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Detekce rezidualnich histonu ve spermiich savcu

Souhrn

Béhem spermatogeneze dochazi ke zménam chromatinu, které jsou
doprovazeny zaménou histond za protaminy, neboli protaminaci. Po protaminaci
ve spermii detekujeme rezidualni mnozstvi histonu, které je druhové specifické.
Zatimco dfive byla pfitomnost rezidualnich histond povazovana za nedostatecnost
protaminace, v soucané dobé je zjevné, Ze histony a jejich post-translacni modifikace
hraji dualezitou roli ve struktufe spermie, v procesu oplozeni a v c¢asném
embryonalnim vyvoji. Souhrn post-translacnich modifikaci histond, nej¢astéji
metylace, fosforylace, ubikvitinace a sumoylace je oznacovan jako histonovy kod.

Na zakladé dosavadniho poznani histonového kodu byla stanovena hypotéza,
Ze post-translacni modifikace histoni ve spermiich savcu ovliviuji fyziologické
funkce spermii, vyjadiené jejich zivotaschopnosti a motilitou. Pro experiment byly
pouzity mysi spermie od samcu z kmene CD1 a lidské spermie odebrané od
pacientl kliniky Genetika Plzen s.r.o. Ejakulat byl zpracovan a hodnocen na zakladé
manualu WHO. Spermie byly analyzovany metodou imunocytochemického barveni,
prutokové cytometrie a western blotu. Byly analyzovany nasledujici post-translacni
modifikace ve spermiich mySi a Clovéka: dimethylace histonu H3 na lysinu K4
(H3K4me?2), fosforylace histonu H2AX na serinu 139 (gammaH2AX). Nasledné doslo
ke korelaci téchto histonovych modifikaci v lidskych spermiich s jejich
mitochondrialnim stavem po barveni MitoTrackerem a motilitou. Z kvantifikaci signalu
pro vybrané histonové modifikace je patrné, Ze mezi jedinci je vyrazna individualni
variabilita. Vysledky experimentu ukazaly, Ze vzorky s nejvy$8im zastoupenim
progresivhé se pohybujicich spermi zaroven vyjadfuji jedny z nejvySSich hodnot
intenzity fluorescence MitoTrackeru. Dale bylo zjiSténo, Ze mnozstvi H3K4me2 je
nepfimo umérné motilite¢ spermii. Lze pfedpokladat, Ze H3K4me2 je histonovym

kandidatem pouZzitelnym jako negativni marker motility spermii.

Klicova slova: spermie, histon, histonov kéd, oplozeni, pratokova cytometrie



Detection of residual histones in mammals sperm

Summary

During spermatogenesis there are changes in chromatin which are accompanied by
histone-protamin replacement, called protamination. After protamination there is
residual amount of histones, which species specific. In the past, the presence of
residual histones was considered to bet he insufficiency of protamination, on the
other hand, histones and their post-translational modification plays an important role
in sperm structures, the proces if fertilization and in early embryonic development.
The index of post-translational modifications of histones, such as methylation,
phosphorylation, ubiquitination or SUMOQOylation, is called the histone code. Based on
existing knowledge of the histone code, the hypothesis, that post-translational
modifications of histones in mammalian sperm cells affect physiological functions
expressed by their motility and sperm viability, has been established. In addition to
sperm of mice CD1 strain was used for experiment, human sperm was collected from
patients of Genetika Plzen s.r.o. clinic. Semen was prepared and assessed in
accordance with the WHO manual. Sperm cells were analyzed using
immunocytochemical staining, western blot and flow cytometry. There were analyzed
following post-translational modifications: dimethylation of histone H3 at lysine K4
(H3K4me2), phosphorylation of histone H2AX on serine 139 (gammaH2AX).
Consequently, there was a correlation of these histone modifications in human
spermatozoa with their mitochondial condition (after the MitoTracker staining) and
their motility. For quantifying the signals for selected histone modification, there is
obvious significant individual variability of individual sperm samples. The results of
experiment show that the samples with the highest percentage of progressive motile
sperm also have the highest intensity of fluorescence of MitoTracker. Furthemore,
the quantity of H3K4me2 shown that this histone modification is a candidate useful

as a negative marker of sperm motility.

Keywords: histone, histone code, fertilization, flow cytometry
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1 Uvod

Techniky asistované reprodukce (ART- Assisted Reproductive Technologies)
predstavuji v souCasné dobé kliCovy nastroj lIéCby neplodnosti pro stale rostouci
poCet parl s problémem pfirozeného poceti. Efektivita ART tak udava uspésnost
terapie a z téchto divodu je pro umélé oplodnéni zapotiebi kvalitni oocyt a oplozeni
schopna spermie. Zatimco populace dostupnych oocytll je omezena, populace
spermii je mnohem vhodnéjsSi pro kvalifikovanou a intenzivni selekci s ohledem
na jejich oplozeni schopnost.

Spermie vznika pfi procesu zvaném spermatogeneze. Spermatogenezi je
mozno rozdélit na spermacytogenezi, pfi které dochazi ktvorbé haploidnich
spermatid, a spermiogenezi, pfi které spermatida podstupuje morfologické zmény
a stava se z ni zrala spermie. BEéhem tohoto procesu dochazi k vyrazné remodelaci
chromatinu. Z hlediska kondenzace nabyva chromatin dvou podob — transkripéné
aktivni euchromatin a transkripéné inaktivni heterochromatin. Heterochromatin
spermie pfredstavuje vysoce odolnou strukturu, jejiz stabilita je dana pfitomnosti
protamini a rezidualnich histonud v€etné post-translacnich modifikaci, jako je
metylace, acetylace, fosforylace €i ubikvitinace. Post-translaéni modifikace histonu
utvareji histonovy kod a predstavuji jeden z nastroji epigenetickych regulaci
v organismu. Histonovy kod predurCuje stabilitu genomu spermie, schopnost
bezchybného oplozeni a uspésSnost embryonalniho vyvoje.

Zatimco existujici postupy selekce jsou zaméfeny na morfologii spermii, jejich
motilitu, popfF. aktivitu akrozomalnich enzym( ¢&i mitochondrialni stav spermii,
epigeneticka kvalita spermii dosud neni vyuzivana. Pravé epigeneticka kvalita
histonového kodu predstavuje v souCasné dobé pokrocily nastroj pro selekci spermii
nejen s ohledem na oplozeni schopnost, ale také uspésnost Casného embryonalniho
vyvoje. Z téchto divodu by se histonovy kod mél stat pfedmétem dalSich studii,

jelikoz jeho vyuZiti pro selekci spermii pfedstavuje moznost jak zvySit efektivitu ART.



2 Hypotéza a cil prace

Byla stanovena hypotéza, Ze post-translacni modifikace histonl ve spermiich
savcu ovliviuji  jejich fyziologické funkce, vyjadfené jejich Zivotaschopnosti
a motilitou. Byly stanoveny nasleduijici cile:

1) detekovat vybrané residualni histony a jejich post-translacni modifikace
ve spermiich mysi a ¢lovéka;

2) kvantifikovat pfitomnost vybranych residualnich histont ve spermiich ¢lovéka;

3) vyjadfit vztah mezi rezidualnimi histony a kvalitou spermii ¢lovéka.



3 Literarni reSerse
3.1 Morfologie a fyziologie spermii

Spermie jsou samci pohlavni buriky. Tyto bunky vznikaji v semenotvornych
kanalcich varlat. Kanalky jsou sloZeny z fibrozniho vaziva a slozitého zarode¢ného
neboli semenotvorného epitelu. Epitel je tvofen dvéma typy bunék — Sertolliho
podpurnymi elementy a spermatogoniemi. Tyto burnky se opétovné déli a nakonec se

diferencuji ve spermie. Tento déj se nazyva spermatogeneze (Carneiro et al.,1997).
3.1.1 Hormonalni Fizeni spermatogeneze

Spermatogeneze zavisi na ucinku folikuly stimulujiciho hormonu (follicle-
stimulating hormone - FSH) a luteinizacniho hormonu (LH, téz ICSH — intersticial-cell
stimulating hormone) (Carneiro et al.,1997). LH je pro spermatogenezi vyzadovan
nepretrzité, zatimco FSH je nezbytny pro zahajeni spermatogeneze
v obdobi puberty.

LH pasobi na Leydigovy buriky v intersticiu varlete a vyvolava tak produkci
testosteronu, ktery je nezbytny pro normalni vyvoj spermii (Carneiro et al.,1997).
Nizka hladina testosteronu stimuluje prostrfednictvim pozitivni zpétné vazby sekreci
LH v adenohypofyze. ZvySeni sekrece LH stimuluje Leydigovy bunky k dalSi sekreci
testosteronu. K dalSim funkcim testosteronu patfi vznik a udrzeni libida, sekrecni
aktivity pfidatnych pohlavnich zlaz a rozvoj samcich sekundarnich pohlavnich znaku.

DalSi hypofyzarni gonadotropni hormon je FSH. FSH pusobi na Sertoliho
buriky, ve kterych stimuluje adenylat cyklazu, ¢imz zvySuje mnozstvi cyklin adenosin
monofosfatu (cyclic adenosine monophosphate — cAMP), zaroven podporuje syntézu
proteinu vazajiciho androgenu (ABP — Androgen-binding protein). ABP se vaze
na testosteron a prepravuje jej do lumen semenotvornych kanalkd (Carneiro
et al.,1997). Stabilizuje tak jejich koncentrace a zajistuje jejich pfiméfené mnozstvi
pro spermatogenezi. Zaroven se predpoklada, ze FSH stimuluje sekreci estrogenu
Sertolliho burikami. Aktualni sekrece estrogenu se muze zvySovat intracelularni
pfeménou testosteronu. DalSim hormonem, ktery vznika v Sertolliho bunkach, je
inhibin, ktery inhibuje sekreci FSH pfednim lalokem hypofyzy, ¢imz prostfednictvim

negativni zpétné vazby snizuje hladinu estrogent produkovanych témito burikami.



3.1.2 Stavba spermie

Spermie je terminalné diferenciovana burika dlouha cca 60 pym skladajici se
z 3 oddilG: hlavi¢ky, stfedniho oddilu (také midpiece) a biciku.

Hlavicku spermie tvofi jadro, které je oplostélé a obsahuje vysoce
kondenzovany chromatin. Dvé tfetiny pfedniho polu pokryva akrozom, coz je
zploStély vacek obsahujici dulezité hydrolytické enzymy.

Stfedni oddil spermie se sklada z kréku a spojovaciho oddilu. V kréku je
uloZzen proximalni centriol obklopeny 9 pficné pruhovanymi elektronové denznimi
provazci, které se distalné ztenc€uji a konCi v po€ateCnim useku spojovaciho oddilu.
Tyto provazce se nazyvaji segmentované chordy. Ty probihaji spojovacim oddilem
a celou hlavni ¢asti biCiku. Obsahuji myozin a aktin, takze je pravdépodobné, Ze se
uplatnuji pfi pohybu. V oblasti spojovaciho oddilu je jeSté vytvofena mitochondrialni
pochva sloZena z longitudinalné usporadanych mitochondrii, které spiralovité obtaci
axonému, pohybové centrum spermie, a hladké chordy. Divodem nahromadéni
mitochondrii v této oblasti je to, Ze spojovaci oddil pfedstavuje energetické centrum
spermie. Anulus, prstenec tvofeny protaminy (Ward et Coey, 1989), poté tvofi hranici
mezi stfednim oddilem a bi¢ikem.

BiCik Ize rozdélit na 2 ¢asti — hlavni a koncovou a jeho funkce je zejména

pohybova (Konradova, 2000).
3.1.3 Spermatogeneze

Spermatogeneze je kontinualni a precizné kontrolovany proces, zahrnujici
transformaci spermatogonii na spermie. Tento proces lze u savcu rozdélit
do nékolika fazi: 1) prvni z nich je spermacytogeneze, b&éhem niz se spermatogonie
déli a davaji vznik nékolika generacim bunék, pfiCemz posledni z generaci bunék
v této fazi se oznacCuje jako generace spermatocytl. Nasleduje 2) faze meidzy,
béhem niz podstupuje spermatocyt dvoji déleni, jehoz vysledkem je sniZzeni poctu
chromozom( i mnozstvi DNA v burice na polovinu. Takova bunka se jiz nazyva
spermatida a vstupuje do posledni faze 3) spermiogeneze, pfi niz spermatidy
podléhaji morfologickym zmé&nam a prochazi komplexnim procesem zrani, na jehoz

konci je zrala spermie (Carneiro et al.,1997).



3.1.3.1 Spermacytogeneze

Proces spermacytogeneze predstavuje postupnou pfeménu spermatogonii
na spermatocyty. Spermatogonie jsou primitivni zarodecné buriky uloZené pfi
bazalni membrané. Tyto bunky podstupuji sérii mitotickych déleni, po nichzZ mohou
zustat spermatogonie jako nediferencované kmenové buriky — spermatogonie typu A,
nebo se diferencuji na spermatogonie typu B (Oliva et Castillo, 2011).
Spermatogonie typu B pak pronikaji do luminalni oblasti semenného epitelu, dale se
mitoticky déli a zvétSuji se (Konradova, 2000). Tyto buiky pak davaji vzniknout
primarnim spermatocytim (neboli spermatocytliim |. Fadu) obsahujicim u ¢lovéka 2n
pocet 46 chromozomu (Oliva et Castillo, 2011).

Spermatocyty |. fadu jsou uloZeny ve vrstvé nad spermatogoniemi. Jsou
to nejvétsi bunky, které se v semenném epitelu nachazeji (Konradova, 2000).
Tyto bunky pak podstupuji profazi prvniho meiotického déleni (Oliva et Castillo,
2011). Tato faze je pomérné dlouha, trva 22 dnu, a proto jsou spermatocyty |. fadu
v semenném epitelu hojné zastoupené (Konradova, 2000). Vysledkem prvniho
(redukéniho) meiotického déleni jsou mensi buriky, tzv. sekundarni spermatocyty
(spermatocyty Il. fadu), které obsahuji haploidni sadu 23 chromozomu (Carneiro
et al.,1997). Sekundarni spermatocyty rychle vstupuji do druhého meiotického
déleni, pfi kterém podstupuji rozdéleni, na jehoz konci vznikaji haploidni spermatidy.
Spermatidy jsou morfologicky totoZné se spermatocyty Il. fadu a podstupuji fazi
spermiogeneze, ktera je nezbytna pro tvorbu oplozeni schopné spermie (Carneiro
et al.,1997).

3.1.3.2 Spermiogeneze a zaména histontl za protaminy

Spermiogeneze pfedstavuje slozZity proces diferenciace spermatid vzniklych
délenim spermatocytu Il. Fadu (Carneiro et al.,1997). Spermatidy v post meiotické
fazi mohou byt rozdéleny na rané spermatidy s kulovitym jadrem, pfechodné
spermatidy s prodluzujicim se jadrem (podléhajici procesu elongace) a spermatidy
s plné kondenzovanym jadrem (Dadoune, 2003). Spermiogeneze zahrnuje mimo
elongace a kondenzace chromatinu také tvorbu akrozomu, vyvoj biCiku a ztratu
vétsiny cytoplazmy.

Béhem vétSiny trvani spermacytogeneze je chromatin spermatogonii a spermatocytu

organizovany jako u vétSiny eukaryotickych bunék, kdy je zakladni stavebni jednou



chromatinu nukleozoém. Nukleozom vznika obtoCenim 146 parG bazi DNA kolem
histonového oktameru, coz je komplex 8 histond tvofeny dvojicemi histond H2A,
H2B, H3 a H4 (McGhee et Felsenfeld, 1980). Histon H1 (také oznaCovany jako
linker) pfispiva k vétsi organizovanosti chromatinu (Kowalski et Palyga, 2012). Kazdy
histon, kromé histonu H4, zahrnuje nékolik variant, které se liSi v aminokyselinovych
sekvencich a jsou kodovany rdznymi geny. Zatimco nékteré typy histond jsou
pritomny ve vSech burikach, nékteré typy jsou specifické. Govin et al. v roce 2007
objevili u mySi 5 histonovych variant, které jsou tvofeny zejména ve varlatech —
H2AL1, H2AL2, H2AL3, H2BL1 a H2BL2. mRNA prvnich ¢tyf zminénych jsou
obsazeny v kulatych a elongujicich se spermatidach, zatimco mRNA H2BL2 je
v postmeiotické fazi pfitomen jen minimalné. DalSim specifikem téchto variant je,
ze koncentrace H2AL1/L2 a H2BL1 v kondenzujicich se spermatidach je podobna
jako koncetrace tranzitnich proteint a protamin(, coz znamena, Ze se tyto varianty
do jisté miry podili na formaci heterochromatinu. Tyto histony jsou poté pfitomny
i ve zralych spermiich, coz bylo zjiS§téno ze spermii izolovanych z nadvarlete (Govin
et al., 2007).

Z hlediska zmén chromatinu Ize spermiogenezi rozdélit do 2 fazi: 1) prvni faze
je typicka kulatym jadrem, které obsahuje histony jako hlavni jaderné proteiny a je
stale transkripéné aktivni; 2) druha faze zahrnuje dramatické zmény ve strukture
chromatinu, kdy histony za¢nou byt postupné nahrazovany jinymi proteiny, jako jsou
tranzitni proteiny a nakonec protaminy. V disledku téchto zmén klesa transkripce
a genova exprese na minimum (Kleene, 2003; Rousseaux et al., 2005). V post-
meiotické fazi dochazi k transkripci pouze u nékolika malo genu (White-Cooper
et Bausek, 2010).

Dulezitym procesem protaminace je navazani prechodnych tranzitnich
proteind TP1 a TP2 na histony spermatidy (Balhorn, 2007). Tranzitni proteiny jsou
makromolekuly, které vykazuji helikazovou aktivitu, ktera méni DNA ve flexibilngjsi
formu a tim pomahaji remodelovat a kondenzovat chromatin. V momenté mezi
odstranénim histonu a jejich nahrazenim protaminy se sklada 90% chromatinovych
komponentu pravé z tranzitnich protein(. Tranzitni proteiny byly zjistény u velkého
mnozstvi druhl. Obsahuji vétSi mnozstvi lyzinu a argininu nez histony a jsou vétsi
nez typické protaminy. Strukturalné jsou tyto proteiny na pomezi histoni a protaminu
a nesou tedy spoustu strukturalnich podobnosti s obéma témito skupinami (Meistrich
et al., 2003).



Po saturaci spermatidy tranzitnimi proteiny nastava jejich nahrazeni
samotnymi protaminy PRM1 a PRM2 (Steger, 1999). Pfedtim, nez protaminy nahradi
tranzitni proteiny, musi dojit k fosforylaci protaminu, kdy je P1 fosforylovan pomoci
serin/arginin protein specifické kinazy 1 (serine/treonine-protein kinase 1 - SRPK 1)
(Papoutsopoulou et al., 1999) a P2 pomoci vapnik/kalmodulin-depednetni protein
kinazy 4 (calcium/calmodulin-dependent protein kinase - CAMK 4) (Carrell et al.,
2007). Prifazeni protamini k DNA podporuje hydrodynamicky tvar hlavi¢ky spermie
a chrani paternalni genom z fyzikalniho i chemického hlediska, zatimco samotné
protaminy hraji roli v dulezitych epigenetickych procesech (Rathke et al.,, 2013).
Fosforylované protaminy vytvofi v chromatinu toroidalni strukturu, coz je vyhodné
prostorové usporadani ve tvaru kruhu, které zvySi kondenzaci chromatinu az
Sestkrat, nez je tomu v somatické burice (Balhorn, 2000). Po pfeméné spermatidy na
spermii v pozdni fazi kondenzace chromatinu pak dochazi ke kompletni defosforylaci
protamind (Balhorn, 1982).

Protaminy jsou hlavni jaderné proteiny spermie (Wykes et Krawetz, 2003).
Jsou obaleny kolem DNA tésnéji nez histony a tvofi prstencovou strukturu, ktera
chrani DNA. Jedna se o bilkoviny bohaté na arginin a cystein (Balhorn, 2007).
Vysoka hladina argininu umozriuje silnou vazbu na DNA, zatimco cystein umozriuje
tvorbu disulfidickych muastkd nezbytnych pro formaci vysoce kondenzovaného
chromatinu (Carrell et al.,2007). Velmi zasadni je pomér protamint P1 a P2, ktery se
u zdravych lidskych spermii pohybuje kolem 1:1 (Francis et al., 2014),
de Yebra et al., (1993) uvadi pomér 0,8:1,2. Pomér se také lisi u jednotlivych druh
(Corzett et al., 2002). Jakékoliv snizeni nebo zvySeni tohoto poméru je pak spojeno
s problémy s reprodukci az infertilitou (Francis et al.,2014). SniZzena plodnost byla
detekovana u jedincq, ktefi méli abnormalni pomér protamina P1 a P2 (Carrel et Liu,
2001) a infertilita byla pozorovana u muzd, v jejichz spermiich nebyly protaminy P2
detekovatelné (de Yebra et al., 1993). Abnormalni pomér téchto protaminu je také
spjat se zménou morfologie spermii, redukci jejich po¢tu a snizenou motilitou. Mensi
pomér nez 0,8 je poté spojovan se zvySenym vyskytem DNA fragmentace
(Aoki et al., 2005).

Po protaminaci mizeme ve zralé spermii detekovat urcité procento histonu,
které je druhové specifické. V lidské spermii zUstava po protaminaci 10-15%
rezidualnich histonu (Brykczynska et al., 2010; Gatewood et al., 1987), v mySi

spermii zustava rezidualni pouhé 1%. (van der Heiden et al., 2005). Tyto histony,



oznacované jako rezidualni, zGstavaji ve své puvodni nukleozomaini struktufe, jsou
nenahodné rozmistény kolem chromozom( a asociovany s jejich centromerami
a telomerami (Vavouri et Lehner, 2011). Perzistence téchto histonu byla dfive
povazovana za fyziologickou nedostateCnost v procesu protaminace. Soucasné
poznani vSak poukazuje na vyznamnou roli v globalni funkci chromozomu( spermie
(Arpanahi et al.,2009) a v ¢asném embryonalnim vyvoji (Hammoud et al., 2009).
Uspésny embryonalni vyvoj je mimo jiné determinovan adekvatnim genovym

imprintingem, ktery ve spermii probéhl.

3.1.4 Imprinting gent

Jednim zdalSich mechanismu regulace genové exprese béhem
embryonalniho vyvoje je imprinting genu. Za normalnich okolnosti maji matefrska
i otcovska kopie (alela) téhoz genu stejny potencial byt aktivni. Genovy imprinting je
vSak epigeneticky mechanismus, ktery méni tento potencial, protoZze omezuje
expresi genu na 1 alelu (Barlow et Bartolomer, 2014). Imprintované geny se tak se
liSi od klasickych, mendelovsky dédénych genl tim, ze jsou transkribovany pouze
z jedné alely urcitého rodiCovského puvodu. Mezi otcovské imprintované geny patfi
napfiklad rastové stimulatory Igf2 (insuline-like growth factor 2), Pegl, Peg3, Rasgfrl
(Ras protein specific guanine nukleotide releasing factor 1) ¢i DIk1(Delta Like nin-
canonical notch ligand 1), jejichz deficience zplUsobuje zpomaleni ristu embrya.
VétSina téchto genl je lokalizovana ve shlucich, které jsou regulovany
prostfednictvim izolatord nebo dlouhych nekédujicich RNA. Genovy imprinting zavisi
na epigenetickém systému, ktery je jim modifikovan, ¢imz imprintuje jeden ze dvou
rodiCovskych chromozomu. Tento ,imprint® je nasledné pouzivan k odpuzeni
Ci pfivolani  transkripCnich faktort nebo mRNA, ¢&imz se zméni exprese
imprintovaného genu. Nedavné studie ukazaly, Ze genovy imprinting vyznamné
ovliviuje rust placenty, embrya a novorozence (Barlow et Bartolomer, 2014).

Genovy imprinting je vysledkem struktury chromatinu spermie vcetné

nezbytnych epigenetickych zmén spermie.



3.2 Chromatin spermie a epigenetické zmény

Spermie obsahuji chromatin, ktery je tvofen DNA a asociovanymi proteiny
(Bungum et al.,, 2007). Integrita DNA spermie je nezbytna pro spravny pfenos
genetické informace a slouzi také jako indikator kvality spermatogeneze a plodnosti
samce (Smith et al., 2007). Stim uzce souvisi struktura chromatinu, ktera hraje
dulezitou regulaéni roli (Cheung et al., 2000), je nezbytna pro funkénost spermie
a normalni embryonalni vyvoj. Mezi Casté defekty patfi DNA fragmentace. Jedna se
o naruseni struktury chromatinu, které je charakteristické pFitomnosti zlomu
na vlaknech DNA, coz vede k formaci denaturovanych segmentt. DNA fragmentace
muze byt zplsobena napfiklad poruchou maturaci spermatid, nespravnou
rekombinaci (Gonzales-Marin et al., 2012), Spatnym pomérem protamini P1 a P2
(Garcia-Peir6 et al., 2011) nebo napfiklad oxidativnim stresem. Oxidativni stres
vznika nerovnovahou mezi tvorbou reaktivnich forem Kkysliku (reactive oxygen
species - ROS), jinak téz volnych radikall, a antioxida¢ni kapacitou. Volné radikaly
vznikaji jako vedlejSi produkty pfi okysliCovani organismu a antioxidanty funguji jako
latky, které jsou schopny molekuly volného reaktivniho kysliku zachytit (Evgeni et al.,
2014). Pokud ale vznikne nerovnovaha mezi témito procesy, dochazi k naruseni
bunéénych struktur, véetné DNA (Aitken et al., 2011). ROS muze vést ke vzniku
jednovlaknovych (single-strand breaks — SSB) &i dvouvlaknovych zlomu (Double-
strand breaks — DSBs). Zatimco SSB jsou ¢astéjSi a Iépe reparovatelné, DSBs se
vyskytuji méné Casto a k reparaci dochazi jen velmi obtizné (Woodbine et al., 2011).
K naruseni DNA muze dojit ve varletech, nadvarletech & béhem ejakulace
(Zini et Sigman, 2009). Existuje mnoho hypotéz vysvétlujicich divod naruseni DNA
zralé spermie u neplodného samce, jako jsou napfiklad abnormality v kondenzaci
chromatinu, aneuploidie, chromozomoveé prestavby, apoptéza C€i oxidativni stres
(Manicardi et al., 1995; Barroso et al., 2000; Souza et al., 2010). Defekty spermie
mohou zpusobit rizné embryonalni poruchy nebo spontanni potraty (Cebesoy et al.,
2006). Na integritu chromatinu mohou mit vliv také biologické faktory, u ¢lovéka je
Casto patrny dopad infekci, pohlavné pfenosnych onemocnéni, obezity, diabetu, véku
anebo nezdravého Zivotniho stylu, zahrnujiciho napfiklad koufeni ¢i nadmérny pfisun
alkoholu (Pacey, 2010).

Chromatin mlze z hlediska kondenzace nabyvat dvou podob: a) euchromatin

predstavuje pouze nukleozomy navinuté do formy solenoidu, jehoz spiralizace dale
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nepokracuje. Euchromatin ma tedy rozvolnénou strukturu, umozrniuje prepis genu
prostfednictvim transkripce (Erenpreiss et al., 2006) a je mnohem vice pfistupny
transkripénim faktordm a enzymUm transkripce nez b) heterochromatin, ktery je jiz
vysoce spiralizovany do formy chromozému. Heterochromatin se vyskytuje béhem
déleni bunky a je velmi malo transkripcné aktivni. Integrita chromatinu je nezbytna
pro pfenos paternalni genetické informace a jeho normalni struktura je dalezita pro
oplozovaci schopnost spermie (Erenpreiss et al.,2006). Heterochromatin spermie
také pfitomnosti vySe zminénych specifickych proteini — protamind. Tyto okolnosti
¢ini z chromatinu spermie vysoce stabilni a odolnou strukturu (Dadoune, 2003).
Na téchto vlastnostech se mimo protamint podili také rezidualni histony, jejichz
souhrn vytvafi tzv. histonovy kod, a dalSi zmény, které nepostihuji primarni strukturu
chromatinu, ale rozhoduji o jeho vlastnostech, popf. expresi. Souhrnné jsou tyto
zmény oznacCované jako epigenetické a zahrnuji, mimo zminéného histonového

kodu, také metylaci DNA a pritomnost nekodujicich RNA.

3.2.1 Metylace DNA

Jednou z dulezitych epigenetickych modifikaci chromatinu je metylace DNA. Existuji
dva typy metylace — metylace DNA a metylace histond. Rozeznavame mnoho
zpusobu, jak je genova exprese u eukaryotickych bunék fizena, ale metylace DNA je
jednim z nejbéznéjSich epigenetickych nastroji, ktery buriky pouzivaji k vypnuti
genu. DNA metylace je mimo jiné dulezita pro embryonalni vyvoj, genovy imprinting,
inaktivace X chromozomu ¢&i zachovani stability chromozému. Metylace DNA ma
obecné opacny efekt na strukturu chromatinu a expresi genli nez acetylace. Existuji
3 stupné metylace — mono- (mel), di- (me2) a tri- (me3) (Miao et Natarajan, 2005).
Jedna se o vratny proces modifikace cytosind, ktery je umoznén diky enzymu DNA
methyltransferaze (DNA methyltransferase - DNMT) (La Salle et al., 2004),
pricemz udrzovaci funkci ma v tomto procesu DNMT1 (Okano et al, 1999). Metylova
skupina, pochazejici z S-adenosyl-metioninu, je pfenasena na 5’uhlik cytosinu.
Tento pFfenos se uskute€iuje zejména v oblastech cytosin-fosfat-guaninovych
dinukleotidd (CpG) (Jones, 2012), coz jsou mista genomu s vysokym obsahem
guaninu a cytosinu (Okano et al., 1999). Metylace potlacuje genovou expresi, ktera

muze byt opét aktivovana prostfednictvim demetylace (Chen et Li, 2004).
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3.2.2 Nekoddujici RNA

Termin nekdédujici RNA (non-coding RNA - ncRNA) je pouzivan pro takové
RNA, které nekdduji zadny protein, ale zaroven obsahuji uréitou informaci ¢i maji
néjakou funkci. Donedavna se predpokladalo, Ze vétSina genetické infomace,
ktera urCuje biologickou formu a fenotyp, je vyjadifena prostfednictvim proteinu, které
plni razné katalytické, strukturni a regulacni funkce. Nedavné studie obijevily, Ze
vétSina genomu je ve skutecCnosti transkribovana do nekodujicich RNA, které se poté
rizné sestfihavaji a zpracovavaji do mensSich produktd. Dfive byly tyto RNA
povazovany za akumulované evolucni necistoty (Mattick et Makunin, 2006). ncRNA
se se mohou rozdélovat dvéma riznymi zpusoby. Z hlediska délky molekuly existuji
dlouhé ncRNA (long non-coding RNA - INnRNA) a kratké molekuly, snRNA (small non-
coding RNA). Tyto malé molekuly poté zahrnuji siRNA (small interfering RNA, miRNA
(microRNA) a piRNA (piwi-interacting RNA) (Girard et al., 2006). DalSi rozdéleni
NcRNA je na microRNA, snoRNA (small nucleolar RNA) a dalsi tfidy malych
regulacnich RNA, které jesté Cekaji na probadani. ncRNA jsou nositeli skrytych
signalli, které kontroluji Urovenn exprese genu, vcetné struktury chromatinu,
epigenetické paméti, transkripce, RNA sestfihu €i translace. ncRNA determinuji nase
komplexni vlastnosti a podili se na tvorbé konstituce ¢i nemocnosti daného jedince
(Mattick et Makunin, 2006). Rozdil mezi druhy a mezi jednotlivymi jedinci je velmi
ovlivnén regulanimi ncRNA (Claverie, 2005). Pomér ncRNA a RNA kodujicich
proteiny koreluje s vyvojovou slozitosti (Mattick et Makunin, 2006).

Regulace genoveé exprese v téchto malych nekddujicich molekulach RNA byla
poprvé pozorovana v roce 1993, kdy védci objevily malou, dvouretézcovou RNA,
dsRNA (double-strand RNA), ktera doplnhuje viakna vétSiho mRNA a vaze se na jeho
3'netranslatovanou oblast, ¢im inhibuje translaci (Lee et al., 1993). Od této doby bylo
objeveno mnoho riznych mechanismu pro translaéni kontrolu.

DalSimi typy ncRNA jsou miRNA a siRNA. Jedna se o kratké molekuly
jednoviaknové RNA o délce priblizné 22 nukleotidu (Mattick et Makunin, 2005).
Kratka délka molekuly dava vétsi Sanci rGznym mutacim, které mohou ménit v ramci
evoluce specifitu urcitého druhu (Sethupathy et al., 2007). miRNA a siRNA jsou
odvozeny z dvouvlaknové RNA prostfednictvim DICERU. Odhaduje se, Ze témér
jedna tfetina gend koédujicich proteiny je fizena prostfednictvim miRNA (Du
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et Zamore, 2005). miRNA jsou generovany z primarnich transkriptd (primary
microRNA - pri-miRNA), které jsou syntetizovany RNA polymerazou Il (Mattick et
Makunin, 2005), malé procento miRNA nachazejicich se v repetitivnich oblastech,
je transkribovano RNA polymerazou Ill (Borchert et al., 2006). Nedavno bylo také
prokazano, Zze miRNA mohou byt odvozeny z rlznych transpozonl, coz jsou
sekvence DNA, které jsou schopny ménit svou pozici bez nutnosti replikace
(Smalheiser et Torvik, 2005). To naznaduje, Ze transpozony hraji dulezitou roli
ve vyvojovych procesech a epigenetickych variacich (Peaston et al., 2004). Nékteré
miRNA mohou byt odvozeny také z pseudogenu (Devor, 2006). Priblizné polovina
vSech miRNA je obsazena v intronech genu koédujicich proteiny, zatimco zbyvajici
jsou obsazeny v exonech netranslaovanych genl. Exprese miRNA je regulovana
a ukazalo se, Ze jsou zasadni pro Sirokou S$kalu vyvojovych procesu (Mattick
et Makunin, 2005). miRNA slouzi jako dulezité regulatory gent a a podileji se na
déleni buriky, adaptaci na prostfedi ¢i onkogenezi (Boyd, 2008). V souCasnosti je
znamo pfes 500 ruznych druhi miRNA nachazejicich se v lidském genomu
(Berezikov et al., 2006). Nékteré z nich vykazuji tkanovou specifitu (Landgraf et al.,
2007). Jedna se napfiklad o miRNA, které se vyskytuji pouze v embryonalni tkani a
hraji vyznamnu roli v udrzeni pluripotence bunék (Houbaviy et al., 2003). Dalsi jsou
specifické pro oocyty, kde ovlivhuji meiotické zrani (Murchison et al., 2007).

siRNA jsou malé, dvouretézcové molekuly RNA, které vznikaji pfi Stépeni
dsRNA pomoci enzymu diceru. Na kazdém svém 3’konci maji nukleotidové presahy,
na rozdil od miRNA, které vznikaji jako malé vlasenkové prekurzorni molekuly, které
jsou sestfihany na ur€ity rozsah opét pomoci diceru

Nejnoveéji objevenou tfidou nekddujicich RNA jsou Piwi RNA (piRNA)
nachazejici se v zarodeénych bunkach (Girard et al., 2006). Tyto RNA specificky
interaguji s proteiny z PIWI rodiny, MIWI, MIWI2 a MILI. Skladaji se z26 az 32
nukleotidd a jsou nezavislé na DICERU. Sekvence piRNA jsou mnohem vice
rozmanité nez u ostatnich RNA a tvofi nejvétsi tfidu ncRNA (lwasaki et al., 2015).
Hlavni funkci piRNA je regulace aktivity transpozomovych elementd béhem
gametogeneze, a to zejména jejich exprese a transpozice uvnitf genomu.
Transpozice transpozomU muze totiz zpUsobit nevratné poSkozeni genomu, tudiz je
regulace pomoci piRNA nezbytna a esencialni pro udrzeni normalniho prubéhu
gametogeneze a reprodukce (lwasaki et al., 2015). Mezi dalSi funkce patfi napfiklad

udrzovani celistvosti DNA v zarodecnych burnkach.
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Dlouhé nekodujici RNA byly dfive povazovany za nadbyteCné a nedulezité
¢asti ncRNA (Struhl et al., 2007) se skladaji z vice nez 200 part bazi a jsou
vyznamneé pro regulaci spermatogeneze (Mercer et al., 2009) a to tak, Ze zabrariuji
navazani transkripénich faktorl na specificka mista DNA a podporuji metylaci DNA
(Hung et al., 2011). Dale také mohou slouZit jako zdroj diceru k produkci malych
nekddujicih RNA (Keniry et al., 2012).

3.2.3 Histonovy kéd

Kazdy z histonu obsahuje strukturovanou globularni doménu, ktera je schopna
interagovat s ostatnimi histony a DNA uvnitf nukleozému, a flexibilni konce, které
lateralné vyc€nivaji z histonového oktameru. Pozitivné nabité histonové konce jsou
schopny specificky interagovat s negativné nabitou DNA (Davey et al., 2002).
Na nukleozomalni DNA se nachazeji mista, na kterych mohou histonova rezidua
vytvofit s DNA kontakt prostfednictvim vodikovych mustka (Biswas et al., 2011).
Flexibilni konce slouzi jako substraty pro mnoho enzymd, které slouzi k fadé post-
translacnich modifikaci jako je acetylace, metylace, fosforylace a ubiquitinace.
Jelikoz ruzné posttranslacni modifikace koreluji se specifickymi transktip&nimi stavy,
byla vytvofena hypotéza histonového kodu (Fischle et al., 2003). Histonovy kéd je
koncepce, podle které tvofi modifikované histony platformu, na kterou se mohou
vazat proteiny prostfednictvim specifickych domén, zejména na aminoterminalnich
koncich, a tim reguluji transkripci genu (Vyskot, 2010). Mezi proteiny, které jsou
schopny rozeznat histonové modifikace, patfi regulatory transkripce, komplexy
remodelujici chromatin a proteiny, které reguluji dulezité fyziologické procesy
v burice. Koncept histonového kédu naznacduje, ze informace dulezité pro genovou
expresi byly vloZzeny do chromatinu prostfednictvim kovalentni modifikace
(Sims et al., 2003). Modifikace histonl Ize rozdélit do dvou funk&nich kategorii
(Cosgrove et al., 2004): a) prvni kategorie obsahuje vSechny modifikace, které
nepfimo reguluji strukturu chromatinu (Cosgrove et Wolberger, 2005). To zahrnuje
vétSinu  modifikaci histonovych koncu, jako je fosforylace, ubikvitinace,
hyperacetylace atd. (Kouzarides, 2002). Béznou vlastnosti histonl je, ze obsahuiji
domény, konkrétné bromodomény a chromodomény, které jsou schopny rozeznat
histonové modifikace na zakladé acetylovanych a metylovanych lyzinovych zbytku

(Jenuwein et Allis, 2001) b) druha kategorie zahrnuje modifikace, které reguluji
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interakce mezi histony a DNA a mezi histony navzajem (Cosgrove et Wolberger,
2005). Patfi sem napfiklad acetylace a fosforylace, které podporuji zvySenou
nukleozomalni mobilitu (Cosgrove et al., 2004). Acetylace histonl je zaroven
kliCovym procesem zamény histonl za protaminy (Marcon et Boissinneault, 2004), a
to pfedevSim histonu H4 (Balhorn, 2007).

3.2.4 Posttranslacni modifikace histonu

Spermie jsou velmi zavislé na posttranslacnich modifikacich, a to nejen
histond. Je tomu tak z toho divodu, Ze zrala spermie neni schopna si syntetizovat
nové proteiny (Baker, 2015). Zatimco mitochondrialni DNA spermatozoy je schopna
transkripce, jaderna DNA nikoliv (Cummins, 1998). Proteosyntéza ustava jesté
pred formaci hlavi¢ky, proto je spermie zavisla na modifikacich jiz existujicich
protein (Baker, 2015). Z genetického hlediska lze posttranslacni modifikace
definovat jako jakoukoliv zménu, ktera probéhla po syntéze primarni polypeptidové
sekvence do vzniku finalniho, zcela funkéniho proteinu. Post-translacni modifikace
jsou chemické zmény ve struktufe proteinu, ¢asto katalyzovany specifickymi enzymy,
které reguluji stabilitu, distribuci a funkci proteinu (Samanta et al., 2015).

Specifické modifikace histond umoznuji regulovat transkripci, replikaci, sestfih
a reparaci DNA (Polo et Jackson, 2011). Post-transla¢ni modifikace histonu jsou také
schopny ovliviiovat embryonalni vyvoj a modifikace rezidualnich histoni mohou také
predstavovat epigenetickou pfedlohu (Emery et Carrell, 2006).

Metylace histond postihuje aminokyseliny arginin a lysin. Metylace lysinu,
CastéjSi a funkéné rozsifenéjSi nez metylace argininu, se tyka zejména histont H3
a H4 (Godmann, 2007). Zatimco metylace histoni H3K4, H3K26 a H3K79 jsou
typické pro euchromatin a vedou k aktivaci transkripce, metylace H3K9, H3K27 a
H4K20 jsou bézné v transkriptné utiSeném heterochromatinu (Sims et al., 2003;
Vakoc etal., 2005). H3K4mel, H3K4me3 a H3K27me2/3 se ve zvySené mife
vyskytuji ve spermatogoniich a kulatych spermatidach, ale ne v elongujicich se
spermatidach, metylace H4K20 byla pozorovan béhem celé spermatogeneze.
Metylace histonu H4 je spojena s remodelaci chromatinu. V urCity moment béhem
elongace spermatidy je hladina H4K20 metylace nizka, zatimco H4 acetylace je
vysoka, coz dohromady umozriuje nahrazeni histonu (Sonnack et al., 2002).

Metylace histonl je v negativni korelaci s acetylaci téhoz lyzinového rezidua.

Acetylace histonl je dé&j, ktery vede k rozvolnéni chromatinu, coZ je zpusobeno
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snizenim afinity histonid k DNA (Shogren-Knaak et al., 2006), a je spojen s aktivaci
transkripce (Rothhammer et Bosserhoff, 2007). Zaroven dochazi k tomu, Ze se
centromery uvnitf jadra orientuji blize k jaderné membrané, zatimco kodujici oblasti
jsou orientovany smérem do stfedu (Bartova et al., 2005). Dochazi k navazani
acetylové skupiny na amino skupinu lyzinového zbytku na polypeptidovém fetézci
(Alifrey et al., 1964), coz vede k neutralizaci kladného naboje na lyzinovém zbytku
(Shogren-Knaak et al., 2006). Tato zména umoznuje zpfFistupnéni DNA transkripénim
faktorm, C¢imz je aktivovana transkripce (Rothhammer et Bosserhoff, 2007).
Acetylace je katalizovana pomoci specifickych enzymu, histonacetyltransferazy
(HAT), ktera umozfiuje pfenos acetylové skupiny z acetyl koenzymu A na lyzinovy
zbytek, a histondeacetylazy, ktera acetylovou skupinu naopak odstranuje
(Kitabayashi et al., 2001), jelikoZ tento déj je vratny (Pang et Rennent, 2014). Histon
H3 je acetylovany na lyzinovych zbytcich K9, K18 a K23. Hyperacetylace histon(
H3K9, H3K18 a H3K23 je nejvysSSi ve stadiu spermatogonie a ranné elongace
a v plné diferenciované spermii jiz neni pfitomna (Song et al.,, 2011). Zejména
acetylace H3K18 je spojena s aktivaci transkripce (Bernsterin et al., 2005). Histon H4
je hyperacetylovan v prodluzujici se spermatidé tésné pfed nahrazenim histon
tranzitnimi proteiny (Grimes et Henderson, 1984). Studie v roce 2003 ukazaly, ze
acetylace H4 hraje kli€ovou roli pfi nahrazovani histonu (Pivot-Pajot et al., 2003) a to
tim, Ze slouzi jako signal k navazani BRDT (Shang et al., 2007). BRDT proteiny jsou
schopné rozeznavat acetylované konce histonu (Owen et al., 2000) a spolupracuiji pfi
remodelaci chromatinu, ktera je nezbytna pro diferenciaci spermatid (Kim et al.,
2014).

Fosforylace je jednim z hlavnich typa post-translacnich modifikaci, ktery
ovliviuje funkci spermii, epididymailni zrani, motilitu, kapacitaci ¢i akrozomalni reakci
(Sakkas et al.,, 2003). Fosforylace upravuje strukturalni konformaci proteinu
zapojenim kovalentné vazané fosfatové skupiny na ur€itou aminokyselinu
nachazejici se na polypeptidovém fetézci, zejména tyrozin, serin a threonin. Nabité
a hydrofobni elementy jsou tak pfidavany k R skupiné modifikované aminokyseliny
a zaroven je také ovliviiovano okoli této aminokyseliny a tyto interakce pak vedou
k tomu, Ze dochazi k inhibici €i stimulaci aktivity tohoto proteinu (Samanta et al.,
2015). Katalizovana je prostfednictvim kinaz (Govin et al., 2010).

Béhem tranzitu spermii do nadvarlete je fosforylace primarni post-translacni

modifikaci, ktera reguluje remodelaci chromatinu (Marushige et al, 1978). Zatimco
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fosforylace souvisi s kondenzaci chromozomu, defosforylace s jejich dekondenzaci.
Fosforylace specifickych histonovych variant navic chrani chromatin pred
proteolytickou degaradaci (Morin et al., 1999). Jednou z nejvyznamnégjSich zmén
zprostfedkovanych fosforylaci proteind je rozvoj motility, ktery zacina v pribéhu
epididymalniho tranzitu a vrcholi po kapacitaci v sam¢&im reprodukénim traktu.

Velmi vyznamna je fosforylace histonové varianty H2AX. H2AX je Clen rodiny
histond H2A. Fosforylaci Ser-139 H2AX dojde ktvorbé fosforylovaného H2AX
(YH2AX), ktery vznika jako bunécna odpovéd na indukci zlomd na dvojviaknu DNA
(Redon et al., 2002). V somatickych bunkach je yH2AX nezbytny pro reparaci DNA
(Rothkamm et Lobrich, 2003). V sam€ich zarode¢nych bunkach funguje obdobné
a muze také pomoci pfi reparaci buniky po pusobeni genotoxického stresu, ktery je
vyvolan napfiklad radiaci ¢i chemoterapii a zplUsobuje jiz zminéné DSBs (Li et al.,
2006). Presto, Ze zrala spermie ztraci schopnost efektivni reparace, yH2AX ve zralé
spermii obsazena si tuto schopnost ponechava (Li et al., 2006).

Proteiny mohou byt dale modifikovany napfiklad cukry, lipidy &i kovalentné
pfipojenymi polypeptidy. NejznaméjSim pripadem polypeptidového modifikatoru je
ubikvitin.  Jeho posttranslacni modifikace hraji vyznamnou roli pfi degradaci
nepotfebnych ¢i poSkozenych proteint prostfednictvim proteinového komplexu,
proteazomu. Proteiny urCené k degradaci jsou oznacCeny ubikvitinem, coz je
kazalyzovano pomoci ligaz. Vznika tak polyubiquitinovy fetézec, proteazom a dany
protein nasledné podléha degradaci. NejznaméjSimu pfipady téchto reverzibilnich
modifikaci jsou ubikvitinace a sumoylace. Oba tyto procesy musi byt v urcité
rovnovaze. Zatimco sumoylace je obvykle spojena s transkripCni represi, ubikvitinace
koreluje se zvySenou transkripéni aktivitou (Johnson, 2004).

Ubikvitinace je posttranslaéni modifikace, pfi které dochazi ke kovalentnimu
navazani chaperonu, malych protein(, které napomahaji spravnému prostorovému
usporadani bilkovin, a to konkrétné ubikvitinu, na lyzinova rezidua substratovych
protein (Glickman et Ciechanover, 2002). Ubikvitin je maly protein spojen
s ostatnimi proteiny pomoci izopeptidické vazby mezi glycinem na C-terminalnim
konci a aminoskupinou na postrannim Fetézci lyzinového rezidua (Hou et Yang,
2013). Tento proces je zavisly na energii ve formé ATP a je katalyzovan
prostfednictvim 3 enzymu — UBA1 (ubiquitin-like modifier activating enzyme 1), UBE2
(ubiquitin-conjugating enzymes E2) a UBE3 (ubiquitin ligase E3) (Glickman
et Ciechanover, 2002). Ubikvitinace vede, jak jiz bylo napsano, k degradaci
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proteozomu a tvofi tak ubikvitino-proteozomalni systém (ubiquitin-proteasome
systém - UPS), ktery zprostfedkovava modifikaci proteind ve spermii, diky ¢emuz je
zabranéno zbyte¢né akumulaci defektnich a nezadoucich proteint (Sin et al., 2012).
V ramci samciho reprodukcniho systému se ubiquitinace ucCastni spermatogeneze
(Da Silva et Barton, 2016), kde prostfednictvim UPS pini dvé dulezité funkce —
modifikace histonl a zachovani kvality ejakulatu prostfednictvim proteolytické
eliminace abnormalnich spermii (Sin et al.,, 2012). Pomaha také pfi meiotické
inaktivaci pohlavniho chromozému (mestic sex chromosome inactivation - MSCI)
(Mulugeta et al., 2010).

Ubikvitinace histonu H2 je jednou z nej¢astéjSich histonovych ubikvitinaci a je
spojena s inaktivaci chromozomu X (Gaucher et al., 2010). Fernandez-Capitello et al.
(2003) se domnivaji, Zze MSCI je dullezité pro dokonceni meiotického procesu, jelikoz
naruseni MSCI vede k zastavé zrani spermatocytu v pachytene meiotické profaze.
Zatimco ubikvitinace obvykle probiha intracelularné, UPS pusobi i extracelularné,
kdy dochazi k ubikvitinaci defektnich a abnormalnich spermii béhem jejich transportu
do nadvarlete (Sutovsky et al., 2002). Ubikvitin je vylu€ovan hlavnimi burikami epitelu
nadvarlete do jejich lumenu (Fraile et al., 1996) a stava se soucasti semenné plazmy
(Lippert et al., 1993). Pfesny mechanismu, jakym ubikvitin rozezna defektni spermie,
neni dosud znam (Samanta et al., 2015), nicméné bylo zjiSténo, ze zvySena
ubikvitinace ve spermii nepfimo souvisi s poCtem spermii, jejich motilitou
a procentualnim zastoupenim normalnich spermii a pfimo koreluje s procentem
spermii s abnormalnim chromatinem (Sutovsky et al., 2004). V budoucnu tak muize
byt ubikvitin pouZzit jako biomarker pro hodnoceni kvality spermii.

DalSi posttranslaéni modifikaci je sumoylace, coz je proces zahrnujici
pfipojeni &i odpojeni (Samanta et al.,, 2015) malych signalnich proteint (small
ubiquitin-like modifier - SUMO), které vykazuji podobnost s ubikvitinem, na lyzinovy
postranni fetézec cilového proteinu. Tento proces ovliviiuje napfiklad transkripci,
DNA reparaci ¢i strukturu chromatinu. Sumoylace je fizena prostfednictvim
enzymatické kaskady, ktera je podobna té, ktera je zapojena do ubikvitinace.
Na rozdil od ubikvitinace, sumoylace nevede proteiny k degradaci. SUMO obsazZené
v lidské spermii jsou malé signalni proteiny sloZzené asi ze 101 aminokyselin.
Rozeznavame 3 hlavni izoformy — SUMO1, SUMO2 a SUMO3, ktery je z95%
podobny SUMO 2, takZe jsou cCasto souhrné oznacCovany jako SUMOZ2/3
(Brown et al., 2008; Vigodner et al., 2013).
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Jednou z hlavnich funk¢nich vlastnosti sumoylace je regulace nehomolognich
chromozomovych synapsi a tvorba XY formace. Mezi dalSi dullezité funkce
patfi inaktivace pohlavnich chromozomu( (Vigodner et al., 2006) &i organizace
heterochromatinu v kulatych i prodluzujicich se spermatidach (Brown et al., 2008).
SUMO 1 a SUMO 2/3 jsou také pfitomny v ejakulovaném lidském spermatu
(Vigodner et al.,, 2013). Zatimco hlavicka spermie obsahuje pouze SUMO
1 (Marchiani et al., 2011), v oblasti kr¢ku a biCiku se nachazi obé tyto izoformy
(Vigodner et al., 2013).

Sumoylace lidskych spermii je povazovana za znamku Spatné kvality
ejakulatu. Procento sumoylizovanych spermii je nepfimo umémné celkové
a progresivni motilité (Marchiani et al., 2011). Tento proces je také ¢asto spojovan se
Spatnou morfologii spermii (Vigodner et al., 2013). Nepohyblivé, maloforované,
mikrocefalické a acefalické spermie obsahuji podstatné vy3Si mnozZstvi
sumoylovanych proteinl nez primérné zdravé spermie (Samanta et al., 2015).
SUMO jsou také Casto zodpovédné za poSkozeni DNA. Existuje pozitivni korelace
mezi SUMO-1-ylaci a fragmentaci DNA spermii (sperm DNA fragmentation - SDF)
(Marchiani et al., 2014). Kdyz byla SDF indukovana stresujicimi podminkami, jako je
zmrazeni a rozmrazeni Ci oxidaéni stres, uroven SUMO-1-ylace byla zvySena.
Na zakladé téchto zjisténi midze byt sumoylace uziteCna pfi detekci defektnich
spermii (Samanta et al., 2015).

Pro pochopeni funkéniho zakladu sumoylace je nutné charakterizovat cilové
proteiny, na které se SUMO proteiny nejCastéji vazou. Jednim z nich je RanGap-1
(Ran GTPase activating protein 1), ktery je lokalizovan v post-akrozomalni oblasti
hlavicky a také v kréku. Sumoylace tohoto proteinu hraje vyznamnou roli v utichavani
translace gent (Marchiani et al., 2013). DalSim proteinem je napfiklad DRP1
(dynamin related protein 1), jehoz sumoylace zpusobuje zmény mitochondrialni
aktivity spermii (Marchiani et al., 2014). Marchiani et al. (2013) pfredpokladaji,

Ze pravé sumoylace tohoto proteinu je spojena se zhorSenou motilitou spermii.

3.2.5 Terapeutické perspektivy post-translaénich modifikaci histon

Lécba neplodnosti ¢lovéka znamena uc€innou selekci spermii pro oplozeni in
vitro. Dfive byly vyvinuty a dodnes se v asistované reprodukci pouzivaji jako
ukazatele kvality spermii, morfologie, DNA fragmentace nebo ROS. Tyto postupy
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jsou ale dnes pfekonany, protoze stale neposkytuji kyzené vysledky. Na zakladé
soucasného poznani neni mozné ignorovat epigenetickou kvalitu spermii. Z toho
divodu je vhodné zaméfit se na histonovy kod, jehoz charakterizace mize pomoci
odhalit pfi¢inu neuspésného embryonalniho vyvoje. Jeho vyuziti pro selekci spermii
prestavuje moznost, jak zvysit efektivitu asistované reprodukce ¢lovéka.

Komplexni epigenetické zmény vedouci ke vzniku histonového kodu
a heterochromatinu jsou regulovany celou fadou faktorli, jako jsou histonové
deacetylazy, methyltransferazy, ncRNA ¢&i malé proteinové modifikatory ubikvitinu
(Stiavnicka et al., 2016). V budoucnu by napfiklad mohl byt ubikvitin pouzit jako
biomarker pro hodnoceni kvality spermii.

Vyuziti téchto faktorll predstavuje dalSi moznosti neinvazivni diagnostiky
spermii zalozené na testovani epigenetickych markerd a mulze slouzit také jako
prevence poruch epigenetického razu déti vzeSlych z asistované reprodukce
(Stiavnicka et al., 2016).
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4 Materialy a metodika
4.1 Hodnoceni lidského ejakulatu

Vzorky spermatu byly odebrany pacientim v prostorach laboratofi Genetika
Plzen s.r.o. Odbér lidského ejakulatu byl proveden v souladu s rozhodnutim Etické
komise FN a LF UK v Plzni ze dne 5.11.2015 a pouze v pfipadech informovaného
souhlasu pacienta. Zpracovani vzorku ejakulatu probéhlo v Laboratofi Reprodukéni
Mediciny Biomedicinského centra a LF UK striktné anonymné.

Odbér byl uskuteCnén masturbaci po 3-5 denni sexualni abstinenci
do sterilnich kontejnert. Nasledné byli odbérové nadoby ponechané pfi teploté 37°C
po dobu 10 minut. Po 10 minutach bylo zapo€ato hodnoceni zakladnich parametrd
spermatu na zakladé manualu Svétové zdravotnické organizace (WHO, 2010). Pro
evaulaci koncentrace a motility byla pouzita Maklerova komUrka. Do komurky bylo
umisténo 10ul vzorku ejakulatu, ejakulat byl pfikryt krycim sklickem a cela komurka
umisténa pod mikroskop na vyhfivanou desticku. Bylo napoc€itdno 100 spermii, které
byly dle motility rozdéleny do 3 skupin: typ B — progresivni pohyb za hlavic¢kou; typ C
— pohyb nebyl progresivni, ale byla pozorovatelna urcita motilita; typ D — nepohyblivé

spermie. Takto zhodnocené spermie byly nasledné pouzity k dalSim analyzam.

4.2 lzolace mysich spermii

MysSi spermie byly odebrany od samcl z kmene CD1 (Velaz s.r.o., Praha). Byl
pfipraven roztok Na-Pyruvatu [15mg/170ul], ktery byl néasledné napipetovan
do Whittenova média pro stabilizaci pH roztoku na 7,2-7,4. Z tohoto bylo nasledné
pfipraveno kapacitacni (CAP) a nekapacitaéni médium (NC). CAP bylo tvofeno 5ml
Whittenova média s 5pl Na-Pyruvatu, HCO* [12,6mg/5ml] a BSA [10mg/ml].
Nasledné byla mysi nadvarlata umisténa do zkumavky, ktera obsahovala 0,5mL NC
média, a byla inkubovana ve vodni lazni. Po inkubaci nadvarlat v NC médiu byly
z nadvarlat izolovany spermie. Spermie byly umistény do zkumavky a nasledné

fixovany na skli¢ku v roztoku 4% paraformaldehydu v PBS.
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4.3 Imunocytochemie spermii a mikroskopicka analyza

Byla pfipravena kryci sklicka o rozmérech 18x18mm, na kterych byl proveden
roztér spermii, které se nechaly zaschnout po dobu 2 hodin. Fixace byla provedena
aplikaci 0,5% formaldehydu na sklicka s roztérem pfi pokojové teploté po dobu
5 minut. Za ucelem redukce sulfidickych vazeb protamint a dekondenzace hlavi¢ek
spermii byla sklicka inkubovana s 10mM roztokem DTT (4800ul PBS + 200pl
heparinu + 7,7/mg DTT) na ledu po dobu 30 minut. Dale byly spermie
permeabilizovany, kdy bylo na skli¢ka napipetovano 300 pl 0,1% Triton X-100 v PBS-
NaNs; a ponechano 40 minut permeabilizovat. Nasledovalo blokovani a pokryti
sklicek se spermiemi roztokem 5% NGS s 0,1% Triton X-100 v PBS-NaNj3 .
Blokovaci roztok byl na sklicku ponechan po dobu 1 hodiny. Poté byl aplikovan
koktejl primarnich protilatek, rozfedénych v poméru 1:200 v 1% NGS s 0,1% Triton
X-100 v PBS-NaNs. Byly pouzity nasledujici protilatky: anti-rabbit anti-histone H3
(dimethyl K27) [Abcam, ab194690]; anti-histone H3 (dimethyl K4) [Abcam, ab7766];
anti-gamma H2AX [Abcam, ab26350]. Soucasné byla pfipravena negativni kontrola,
kde byla primarni protilatka nahrazena krali¢im, resp. mySim sérem, fedéného v
poméru 1:1000 v 1% NGS s 0,1% Triton X-100 v PBS-NaN;. Inkubace s primarni
protilatkou, resp. s krali€¢im/mysim sérem u spermii negativni kontroly, probéhla pres
noc pfi teploté 4°C. Po inkubaci s primarni protilatkou nasledoval oplach v 1% NGS s
0,1% TritonX-100 v PBS-NaN3, 2 x10-15 minut. Nasledovala aplikace koktejlu
sekundarnich protilatek, fedénych v poméru 1:200 v 1% NGS s 0,1% TritonX-100 v
PBS-NaNs. Byly pouzity nasledujici sekundarni protilatky: goat anti-mouse Alexa
Fluor 488; goat anti-rabbit Alexa Fluor 568. Inkubace se sekundarni protilatkou
probihala 40 minut, nasledovana 2x oplachem. Nakonec bylo na podlozni skli¢ka
aplikovano 3 ul Vectashield DAPI (H-1200, Vector Laboratories, USA) a kryci sklicka
s fixovanymi a cytochemicky barvenymi spermiemi montovanana. Takto pfipravené
preparaty byly fixovany lakem a skladovany v 4°C do dal$i analyzy.

Preparaty byly vizualizovany na konfokalnim mikroskopu se spinning diskem
(Olympus, Némecko), za pouziti 100x imerzniho objektivu a pfislusné vinové délky
emise a excitace odpovidajici pouzitym fluoresceinim. Podminky snimani byly
totozné pro realné vzorky a negativni kontrolu. Obrazky byly analyzovany v programu
Imaged (NIH, USA) a intenzita signalu realnych vzorku byla redukovana o bazalni

signal spermii negativni kontroly.
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4.4 Western Blot

Suspenze spermii byla centrifugovana po dobu 10 minut pfi 10 000 rpm
pro ziskani pelety. Nasledné byl odstranén supernatant a peleta byla precipitovana
v 1ml acetonu s 20mM DTT po dobu 30 minut pfi 4°C. Precipitovana peleta byla
lyzovana v 100yl lyzac¢niho pufru, lyzat byl nasledné povaren pfi 97°C po dobu
5 minut a skladovan pfi -80°C do dalSiho pouZiti.

Vzorky lyzatl byly nafedény 4x koncentrovanymkoncentrovanym Laemmmli
pufrem v poméru 1:3. Vzorky byly poté povafeny a aplikovany na polyakrylamidovy
gel s gradientem (Mini-Protean Precast Gels, Biorad, Francie). Elektroforeticky
separované proteiny spermii byly pfeneseny v elektrickém poli na PVDF membranu
pomoci Trans-Blot Turbo Transfer System (Biorad, Francie). Membrana byla
blokovana v 5% roztoku netué¢ného mléka v TBS (tris-buffered solution) po dobu 1
hod. pfi laboratorni teploté za neustalého kyvani. Membrana byla nasledné
inkubovana s odpovidajici primarni protilatkou v poméru 1:1000 v TBS-T ( 0,1%
Tween v TBS) po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Byly pouzity tyto primarni
protilatky: anti-GAPDH (Ab8245, Abcam, UK) a anti-beta-actin (Ab8227, Abcam, UK)
Tyto protilatky byly pouzity pro detekci housekeeping proteint s konstantni expresi.
Po inkubaci probéhl 3x oplach v TBS-T, kazdy 5-10 minut. Nasledovala inkubace
membrany se sekundarni protilatkou v poméru 1:2000, v TBS-T. Byly pouZity anti-
rabbit a anti-mouse sekundarni protilatky konjugované s kfenovou peroxidazou
(HRP, horsedish peroxidase). Po inkubaci byl proveden 3x oplach v TBS, kazdy 5-10
min. Membrana s navazanou sekundarni protilatkou byla dale inkubovana po dobu 5
minut s roztokem peroxidu a luminolu v poméru 1:1 (GE HealthCare, USA).
Vizualizace proteinl probéhla pomoci ChemiDoc Imaging System (Biorad, Francie).
Kvantifikace probihala pomoci denasitometrie bandl probéhla v programu ImageLab
(Biorad, Francie).

4.5 Pratokova cytometrie

Po zhodnoceni motility a koncentrace byl kazdy individualni vzorek rozdélen

do tfi Casti: pozitivni kontrola, negativni kontrola a realny vzorek. Vzorky pro pozitivni
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kontrolu byly inkubovany s 50 pyl 100mM H,O, (495 ul BWW-Biggers Whitten
Whittingham + 5 pl H,O;) po dobu 1 hodiny pfi teploté¢ 37°C a poté byly
centrifugovany (3500 rpm po dobu 15 minut). Pro negativni kontrolu byl vzorek
resuspendovan s BWW médiem za absence H,0, a rovnéz centrifugovan. Kontrolni
a realné vzorky byly fixovany 4% formaldehydem po dobu 15 min., nasledovala
permeabilizace v PBS + 0,5% Triton X-100 po dobu 15 minut. Nasledné byly vzorky,
vyjma negativni kontroly, inkubovany s 20 pl primarni protilatky H2AX a H3K4me
(1:50 v PBS) po dobu 1 hodiny. Poté byly vzorky oplachnuty a inkubovany se
sekundarni protilatkou (1:200, Fisher Sci, USA) po dobu 30 minut, v€etné negativni
kontroly. Nakonec byly vdechny vzorky podrobeny oplachu v PBS a resuspendovany
s 300ul PBS pro analyzu na pratokovém cytometru (FACSVerse, Becton Dickinson).
Pro histon gammaH2AX byl pouzit laser o vinové délce 406nm a filtr 448/45BP,
pro histon H3K4me byl pouZit laser s 488nm a filtr o velikosti 527/32BP.

4.6 Barveni mitochondrii

Pomoci prutokového cytometru (FACSVerse, Becton Dickinson) byla
zhodnocena aktivita mitochondrii prostfednictvim membranového potencialu (MMP)
a mobilita spermii. Pro danou analyzu byl pfipraven roztok obsahujici Mitotracker
Deep Red FM (Thermo Fischer Scientific, M22426) a Yo-Prol (Vybrant, Apoptosis
Assay Kit, Thermo Fischer Scientific,vV13243) kdy do 2500 ul myciho roztoku bylo
napipetovan 1ul Yo-Pro1 a 0,25ul Mitotrackeru. Do zkumavek bylo umisténo 300ul
nove pfipraveného roztoku a 5 pl suspenze spermii. Nasledné byly zkumavky
umistény do prostfedi bez pFistupu svétla a inkubovany po dobu 30 minut v pokojové
teploté. Poté probéhla samotna analyza na prutokovém cytometru. Pro YoProl byl
pouzit 488nm argon-ion laser (30/28BP filter) a pro MitoTracker Deep Red 633nm
helium-neon laser (670/40BP filter). PocCet bunék, na kterych byla analyza

uskuteénéna, ¢inil 10 000 bunék.

4.7 Statistika

Data ze vSech experimentl byla analyzovana prostfednictvim programu Statistica
(StatSoft CR,s.r.o). Pro stanoveni vyznamnych rozdild mezi jednotlivymi pacienty
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byla pouzita ANOVA. Hladina vyznamnosti p < 0,05 byla povaZzovana za statisticky
vyznamnou. Western Blot byl uskuteénén na 5 vzorcich a pratokova cytometrie na

15, resp. 14 vzorcich.
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5 Vysledky

Cilem experimentl bylo ovéfit hypotézu, Ze rezidualni histony ve zralych spermiich
Ize vyuzit jako markery vitality a oplozeni schopnosti spermii savcu. Z tohoto divodu
byly lokalizovany a analyzovany vybrané rezidualni histony ve spermiich mysi
a Clovéka. Pro detekci spermii bylo vyuZito metod imunocytochemie, western blotu
a pritokové cytometrie. Témito metodami probéhla analyza nasledujicich post-
translacnich modifikaci histonu ve spermiich mysi a ¢lovéka: dimethylace histonu H3
na lysinu K4 (H3K4me2), dimethylace histonu H3 na lysinu K27 (H3K27me2)
a fosforylace histonu H2AX na serinu 139 (gammaH2AX). Nasledné doslo
ke korelaci téchto histonovych modifikaci v lidskych spermiich s jejich vitalitou

a potencionalni oplozeni schopnosti.
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5.1 Detekce rezidualnich histon( ve spermiich mysi a ¢lovéka

Cilem experimentu bylo detekovat H3K4me2 a H3K27me2 ve zralych spermiich mysi
a Clovéka. Pro tento ucel bylo pouzito metody imunocytochemického barveni
a western blotu. Zjistili jsme pfitomnost H3K4me2 a H3K27me2 ve spermiich mysSi
a Clovéka (viz Obr. 1 a 2). Obrazky dokazuji sub-celularni lokalizaci histon(
v hlavicce spermii. Pfitomnost H3K4me2 v lidskych spermiich byla potvrzena
metodou western blot (Obr. 3). Z vysledkl je patrna individualni variabilita mezi
jednotlivymi pacienty, s ohledem na koncentraci proteini ve vzorku (data zde nejsou
zobrazena). NejvySsi intenzita signalu u vzorku 5991 dokazuje nejvyssi Cetnost
H3K4me2 z analyzovanych vzorkd. Histon gammaH2AX patfi mezi provéfené
histony, a tak nebyla nutna jeho detekce prostfednictvim imunocytochemie a western
blotu.
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Obrazek 1: Dimethylace histonu H3 na lysinu K4 (H3K4me2) ve spermiich
¢lovéka a mysi. Zobrazeni na konfokalnim mikroskopu za pouziti 100x imerzniho
objektivu. DAPI: chromatin; Alexa Fluor 568: H3K4me2.
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Obrazek 2: Dimethylace histonu H3 na lysinu K27 (H3K27me2) ve
spermiich ¢lovéka a mysi. Zobrazeni na konfokalnim mikroskopu za pouziti 100x
imerzniho objektivu. DAPI: chromatin; Alexa Fluor 568: H3K27me2.
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Obrazek 3: Detekce H3K4me2 ve spermiich €lovéka. Pfitomnost H3K4me2

byla potvrzena po ovéfeni molekulové hmotnosti (H3K4me2 = 17 kDa) metodou
Western Blot. MM: hmotnostni marker.
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5.2 Kvantifikace vybranych rezidualnich histont v lidskych
spermiich

Cilem experimentu bylo kvantifikovat vybrané residualni histony ve zralych spermiich
Clovéka a vyjadfrit jejich individualni biologickou variabilitu. Pro tento ucel byla pouzita
metoda western blotu a prutokové cytometrie.

V tomto experimentu byl pomoci western blotu detekovan a nasledné kvantifikovan
H3K4me2 (Obr. 4). Byla ovéfena specifita protilatek a individualni variabilita, analyza
byla provedena na omezeném poctu vzorku. Dale probéhla kvantifikace H3K4me2
(Obr. 5) a gamaH2AX (Obr. 7) za pouziti prutokového cytometru. Za pouziti
densitometrie jsme zjistili individualni rozdily mezi jednotlivymi pacienty (Obr. 5 a 7),
kdy maximalni rozdily mezi pacienty Cini 89% a 84% pro H3K4me2, resp.
gammaH2AX. Rozdily jsou patrné i na dot blot diagramech z pratokového cytometru,

v v,

histon (Obr. 6 a 8).
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Obrazek 4: Kvantifikace intenzity signalu pro H3K4me2 ve spermiich

¢lovéka po pouziti western blotu. Cisla oznaéuiji individuaini vzorky pacientu.

32



H3K4me2

2500

2000

1500

1000 B H3KAme2

Intenzita signalu

500 ~

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Cislo vzorku

Obrazek 5: Kvantifikace intenzity signalu pro H3K4me2 ve spermiich
élovéka po pouziti pritokového cytometru. Cisla oznaduji individualni vzorky

pacientd.
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Obrazek 6: Dot blot diagram pro H3K4me2 v lidskych spermiich
analyzované pratokovou cytometrii. Diagram vlevo znazorfiuje vzorek s nejnizsi
intenzitou signalu a diagram vpravo s nejvyssi intenzitou signalu, kdy o kvalité vzorku

rozhoduje jeho posun doprava na ose X.
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Obrazek 7: Kvantifikace intenzity signalu pro gammaH2AX ve spermiich
élovéka po pouziti pritokového cytometru. Cisla oznaduji individualni vzorky

pacientd.
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Obrazek 6: Dot blot diagram pro gammaH2AX v lidskych spermiich
analyzované pratokovou cytometrii. Diagram vlevo znazorfiuje vzorek s nejnizsi
intenzitou signalu a diagram vpravo s nejvysSi intenzitou signalu, kdy o kvalité vzorku

rozhoduje jeho posun doprava na ose X.
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5.3 Analyza rezidualnich histonu ve vztahu ke kvalité spermii

Cilem experimentu bylo analyzovat v pfedchozich experimentech detekované
histony H3K4me2 a gammaH2AX a vyjadfit jejich mnozZstvi ve vztahu k ukazatelim
viability spermii a markery jejich oplozeni schopnosti — barveni YoPro a
MitoTrackeru. Pro tento ucel byla pouzita metoda pritokové cytometrie. Vysledky
experimentu ukazaly, Ze intenzita fluorescence MitoTrackeru, ktera je dana hodnotou
mitochondrialniho membranového potencialu, je pfimo zavisla na motilité spermii
(Obr. 9). Vzorky s nejvy$Sim zastoupenim progresivné se pohybujicich spermi
zaroven vyjadfuji jedny z nejvysSich hodnot intenzity fluorescence MitoTrackeru. Na
zakladé korelaéni analyzy bylo zjisténo, ze hodnota korelacniho koeficientu €ini 0,
618, coz predstavuje pfimou pozitivni zavislost (p=0,048; p<0,05). Na obrazku 10 je
znazornéno procentualni zastoupeni Zivych spermii s aktivnimi mitochondriemi a
mrtvych spermii s neaktivnimi mitochondriemi, kdy u nejvitalnéjSiho vzorku (5699)
tento podil Cinil 84,92%, resp. 8,87% a naopak u nejméné vitalniho vzorku (5823)
¢inil 28,91%, resp. 43,86%. Dale bylo zjisténo, ze mnozstvi gammaH2AX je nepfimo
umérné obsahu imobilnich spermii v ejakulatu ¢lovéka (Obr. 11). Vzorky s nejvyssi
imobilnich spermii. Na zakladé korelacni analyzy bylo zjiSténo, Ze mezi mnozstvim
gammaH2AX a mnozstvim imobilnich spermii existuje slaba nepfima zavislost, kdy
hodnota korelacniho koeficientu ¢ini -0,2 (p=0,055; p>0,05). Histon gammaH2AX je
tak markerem motility spermii. Poslednim experimentem bylo zjisténo, Ze intenzita
fluorescence MitoTrackeru je nepfimo zavisla na mnozstvi H3K4me2 (Obr. 12), coz
déla zH3K4me2 slaby marker motility pfi R= -0,236 (slaba zavislost) a se

spolehlivosti vysSi nez 0,05.
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Obrazek 9: Pozitivni korelace mezi intenzitou fluorescence MitoTrackeru a

procentualnim zastoupenim progresivhé se pohybujicich spermii ¢lovéka.
R=0,618 (p=0,048; p<0,05).
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Obrazek 10: Dot blot diagram znazornujici pomér zivych spermii s aktivnimi
mitochondriemi (pravy dolni kvadrant) a spermiemi mrtvymi s neaktivnimi
mitochondriemi (levy horni kvadrant) pomoci z pritokového cytometru.
Diagram vlevo znazoriuje vzorek s nejvy$Sim pocltem zivych spermii s aktivnimi
mitochondriemi a diagram vlevo vzorek s nejvy§Sim poctem mrtvych spermii

s neaktivnimi mitochondriemi.
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Obrazek 11: Negativni korelace mezi obsahem gammaH2AX a

zastupenim immobilnich spermii v ejakulatu ¢lovéka. R=-0,2 (p=0,055; p>0,05).
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Obrazek 12: Negativni korelace mezi obsahem H3K4me2 a intenzitou
fluorescence MitoTrackeru. R=-0,236 (p=0,051; p>0,05)
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6 Diskuze

Spermie jsou vysoce specializované buriky produkované béhem
spermatogeneze, coz je proces zahrnujici rozsahlé bunécné, epigenetické
a chromatinové zmény. Spermatogeneze zacCina replikaci a diferenciaci
spermatogonii na spermatocyty |. fadu, které se béhem genetické rekombinace
vramci meidzy vyvinou v haploidni spermatocyty Il. fadu (Oliva et Castillo,
2011). Po procesu zrani se z kulovité spermatidy stane spermie. BEhem tohoto
procesu dochazi k hyperacetylaci histonu H4 a postupnému nahrazeni histonu
nejprve tranzitnimu proteiny, a poté protaminy PRM1 a PRM2 (Govin et al.,
2004). Po protaminaci vS8ak muzeme ve zralé spermii detekovat urcité mnozstvi
histont, které je druhové specifické (Brykczunska et al.,, 2010). Perzistence
rezidualnich histont byla dfive povazovana za fyziologickou nedostatecnost,
avSak nedavné studie potvrdily, Ze tyto histony hraji vyznamnou roli v globalni
funkci chromozomua (Arpanahi et al., 2009) a v ¢asném embryonalnim vyvoji
(Hammoud et al.,, 2009). Spermie savcu obsahuje velké mnozstvi post-
translacnich modifikaci histonu, které tvofi tzv. histonovy kéd a jsou vyznamnymi
nositely  epigenetickych  podkladd v ramci transgeneracni  dédicnosti
(Brunner et al., 2014).

Tato diplomova prace je zaméfena na moznost, ze post-trasnlacni modifikace
histont ovliviuji fyziologicky stav spermii savcu. Mezi nejznaméjSi histonové
modifikace patfi methylace, acetylace, fosforylace &i ubikvitinace. Jedna se post-
translaéni zmény proteinli, Casto katalyzované specifickymi enzymy, které
reguluji stabilitu, distribuci a funkci proteinu (Samanta et al, 2015). Specifické
modifikace histoni umozniuji regulovat transkripci, replikaci, sestfih mRNA &i
reparaci DNA (Polo et Jackson, 2011).

Methylace Ctvrtého amino-acidového zbytku na N-konci histonu H3 je jednou
z nejstudovanjSich histonovych modifikaci viibec. H3K4me je spojen s promotory
aktivaCnich genl (Barski et al., 2007), kdy dochazi k regulaci transkripce
prostfednictvim podpory vazby pozitivnich transkripnich faktori a k blokovani
téch negativnich (Flanagan et al., 2005). Mezi touto modifikaci a mirou
transkripce existuje silna pozitivni korelace (Santos-Rosa et al., 2002). To déla

z methylovaného histonu H3K4 dulezitého regulatora vyvoje organismu. H3K4
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muzZe nabyvat mono-, di- a trimethylovanych forem, které se liSi ve svych
biologickych funkcich (Barski et al., 2007). H3.3 je spojen s transkripéné aktivnim
chromatinem, zatimco H3.2 sumil€enim genu a transkripéné neaktivnim
heterochromatinem (Hake et al., 2006).

Vramci feSeni této diplomové prace bylo provedeno rozsahlé méfeni a
analyza H3K4me2 pomoci imunocytochemie, western blotu a pritokové
cytometrie. Vysledky prace poukazuji, ze histon H3K4me2 je negativhim
markerem motility spermii. Toto tvrzeni je v souladu s pozorovanim spermii
hadatek (Greer at el., 2014) kdy byla ve shodé s nasi studii prokazana snizena
motilita a tedy i fertilita pfi sou¢asném zvySeném obsahu H3K4me2. Podobnych
vysledkl bylo dosazeno i ve studii Hammoud et al. (2011), ktery navic objevil
spojitost mezi lokalizaci histonovych modifikaci H3K4me a H3K27me s
infertilitou. 5 ze 7 neplodnych maza z jeho studie mélo pozménénou lokalizaci
H3K4me ¢i H3K27me v gametach oproti fertiinim muzim. Tato lokalizace muze
korelovat s retenci histonu, ktera u fertilniho pacienta tvofila 3-5% v ramci
genomu. Naopak u infertilnich pacientl byl vyskyt rezidualnich histont 5-32 %.
To podporuje tvrzeni, Ze vétSi retence histond muze byt znakem infertility. K
infertilité az sterilité¢ muze vést také nespravna methylace histont (Glaser et al.,
2009).

DalSi rozsahlé méfeni a analyza pomoci imunocytochemie, western blotu a
prutokové cytometrie probéhla na fosforylovaném histonu H2AX na serinu 139.
Histon H2A zahrnuje nejvétSi mnozstvi variant v€etné histonu H2AX, ktery je
kliCovym faktorem v reparacnich procesech poskozené DNA (Foster et Downs,
2005). Nenachazi se ve specifickych ¢astech DNA, naopak je nahodné zaclenén
do histond v celém chromatinu. Pokud dojde k poSkozeni DNA, H2AX je
fosforylovan na serinu 139 a stava se z néj gammaH2AX (Rogakou et al., 1998).
gammaH2AX vznika v reakci na vznik DSBs (double-strand breaks), pfiCemz
jeho funkce je stale diskutovana. Diky této modifikaci se ale DNA stava méné
kondenzovanou, pravdépodobné kvuli poskytnuti prostoru pro proteiny nezbytné
pro proces reparace DSBs (Rossetto et al., 2012).

Vysledkem experimentu v ramci této diplomové prace bylo zjiSténi existence
negativni korelace mezi obsahem fosforylovaného histonu gammaH2AX a
imobilnich spermii. Zjisténi je v souladu s publikovanym pozorovanim, kdy je tato

histonova modifikace nezbytna pro spravny priibéh spermatogeneze, kondenzaci
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pohlavnich chromozom( a inaktivaci transkripce bé&hem spermatogeneze
(Fernandez-Capitello et al., 2003). Zaroven vSak bylo prokazano, Ze fosforylace
H2AX mulze byt vyvolana oxidativnim stresem, ktery je typicky zvySenou
pritomnosti SSBs (single-strand breaks) a DSBs. Klinické studie také prokazaly,
Ze zvySeny vyskyt ROS (reactive oxygen species), odpovédnych za oxidativni
stres a indukujici vyskyt DNA fragmentace, se vyskytuje ve vyS$§i mife u muzu
trpici infertilitou. GammaH2AX by tak mohl byt vyuzivan jako negativni marker
oplozeni schopnosti spermii (Zhongxiang et al., 2006). K podobnému vysledku
doSel i Derijck et al. (2006) ve své studii zabyvajici se mySimi spermiemi.
PfestoZze naSe vysledky poukazuji na negativni korelaci gammaH2AX
s imobilitou spermii, je tfeba zminit slabou korelaci téchto dvou znaku (R= -0,2).
Mimoto, imobilita spermii je jen jednim z mnoha sledovatelnych znakl ejakulatu,
které vcelku nespolehlivé vypovidaji o oplozeni schopnosti spermii (Erenpreiss,
et al., 2008).

V ramci feSeni této diplomové prace byla analyzovana souvislost mezi
zivotaschopnosti spermii  (intenzita fluorescence MitoTrackeru, ktera je
dana hodnotou membranového potencialu mitochondrii - MMP), a maotilitou
spermii Clovéka. Mezi témito veliCinami byla prokazana pfima zavislost
(R=0,618). Toto zjisténi je v souladu s pozorovanim mitochondrii v lidskych
spermiich (Amaral et al., 2013), kdy byla ve shodé s nasSi studii prokazana
souvislost hodnoty MMP s motilitou spermii. Stejnych vysledkl bylo dosazeno u
pacientt ve studii Paoli et al. (2011), ktefi prokazali zavislost motility spermii
Clovéka na funkéni integrité mitochondrii. Dle jejich vysledkd, motilita ktera je
nezbytna pro uspésnou reprodukci, zavisi na adekvatni produkci metabolické
energie aerobni a anaerobni cestou. Mitochondrie jsou také podstatné pro
oplodnéni, kdy je jejich nezbytnost béhem fertilizacniho procesu zfejma (Sousa
et al., 2011), prestoze ihned po penetraci spermie do oocytu dochazi k efektivni
destrukci mitochondrii spermii (Sutovsky et al., 1999). Tyto vysledky jsou ve
shodé i s dalSimi studiemi zamé&fenymi na analyzu zavislosti motility spermii na
hodnoté MMP (Condorelli et al., 2012; Marchetti et al., 2004; Wang et al., 2012).
Hodnota MMP by tedy mohla byt vyuzita jako marker motility spermii pfi jejich
selekci v ramci ART.

Z dosavadnich vysledku prace vyplyva, ze pro zefektivnéni ART je nezbytné

pristoupit k selekci spermii na zakladé vice kritérii, nez je tomu doposud. Analyza
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post-translacnich modifikaci, jakozto nositelll epigenetické dédi¢nosti, by mohla
byt klicem k uspésné selekci progresivné se pohybujicich, vitalnich a oplozeni

schopnych spermii.
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7 Zaveér

Histonovy kéd pfedstavuje souhrn post-translagnich modifikaci histona. Cilem
prace bylo potvrdit hypotézu, Ze post-translacni modifikace histont ve spermiich
savcu ovliviuji fyziologické funkce spermii, vyjadiené jejich Zivotaschopnosti
(intenzita fluorescence MitoTrackeru) a motilitou. PfedloZzena diplomova prace
tuto hypotézu potvrdila.

Z vysledku prace vyplynulo, Ze intenzita fluorescence MitoTrackeru, ktera je
ukazatelem na hodnoty mitochondrialniho membranového potencialu, je pfimo
zavisla na motilité¢ spermii. Vzorky s nejvy$Sim zastoupenim progresivné
se pohybujicich spermii zaroven vyjadfuji jedny z nejvy$Sich hodnot intenzity
fluorescence MitoTrackeru. Dale byla prokazana negativni korelace
mezi intenzitou signalu histonu gammaH2AX a procentualnim zastoupenim
imobilnich spermii. Negativni korelace byla také zji§téna mezi intenzitou signalu
histonu H3K4me2 a procentualnim zastoupenim progresivné se pohybujicich
spermii. H3K4me2 byl tak stanoven negativnim markerem motility spermii.

V soucCasné dobé je diagndéza muzské infertility zalozena na mikroskopickém
vySetfeni a analyzach koncentrace spermii, jejich motility a morfologie. Tradi¢ni
analyzy avS8ak pfinaseji pouze limitované mnozstvi informaci. Je nezbytné
vyvinout a zaradit do bézné praxe testy, které budou analyzovat funkénost
spermii, v€etné integrity DNA. Analyza post-translacnich modifikaci histonu,
jakozto nositeld epigenetické dédi¢nosti, by se proto mohla stat jednou

z rutinnich vySetfeni ejakulatu pro ziskani oplozeni schopnych spermii.
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