroku byla policka piekryta krycimi sklicky
a zafixovana pomoci laku. Takto pfipravené preparaty byly pozorovany pod konfokalnim
mikroskopem ZEISS a pod epifluorescencnim  mikroskopem Nikon Eclipse

E600s dokumentacnim systémem NIS.

4.4 SDS Elektroforéza

Pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS (dodecylsiran sodny) byly
pouzity vzorky ejakulovanych, kapacitovanych spermii a spermii kapacitovanych s inhibitory
UPS. Vsechny vzorky o po&tu spermii piiblizng 5 x 10" byly zbaveny promyvaciho roztoku
PBS centrifugaci pii 300 xg po deset minut a nasledné byl odstranén supernatant. Do kazdého
vzorku byl ke vzniklé peletce ptidan 2x koncentrovany vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu
(4,2 ml destilovana voda; 1,0 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (Bio-Rad); 0,8 ml glycerol; 1,6 ml
2% SDS; 0,4 ml 0,05 % bromfenolova modi). Vzorky byly inkubovany na ledu po dobu
jedné hodiny a kazdych pét minut promichany. Poté byly vzorky spermii 5 minut ponechany
v termolazni pti 100°C a nasledné centrifugovany v chlazené centrifuze 5 minut
pri 10 000 x g. Takto zpracované vzorky byly dale déleny pomoci SDS elektroforézy.

Pii experimentu byla pouzita vertikalni elektroforéza, syst¢ém Mini-PROTEAN Tetra
(Bio-Rad) a jedenkrat koncentrovany elektrodovy pufr pfipraveny z pivodniho pétkrat
koncentrovaného roztoku o sloZeni: 1 1 destilovana voda, 5 g SDS; 15 g Tris; 72 g glycin, pH
8,3.

Byl ptipraven roztok 15% akrylamidového separa¢niho gelu (2,5 ml destilovana voda;
5,0 ml 30% akrylamid/bis akrylamid (Bio-Rad);100 ul 10 % SDS; 2,25 ml 1,5 M Tris. HCI
pH 8,8 (Bio-Rad);3,8 ul TEMED; 70 pl 10% persiran amonny). Tento roztok byl nalit mezi
skla uchycend ve stojancich, pfevrstven destilovanou vodou a ponechin 30 minut
polymerovat.

Dalsim krokem byla pfiprava 4% zaostfovaciho gelu: 1,52 ml destilovana voda; 0,025
ml 10 % SDS; 0,625 ml 0,5 M Tris HCI pH 6,8 (Bio-Rad); 0,25 ml 30 % akrylamid/bis
akrylamid (Bio-Rad); 50 pl 10 % persiran amonny, 4,5 ul TEMED). Roztok gelu byl po sliti
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vrstvy destilované vody aplikovan na separacni gel jiz pfipraveny mezi skly ve stojanku.
Do zaostfovaciho gelu byl vlozen hiebinek pro tvorbu jamek a celda sestava byla takto
ponechana deset minut pro dostateCnou polymeraci zaostfovaciho gelu. Po uplynuti této doby
byla skla vlozena do aparatury pro elektroforézu, zalit elektrodovym pufrem a hiebinek byl
vyjmut.

Do jamek byl nanesen proteinovy molekulovy standard (Precision Plus Protein Dual
Color Standards, Bio-Rad) v objemu 4 pl a vySe zminéné proteinové extrakty spermii
po 15 ul. Elektroforéza probihala asi 20 minut pfi konstantnim elektrickém napéti 80 V,
které bylo nasledn€ zvySeno na 120 V po dobu asi 1 hodiny. Ukoncena byla po tspésné

separaci nizkomolekuldrnich proteint.

4.5 \Western blot a imunodetekce

Pro metodu Western blot, elektropienos separovanych proteinti po SDS elektroforéze
na nitrocelulézovou membranu, byly nejprve piipraveny filtraéni papiry Whatman,
nitrocelulézovd membrana (Nitrocellulose membranes Hybond ™C) a houbi¢ky. Viechny
komponenty byly ponechany v transferovém pufru (800 ml destilovana voda; 3,03 g Tris;
200 ml metanol; 14,4 g Glycin) asi 15 minut.

Gel se separovanymi proteiny po SDS elektroforéze byl promyt v destilované vodé
anasledné pienesen na nitrocelulozovou membranu. Nitrocelulbzova membrana i s gelem
byla nasledné z obou stran piekryta dvéma papiry Whatman a houbi¢kou. Timto zpisobem
uspofadané komponenty byly vlozeny do kazety urcené pro Western blot. Kazety byly
umistény do aparatury tak, aby proteiny z gelu putovaly ke kladné elektrod¢€ a vSe bylo zalito
transferovym pufrem. Eleketropfenos probihal 90 minut pii konstantnim elektrickém proudu
500 mA.

Po uplynuti této doby byla nitrocelul6zova membrana vyjmuta, oplachnuta destilovanou
vodou a obarvena barvivem Ponceau (Ponceau$S solution, Sigma-Aldrich) pro vizualizaci
proteini. Po 60 sekundidch byla membréna opét odbarvena nejdiive destilovanou vodou
a poté PBS.

Nasledné byla membrana inkubovana v 5% roztoku suseného mléka (Blotting Grade
Blocker Non-Fat Dry Milk, Bio-Rad) v PBS 1 hodinu pfi pokojové teploté.

Dale byla membrana dvakrat v odstupu péti minut na tfepacce promyta PBS s 0,05%
Tweenem 20 (PBS-T). Poté byla membrana inkubovana v polyklonalni krali¢i protilatce proti

prase¢imu B-MSP fedéné v PBS v poméru 1:500. Pro kontrolu nanesenych proteinti byla

24



membrana inkubovana s monoklonalni protilatkou proti alfa-tubulinu DM1A (Sigma-Aldrich)
fedénou 1:5000. Inkubace probihala ptes noc v lednici.

Po inkubaci byla membrana na tfepace tfikrat v odstupu 10 minut promyta PBS-T.
Nasledn¢ byla membréana pro detekci B-MSP inkubovana se sekundarni protilatkou proti
krali¢cim imunoglobulinim konjugovanou s kfenovou peroxidasou (goat anti-rabbit 19G
(L+H), Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad) nebo pro detekci alfa-tubulinu
se sekundarni protilatkou proti mys$im imunoglobulinim (goat anti-mouse 1gG (L+H),
Horseradish Peroxidase-Linked; Bio-Rad) fedénou v poméru 1:3000 sPBS. Inkubace
probihala na tfepacce po dobu 60 minut.

Po inkubaci byla membrana ctyfikrat v odstupu péti minut promyta PBS-T a poté
dvakrat v odstupu péti minut v PBS. Timto byl cely proces zakoncen a byla provedena
vizualizace reakce proteinu s protilatkou. Pro vizualizaci byl pouzit chemiluminiscenéni
substrat (Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate; Thermo SCIENTIFIC)
a pristroj Azure ¢600 (Azure Biosystems; Biocev, Vestec).

Vysledky byly denzitometricky vyhodnoceny za pomoci programu Image Studio Lite
Ver. 5.2. Nésledné byla provedena analyza dat — One Way ANOVA a t-test v programu
GraphPad Prism ver.5.
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5 Vysledky

Byla provedena kapacitace kancich spermii v modifikovaném a nemodifikovaném
médiu (viz kap. 4.2 Kapacitace spermii). Modifikace média byla provedena pfidanim
inhibitort UPS rozpusténych v DMSO a samotného DMSO. Takto bylo ziskdno pét rtiznych
vzorkl. Vzorek spermii ejakulovanych (viz kap. 4.1 Zpracovani spermii), vzorek spermii
kapacitovanych v nemodifikovaném médiu, vzorek spermii kapacitovanych s inhibitorem
proteazomu MG-132, vzorek spermii kapacitovanych s inhibitorem enzymu aktivujiciho
ubiquitin PYR-41 a vzorek spermii kapacitovanych srozpoustédlem DMSO.

Pribéh kapacitace byl vyhodnocen na zdkladé¢ probeéhlé akrozomalni reakce
a hyperaktivace motility pomoci CASA (viz diplomova prace Lenky Malinové ,,Ovlivnéni

funkénich parametrii kancich spermii béhem modifikované kapacitace in vitro®).

5.1 Lokalizace p-MSP v kancich spermiich po inhibici UPS béhem
kapacitace

Byly piipraveny mikroskopické preparaty pro lokalizaci B-MSP v ejakulovanych
ainvitro kapacitovanych kanc¢ich spermiich s vyuzitim krali¢i polyklonalni protilatky proti
prase¢imu B-MSP (kap. 4.3 Nepiima imunofluorescence).

Na obrazku 4 je vidét vzorek ejakulovanych spermii zpracovany acetonovou fixaci
pozorovany pod konfokalnim mikroskopem a na obrazku 5 je odpovidajici zvétSeny vytez.
Zleva doprava je zde zachyceno jadro znacené DAPI (modra), p-MSP znafeny pomoci
protilatek (zelena), akrozom znaceny lektinem PNA konjugovanym s rhodaminem (Cervend) a
jako posledni propojeni pfedchozich obrazki. Stejnym zplsobem byly zpracované vSechny
nasledujici fotografie vzorkd. Negativni kontroly pfedstavuji preparaty spermii bez inkubace
S primarni proteilatkou.

Obrazek 4 a 5 doklada u ejakulovanych spermii vysokou koncentraci B-MSP
ve spojovacim a hlavnim oddilu bi¢iku spermie. Slabsi intenzita fluorescence je vidét
v akrozomalni oblasti hlavicky spermie. Na obrazku 6 je negativni kontrola pro vzorek

ejakulovanych spermii.
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Obr. 4 Ejakulované spermie — acetonova fixace (Sipky oznaduji zfetelnou detekci 3-MSP protilatkou). A —
DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany s rhodaminem; D — kombinace

Obr. 5 Ejakulované spermie — acetonova fixace (Sipky oznacuji zietelnou detekci B-MSP
protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany s rhodaminem; D — kombinace
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10 pm

Obr. 6 Ejakulované spermie negativni kontrola— acetonova
fixace. Modie — DAPI; ¢ervené—lektin PNA konjugovany
s rhodaminem

Na obrazku 7 a 8 je zachycen vzorek kapacitovanych spermii. B-MSP je detekovan
nejzietelngji ve spojovacim a hlavnim oddilu bi¢iku spermie a slabé&ji v apikalni casti
akrozomalni cepic¢ky. Obrazek 9 ukazuje negativni kontrolu pro vzorek kapacitovanych

spermii.

A

10 pm

Obr. 7 Kapacitované spermie — acetonova fixace (Sipky oznacuji zietelnou detekci B-MSP protilatkou). A
— DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany s rhodaminem; D — kombinace

28



Obr. 8 Kapacitované spermie — acetonova fixace (3ipky oznacuji zietelnou detekci f-MSP
protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany s rhodaminem; D -
kombinace

10 pm

Obr. 9 Kapacitované spermie negativni kontrola— acetonova
fixace. Modie — DAPI; ervené—lektin PNA konjugovany
s rhodaminem

Obrazek 10 a 11 ukazuje spermie kapacitované s inhibitorem MG-132. Lokalizace
proteinu B-MSP je viditelna v akrozomalni oblasti hlavicky spermie a ve spojovacim
a hlavnim oddilu bi¢iku. Intezita fluorescence je vyS$i neZ u spermii kapacitovanych

v nemodifikovaném médiu (Obr. 7, 8). Na obrazku 12 je negativni kontrola tohoto vzorku.
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Obr. 10 Spermie kapacitované s MG-132 — acetonova fixace (Sipky oznacuji zfetelnou detekci f-MSP
protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany s rhodaminem; D — kombinace

Obr. 11 Spermie kapacitované s MG-132 — acetonova fixace (Sipky oznacuji zfetelnou
detekci B-MSP protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany
s rhodaminem; D — kombinace

Obr. 12 Spermie kapacitované s MG-132 negativni kontrola —
acetonova fixace. Modfe — DAPI; ¢ervené — lektin PNA
konjugovany s rhodaminem

30




Na obrazku 13 a 14 jsou zachyceny fotografie vzorku spermii kapacitovanych
s inhibitorem PYR-41. Je vidét velmi slaba intenizita fluorescence odpovidajici detekci [-
MSP v apikalni oblasti akrozomu, dale ve spojovacim a hlavnim oddilu bi¢iku spermie.

Intezita fluorescence je srovnatelna se znacenim spermii kapacitovanych v nemodifikovaném

médiu (Obr. 7, 8). Obrazek 15 doklada negativni kontrolu pro tento vzorek.

C

Obr. 13 Spermie kapacitované s PYR-41 — acetonova fixace (Sipky oznacuji zfetelnou detekci f-MSP
protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany s rhodaminem; D — kombinace

A B C
—
—
—
10 um

Obr. 14 Spermie kapacitované s PYR-41 — acetonova fixace (Sipky oznacuji zfetelnou
detekci B-MSP protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany
s rhodaminem; D — kombinace
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Obr. 15 Spermie kapacitované s PYR-41 negativni kontrola —
acetonova fixace. Modie — DAPI; ¢ervené—lektin PNA
konjugovany s rhodaminem

Na obrazku 16 a 17 lze vidét vzorek spermii kapacitovanych s DMSQO. Protein je zde
detekovan v apikalni oblasti akrozomu hlavicky spermie, slabsi fluorescenéni znaceni je
viditelné ve spojovacim a hlavnim oddilu bi¢iku. Intezita fluorescence je srovnatelna
se znacenim spermii kapacitovanych v nemodifikovaném médiu (Obr. 7, 8). Obrazek 18

zachycuje negativni kontrolu pro tento vzorek.

A

10 pm

Obr. 16 Spermie kapacitované s DMSO — acetonova fixace (Sipky oznacuji zietelnou detekci B-MSP
protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany s rhodaminem; D — kombinace
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10 um

Obr. 17 Spermie kapacitované s DMSO — acetonova fixace (Sipky oznacuji zfetelnou
detekci B-MSP protilatkou). A — DAPI; B — B-MSP; C — lektin PNA konjugovany
s rhodaminem; D - kombinace

10 pm

Obr. 18 Spermie kapacitované s DMSO negativni kontrola —
acetonova fixace. Modie — DAPI; ¢ervené — lektin PNA
konjugovany s rhodaminem

5.2 Imunodetekce B-MSP v extraktech kanc¢ich spermii pied a po in vitro
kapacitaci

Byly pfipraveny proteinové extrakty z ejakulovanych in vitro kapacitovanych spermii
v nemodifikovaném a modifikovaném kapacitaénim médiu s pfidavkem inhibitordt MG-132
aPYR-41. Proteiny spermii byly separovany pomoci SDS elektroforézy (viz kap. 4.4)
a preneseny na nitrocelulézovou membranu. Po skonceni elektropfenosu byla membrana
docasné obarvena barvivem Ponceau. Po inkubaci byla membrana opét promyta a podrobena
vizualizaci. Proteiny byly denzitometricky zméfeny a ziskana data byla analyzovana. Celkem
byla shodnym zplisobem zpracovana data ze tii experiemntd (viz kap. 4.5 Western blot
a imunodetekce).

Byl zjistén podil denzitometrickychhodnot obou proteini pro jenotlivé vzorky —
B-MSP/tubulin. Na obrazku 19 je zachycena membrana s detekci B-MSP (A) a detekci

tubulinu (B) pro kontrolu nanéasky proteinu ve vzorcich.
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Obr. 19A Reprezentativni mebrana imunodetekce p-MSP. EJ — vzorek ejakulovanych spermii; KAP —
vzorek kapacitovanych spermii; MG — vzorek spermii kapacitovanych spolu s MG-132; PYR — vzorek
spermii kapacitovanych spolu s PYR-41; DMSO - vzorek spermii kapacitovanych spolu s DMSO bez
inhibitort.

E] KAP MG PYR DSMO
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50 —» <

Obr. 19B Detekce tubulinu. EJ — vzorek ejakulovanych spermii; KAP — vzorek kapacitovanych spermii;
MG — vzorek spermii kapacitovanych spolu s MG-132; PYR — vzorek spermii kapacitovanych spolu
s PYR-41; DMSO - vzorek spermii kapacitovanych spolu s DMSO bez inhibitort.

Hodnoty z relativni optické denzity byly vyjadieny v procentech piisouzenim

koncentrace vzorku ejakulovanych spermii 100 %. Nasledné byl ziskan primér téchto podila

ze vSech pokusi. Primérna hodnota intenzity signalu detekce B-MSP ve vzorku

ejakulovanych spermii pak cinila 100 %, spermii kapacitovanych s MG-132 dosahovala
44,66 %. U vzorku spermii kapacitovanych s DMSO bez inhibitoru 23,79 %. U vzorku

kapacitovanych spermii je primér ze vSech pokust 10,65 % a u vzorku spermii

kapacitovanych s PYR-41 9,80 % (graf 1).
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Graf 1 Praumér vyslednych hodnot denzitometrické analyzy v§ech pokusi vyjadieny v procentech.
EJ — vzorek ejakulovanych spermii; KAP — vzorek kapacitovanych spermii; MG — vzorek spermii
kapacitovanych spolu s MG-132; PYR — vzorek spermii kapacitovanych spolu s PYR-41; DMSO - vzorek
spermii kapacitovanych spolu s DMSO bez inhibitort.

Procentualni hodnoty relativni denzity byly podrobeny testu ANOVA a t-testu (viz kap.
4.5 Western blot a imunodetekce). Mezi spermiemi kapacitovanymi v nemodifikovaném
médiu (KAP) a spermiemi kapacitovanymi v modifikovaném médiu (MG, PYR, DMSO) byl
prokazan statisticky vyznamny rozdil (P<0,05), stejné tak pii porovnani vzorku spermii

kapacitovanych a kapacitovanych v médiu s MG-132.
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6 Diskuse

Pfi cest¢ pohlavnim traktem samice prochazi spermie mnoha zménami. Soubor
nejpodstatnéjSich z téchto zmén, umoziujici spermii projit akrozomalni reakci a nasledné
splynout s oocytem, se nazyva kapacitace (de Lamirande et al 1997). Zahrnuje odstraneni
dekapacitacnich faktort (Jondkova et al. 1998), zvySuje se fluidita cytoplazmatické
membrany, stoupa pH a zvySuje se intenzita fosforylace tyrosinovych zbytkd v proteinech
(Kerns et al. 2016). Vsechny tyto zmény se projevuji odtrzenim spermie z rezervoaru spermii,
remodelaci membran (Sutovsky 2011) a zvySenim motility spermie (Kerns et al. 2016)
a to az do stavu hyperaktivace (Aitken & Nixon 2013). Jde o slozity proces, ktery jesté stale
neni pln¢ prozkouman. Pro oplozeni je ov§em naprosto zasadni a je tedy dilezité jej podrobné
prostudovat a porozumét mu.

Z dosavadnich vyzkumt vyplyvd, ze mezi zmény probihajici pii kapacitaci patii
i zména V pfitomnosti ¢i nepfitomnosti a tedy i v mnozstvi beta-mikroseminoproteinu
(Manaskova-Postlerova et al. 2011). Tento protein byl ptivodné objeven u ¢loveka, konkrétné
v semenné plazmé (Akiyama et al. 1985). Pozdg&ji byl identifikovan u zen (Weiber et al. 1990)
a dale i u jinych druhd (Wang et al. 2003) a v riznych tkanich (Lazure et al. 2001).

U prasat se B-MSP vyskytuje v nejvétsi mife v sekretu a epitelu prostaty. Z piidatnych
pohlavnach 714z je téz ptitomen v Copwerovych zlazach, uretralni zlaze a semennych vaccich.
Dale je lokalizovan v epitelu varlat a v sekretu a epitelu nadvarlat (Manaskova-Postlerova
etal. 2011). U samic byl vyskyt beta-mikroseminoproteinu dolozen v lutealnich buiikach
vajecniku (Tanaka et al. 1995).

U kancu tento protein blokuje aktivitu sodno-draselné pumpy, inhibuje motilitu
spermii (Wang et al. 2003) a hraje roli jako faktor vazici imunoglobuliny (Kamada et al.
1998). B-MSP spermii morc¢at pravdépodobné zabranuje sponntani akrozomalni reakci.
Obecné se predpoklada jeho ucast na hyperaktivaci spermie, interakci spermie se zona
pellucida (Franchi et al. 2008) a v blokaci lokalni imunitni odpovédi (Kamada et al. 1998).

V soucasnosti je beta-mikroseminoprotein ¢asto zmifovan v souvislosti s rakovinou.
rizikové alely genu pro B-MSP uzce souvisi s vyskytem rakoviny prostaty (Haiman et al.
2013). Rovnéz by v budoucnu mohl byt vyuzivan jako biomarker pii hodnoceni kvality
ejakulatu (Franchi et al. 2008). B-MSP je proto zajimavym a vyznamnym piedmétem

vyzkumu nejen v oblasti reprodukce.
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U spermii muzi je B-MSP lokalizovan na hlavicce spermie, pfedev§im akrozomu
(Franchi et al. 2008). Podobny vyskyt tohoto proteinu na spermii jako lidé maji morcata
(Franchi et al. 2008). U opic je naopak omezen pouze na oblast bi¢iku (Tollner et al. 2004).
Kanci spermie nesou B-MSP na akrozomalni cast hlavicky, na spojovacim a na hlavnim
oddilu bi¢iku. U prasat je rovnéz popsana rozdilna lokalizace tohoto proteinu u spermii
ejakulovanych a kapacitovanych — u ejakulovanych byl detekovan v oblasti akrozomu
a biciku a u kapacitovanych pouze uvnitt akrozomu (Manaskova-Postlerova et al. 2011).

Z nasich vysledka vyplyva, ze se p-MSP u kancich spermii vyskytuje v akrozomalni
oblasti hlavicky spermie, na spojovacim a na hlavnim oddilu bi¢iku. V naSich experimentech
byl B-MSP ve fixovanych spermiich po kapacitaci detekovan Vv apikalni ¢asti akrozomu
s velmi slabou intenzitou. Podobna intezita vazby protilatky proti B-MSP byla zaznamenana
u spermii kapacitovanych v médiu s inhibitorem PYR-41 a s DMSO. Dale protein nebyl
zachycen v oblasti stfedniho oddilu bi¢iku, coz je rovnéz v rozporu s predchozimi poznatky
(viz. Manaskova-Postlerova et al. 2011). Pfi¢innou mize byt nedostatecny pocet opakovani
experimentu a/nebo slabsi protilatka pouzita pro detekci proteinu. Je nutné zminit, ze v nasich
experimentech byla pouzita jina protilatka, i kdyz se stejnou specifitou, nez v piedchozi studii
(viz. Manaskova-Postlerova et al. 2011). Pro exaktni hodnoceni zmény mnozstvi f-MSP
ve vzorcich kapacitovanych spermii v modifikované a nemodifikovaném médiu nebylo
udélano dostatek experimentl a zanalyzovan patfi¢ny pocet bunék.

Pokud se protein po kapacitaci z povrchu hlavi¢ky a bi¢iku spermie skute¢né ztraci
(Manéskova-Postlerova et al. 2011), tzn. je degradovan, musi se tato zména odrazit
Vv celkovém snizeni koncentrace B-MSP ve spermii. Tento piedpoklad zde popsany vyzkum
potvrzuje. Z dat zjisténych pomoci imunodetekce vyplyva, Ze u kapacitovanych spermii je
koncentrace proteinu dramaticky niz8i nez u spermii ejakulovanych.

Mechanismus, ktery za degradaci B-MSP na spemii pfi kapacitaci stoji, vSak dosud
nebyl odhalen. Miles et al. (2013) ve své publikaci zafadil beta-mikroseminoproteinna seznam
moznych ¢lend skupiny proteinti interagujicich s proteazomem (PIPs). Proteazomy spermie
se podili na odstrafiovani mnoha ubiquitinem oznacenych proteinid a v podstaté se podili
na vsech reakcich nutnych pro splynuti spermie s vajickem (Zimmerman & Sutovsky 2009).

Vysledky této prace ovsem naznacuji, Zze by ubiquitin-proteazomovy systém mohl hrat
roli v ubytku B-MSP pfi kapacitaci. Metodou imunodetekce byl v mnozstvi B-MSP mezi
spermiemi kapacitovanymi V nemodifikovaném médiu a spermiemi kapacitovanymi
v modifikovaném médiu zjistén statisticky vyznamny rozdil, kdy pfi pouziti inhibitoru

protezomu MG-132 byla zaznamenana hladina proteinu vys$i nez pii kapacitaci spermii

37



v nemodifikovaném médiu. O tomto inhibitoru je znamo, Ze blokuje vSechny tfi protedzové
aktivity proteazomu (kaspdzova, trypsinovd, chymotrypsinovd). Snizs§i ucinnosti také
inhibuje aktivitu kalpainu, coz jsou proteazy aktivované vapenatymi ionty (Pehere et al.
2019). Naproti tomu, PYR-41 inhibuje pouze enzym aktivujici ubiquitin (Yoshida et al.
2018). Vyssi hladina -MSP pfi pouziti MG-132 tak mtize ukazovat na vedlejsi pisobeni této
latky. V pfistich studiich by bylo vhodné tento jev vice prozkoumat a zvolit inhibitor, ktery by
inhiboval aktivitu protazomu specifictéji.

Ptesto, ze naSe vysledky naznacCuji ucast ubiquitin-proteazomového systému
pti degradaci B-MSP spermii béhem kapacitace, nelze tyto vysledky povazovat za definitivni.
Proto by bylo nezbytné experimenty podrobit vice opakovani.

Je tieba shromazdit vice detailnéj$ich poznatkt jak o beta-mikroseminoproteinu a jeho
uloze ve spermiich a celkové v reprodukci, tak 0 pfesném zapojeni ubiquitin-proteazomového
systému do kapacitace spermii. | Samotny proces kapacitace stale nabizi mnoho moznosti
pro dalsi studie. Nami ziskané poznatky mohou piispét k dalsimu pochopeni molekularnich

mechanismi vedoucich ke kapacitaci spermii a uspéSnému oplozeni vajicka.
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[ Zavér

Imunolokalizaci byla pfitomnost beta-mikroseminoproteinu prokazana v akrozomalni
oblasti hlavi¢ky spermie, ve spojovacim a hlavnim oddilu bi¢iku. Ve jmenovanych oblastech
byl tento protein lokalizovan podobné u vSech zkoumanych vzorkl. Nejsilnéj$i znaceni
se objevilo ve vzorku ejakulovanych spermii. Ve vzorku spermii kapacitovanych
v modifikovaném  médiu s inhibitorem  proteasomu  MG-132 byla intenzita
imunofluorescencnih0o znaceni vys$8i nez u spermii kapacitovanych Vv nemodifikovaném
médiu.

Imunodetekci byla zjisténa nejvyssi koncentrace B-MSP ve vzorku ejakulovanych
spermii.  Mnozstvi  proteinu  bylo srovnatelné ve spermiich  kapacitovanych
v nemodifikovaném a modifikovaném médiu s inhibitorem PYR-41 a DMSO. Ve vzorku
spermii kapacitovanych s MG-132 byla vsak koncentrace B-MSP oproti ostatnim vzorkiim
podrobenym kapacitaci signifikantné vyssi.

Nase hypotéza, ze je ubiqutin-proteazomovy systém zapojen do odstraiiovani beta-
mikroseminoproteinu z kan¢ich spermii béhem kapacitace nebyla jednoznacné potvrzena,
protoze jsme nem¢éli k dispozici dostatek dat pro zpracovani analyzy obrazu z fluorescen¢nich
experimentll. Nicméné na zdklad¢ vysledki imunodetekce mnozstvi B-MSP ve vzorcich
kapacitovanych spermii s inhibitorem proteazomu se zda, ze by se ubiqutin-proteazomovy

systém mohl degradace B-MSP tcastnit.
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