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Vliv zpusobu inhibice proteasomu na priibéh

kapacitace spermii

Souhrn

Kapacitace spermii je klicovym procesem pro tspésné splynuti sam¢i a samici pohlavni
bunky. Béhem kapacitace prodélava spermie mnoho zmén, pficemz jednou z nejdulezitéjSich
je degradace proteint navazanych na povrchu hlavicky spermie. Pfedpoklada se, Ze degradace
proteinti na spermiich je zprostifedkovana ubiquitin-proteasomovym systémem. Nejprve je
protein, ktery je urceny k degradaci, oznacen polyubiquitinovym fetézcem, jenz je nasledné
vystaven proteasomu, ktery polyubiquitinovy fetézec deubiquitinuje a nasledné degraduje
samotny protein. Cilem této prace bylo potvrdit, zda se na degradaci povrchovych proteint
spermii podili ubiquitin-proteasomovy systém. Pro inhibici proteasomu byl vyuzit inhibitor
MG-132 rozpustény v DMSO. Inhibice proteasomu byla testovana na zakladé imunodetekce
mono-/poly-ubiquitinace v proteinovych extraktech spermii pied a po kapacitaci separovanych
SDS elektroforesou a prenesenych na nitrocelulosovou membranu. K vyhodnoceni
imunodetekce mono-/poly-ubiquitinovanych proteinti spermii byla pouzita denzitometricka
analyza a byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v mono-/poly-ubiquitinaci proteind
u spermii kapacitovanych v nemodifikovaném médiu a v mono-/poly-ubiquitinaci proteint
spermii kapacitovanych v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 (p <0,05). Byla
provedena imunolokalizace ubiquitinace na fixovanych kanc¢ich spermiich pfed a po in vitro
kapacitaci. Spermie byly hodnoceny pod fluorescenénim a konfokalnim mikroskopem a na
zékladé denzitometrické analyzy byl pozorovan rozdil v intenzité¢ imunofluorescenéniho
signalu detekce ubiquitinace mezi spermiemi kapacitovanymi v nemodifikovaném médiu
a spermiemi kapacitovanymi v médiu s ptidavkem inhibitoru proteasomu MG-132. Ubiquitin-
proteasomovy systém se tedy S velkou pravdépodobnosti podili na degradaci nékterych

proteind spermii béhem jejich in vitro kapacitace.

Klicova slova: spermie, kapacitace, proteasom, ubiquitin, inhibice



Effect of proteasomal inhibition on boar sperm

protein degradation during in vitro capacitation

Summary

Sperm capacitation is the key process for a successful fusion of male sperm and female
oocyte. During capacitation, sperm undergoes many changes, one of the most important being
the degradation of proteins bound to the sperm head surface. Sperm degradation of proteins is
believed to be mediated by the ubiquitin-proteasome system. First, the protein to be degraded
is labelled with a polyubiquitin chain that is subsequently exposed to a proteasome that
deubiquitinates the polyubiquitin chain and subsequently degrades the protein itself. The aim
of this work is to confirm whether the ubiquitin-proteasome system is involved in degradation
of sperm surface proteins. To inhibit proteasome, an MG-132 inhibitor dissolved in DMSO was
used. Proteasome inhibition was tested by immunodetection of mono-/poly-ubiquitination in
protein sperm extracts before and after capacitation separated by SDS electrophoresis and
transferred to nitrocellulose membrane. Densitometric analysis was used to evaluate the
immunodetection of mono-/poly-ubiquitinated sperm proteins, and a statistically significant
difference was observed in mono-/poly-ubiquitination of spermatozoa proteins capacitated in
unmodified medium and in mono-/poly-ubiquitination of spermatozoa proteins capacitated in
the modified medium with MG-132 inhibitor (p <0.05). Immunolocalization of ubiquitination
was performed on fixed boar sperm before and after in vitro capacitation. Sperms were
evaluated under fluorescence and confocal microscopy and a difference in the intensity of
immunofluorescence signal detection of ubiquitination between spermatozoa capacitated in
unmodified medium and spermatozoa capacitated in medium with the addition of proteasome
inhibitor MG-132 was observed based on densitometric analysis. The ubiquitin-proteasome
system is likely to contribute to the degradation of sperm proteins during their in vitro

capacitation.

Keywords: sperm, capacitation, proteasom, ubiquitin, inhibition
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1 Uvod

Spermie, jakozto pohlavni bunky samct, slouzi k oplodnéni sami¢ich pohlavnich bun¢k
s cilem reprodukovat svou genetickou informaci v podob¢ nového jedince. Pro tento cil musi
ovsem spermie projit velkou fadou zmén. Ke spermii, ktera stale neni in vivo oplozeni schopna,
ale jiz ma haploidni sadu chromosomu, vede slozita cesta spermatogenese. Poté musi spermie
projit epididymalni maturaci, pfi niz ziskd schopnost progresivniho pohybu a velmi dilezitou
schopnost vazby na zona pellucida oocytu. Vyvoj spermie ovSem stale jesté neni dokoncen,
a proto spermie prochazi dal§imi zménami v samotném reprodukénim traktu samice, kde
nastava kapacitace spermii v oviduktalnim rezervoaru. Kapacitace je finalni pfeménou spermie

v hyperaktivovanou spermii schopnou vazby a oplodnéni vajicka.

Vsechny vyse zminéné procesy jsou spojeny se Spoustou proteinovych zmén, a to jak
uvniti spermatické bunky, tak na jejim povrchu. VétSina proteini z povrchu spermie mizi
b&hem kapacitace. K degradaci proteint slouzi ubiquitin-proteasomovy komplex. Tento systém
pracuje na zakladnim procesu oznaéeni proteinu ubiquitinem. Takto ozna¢ené proteiny jSou
nasledné vyhledéany slozitym proteinovym komplexem proteasomu, ktery ma za ukol proteiny

degradovat.

Spermie pravé diky ubiquitin-proteasomovému systému muze nahradit ve svém jadie
histony za protaminy, formovat akrosom, a ptedevsim b&éhem kapacitace degradovat proteiny
ze semenné plasmy, které doposud chranily vazebna mista na povrchu spermie. Proteasomy
jsou po kapacitaci vystaveny na akrosomu a vazi se k polyubiquitinovym fetézciim
prezentovanym na zona pellucida, takze ubiquitin-proteasomovy systém ma dilezité uplatnéni

I v. momentu oplozeni a i po ném.

2 Hypotéza a cil prace
Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, Ze Se na degradaci proteinti spermie béhem kapacitace

podili ubiquitin-proteasomovy systém.

Cilem prace byla detekce a lokalizace ubiquitinovanych proteint v kancich spermiich

béhem in vitro kapacitace v modifikovaném médiu s ptidavkem inhibitoru proteasomu MG132.



3 Prehled literatury
3.1 Spermie

Spermie jsou sam¢i pohlavni bunky (gamety) tvoiené v semenotvornych kanalcich,
které se nachazeji ve varlatech samce. Jsou urcené k oplozeni samicich oocytl. Tvorba spermii
se nazyva spermatogeneze, ktera se dale déli na spermatocytogenesi a po ni nasledujici
spermatohistogenesi. Pii spermatogenesi dochazi k pfeméné z dosti nediferenciované diploidni
buniky na silné specializovanou haploidni bunku. Bunky jsou zprvu nepohyblivé a pozdéji

ziskavaji schopnost pohybu a oplozeni (Reece 2011; Gadella & Luna 2014).

3.1.1 Morfologie spermie

Spermie je tvoiena dvéma zékladnimi ¢astmi, a to hlavi¢kou a bi¢ikem. Tvar a velikost
hlavi¢ky spermie je druhové specificka. Hlavicku spermie tvofi jadro, cytoplasma, cytoskelet

a akrosom (Gadella 2017).

V jadru spermie je ulozena genetickd informace ve formé kondenzovaného chromatinu
na protaminech. Protaminy davaji vyhodu vysoké schopnosti kondenzovat a stabilizovat
chromozom vyuzitim vzniku disulfidickych mustkti mezi protaminy (Yanagimachi 1994).
Béhem spermatogenese dochézi k vytlaceni vétSiny cytoplasmy z hlavicky, to se projevuje jako
protoplasmaticka kapka u nezralych spermii. Cytoplasma je odstranéna s vétSinou organel, jako
jsou ribosomy a endoplasmatické retikulum. Akrosom je specifickou membranovou organelou
spermie, ktera se na jinych bunkach nevyskytuje. Pfi normalni morfologii spermie je akrosom
uloZen v predni ¢asti hlavicky a ma tvar jakési ¢apky. Jedna se o cytoplasmaticky Gtvar tvoreny
dvojitou membranou (vnitini a wvn&j$i). V akrosomu jsou uloZeny lytické enzymy
(hyaluronidasa, proakrosin atd.) potfebné pro navazani a prinik spermie do oocytu. Akrosom

je velmi citlivy na osmotické zmény (Gadella & Luna 2014; Gadella 2017).

Hlavi¢ku spermie délime na jiz zminény akrosom, postakrosomalni ¢apku a ekvatorialni
segment. Postakrosomalni ¢apka je vymezena v prostoru od baze hlavicky po ekvatorialni
segment a pfiléhd tésné k cytoplasmatické membrané. Na rozdil od akrosomu ovSem
neobsahuje membranu a je mnohem rezistentn€jsi vic¢i okolnim osmotickym zménam

pusobicich na spermie (Gadella 2017).



Bicik spermie je urcen pro pohyb celé spermie. Bicik je tvofen ¢tyfmi hlavnimi ¢astmi:
kréek, mitochondridlni oddil, hlavni ¢ast a koncova ¢ast bi¢iku. Celym bic¢ikem prostupuje
svazek mikrotubulii—axonema. Axonema vyrtsta z centriolu a tvofi ji jeden par centralnich
mikrotubuli, ktery je obklopen deviti pary mikrotubulti. Mitochondrialni oddil obsahuje velké
mnozstvi mitochondrii, které tvoti ATP pro pohyb spermie (Gadella 2017).

3.1.2 Morfologie kanci spermie

Kanci spermie jsou krat$i a uzsi oproti napiiklad by¢im spermiim. Kanc¢i spermie maji
zplostélou hlavicku ovalného tvaru (viz Obr. 1, str. 4). Spermie kance je dlouha obvykle 48 um.
Hlavicka tvofi polovinu hmotnosti celé spermie, u kance je hlavicka dlouhd 8,7 pm, Siroka
4,6 um a tloustka ¢ini 0,8 um (Gadella 2017). Akrosom zaujima az 75 % hlavi¢ky. Na bicik
tedy u kance zbyva 40 um, pficemz 10 um tvoii spojovaci (mitochondrialni) ¢ast (Gadella &
Luna 2014).

Variabilita mezi spermiemi neni jen mezidruhovou otazkou, ale také mezi jednotlivymi
kanci jsou pozorovany rozdily. Tyto morfologické rozdily jsou dokonce spojovany s lepsi
fertilitou u kancti, jejichz spermie jsou oproti ostatnim statisticky mensi a jejich hlavicka je

mén¢ protahla (Hairai et al. 2001).
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Obr.1: Morfologie kanci spermie (Gadella et al. 2008).

3.1.3 Vyvoj spermie

Pii spermatocytogenesi se opakované mitoticky déli diploidni zarode¢na buika
spermatogonie na diferencované spermatogonie, které ve fazi ristu dospéji ve spermatocyty
I. fadu. Po féazi ristové nastava faze zrani, kdy za meiotického déleni dochazi k preméné
spermatocytu I. fadu na spermatocyt Il. fadu a je nazyvana prespermatidou. Poté nasleduje
druhé meiotické déleni a ze spermatocyti druhého fadu se vytvori spermatidy, které jsou
haploidnimi bunikami. Cely proces spermatocytogenese se odehrava okolo Sertoliho bunék
pfisedlych na basalni lamin¢ semenotvornych kanalkii. Sertoliho buniky zajiStuji vice funkci
béhem spermatogenese. Mezi hlavni funkce patii vyziva a ochrana spermatickych bun¢k, dale
se podileji na regulaci tvorby a zrani spermii, jelikoZ vyluc€uji androgen vazajici protein, anti-

miilleriansky hormon a inhibin (Franca et al. 2005; Parrish et al. 2017).



Po spermatocytogenesi musi spermie tzv. dozrat, nastava spermatohistogenese. Pii
tomto procesu spermie dostavaji svilj charakteristicky tvar i funkci nezbytnou pro oplodnéni

vajicka, tedy samic¢i gamety (Parrish et al. 2017).

Pti spermatohistogenezi nasleduje nékolik fazi:

- Golgiho faze — Golgiho komplex prochazi vyraznymi zménami, tvoii se akrosomova
granula v blizkosti jadra. Centrioly se pfesouvaji na periferii a jedna z centriol se pfilozi na
membranu spermatidy a da tak zaklad biciku.

- Faze akrosomové Cepicky — charakteristickd ristem akrosomového vacku. Centrioly jsou
na opacnych poélech: distalni a proximalni. Vlivem pohybu centriol do blizkosti jadra se
stahuje cytoplasma.

- Faze kaudalni manZety — dochazi k pevné kondenzaci chromozomu jadra, predevsim jsou
histony nahrazeny protaminy.

- Maturaéni faze — zbaveni se cytoplasmy, kdy u nezralych spermii mizeme pozorovat
zbytek cytoplasmy ve formé cytoplasmatické kapky na riznych ¢éastech biciku, pticemz
cytoplasmatickd kapka se posouvd smérem ke koncové ¢asti biciku. Déle pozorujeme
tvorbu mitochondrialniho segmentu bic¢iku a dokonceni vyvoje bic¢iku, dokonceni vyvoje
akrosomu obsahujici enzymy, uvolnéni ze svazku se Sertoliho bunikou a vyplaveni do
vyvodnych cest (Franca et al. 2005, Reece at al. 2011, Parrish et al. 2017).

3.1.4 Epididymalni maturace

Po uvolnéni prochazi mlad¢, morfologicky zralé, ale bez schopnosti progresivniho
pohybu a vazby na zona pellucida, spermie nadvarletem. Zmény béhem epididymalni maturace
zajiStuji stabilizaci plasmatické membrany, ochranu receptorti na vazbu zona pellucida
a zabranuji pfedéasné akrosomové reakci (Gatti et al. 1999). V nadvarleti je velmi specifické
prostiedi, které je nezbytné pro zrani spermii, specifické pH 6,5, teplota, iontové slozeni a dalsi

chemické a fyzikalni vlastnosti (Dacheux et al. 2003).

Epitel vytvaii mikroklky (stereocilie), které jsou v kontaktu se spermiemi a zvysuji tak
celkovy povrch epitelu nadvarlete. Epididymalni tekutina obsahuje membranové vacky, které

jsou apokrinné sekretovany, nazyvané epididymosomy. Epididymosomy obsahuji proteiny



a jsou spojovany s eliminaci poskozenych ¢i jinak defektnich spermii (Sutovsky 2001, Frentte
et al. 2002). Proteiny epididymosomu se vazi do plasmatické membrany spermii a béhem
maturace se mohou meénit jejich sacharidové fetézce glykosylaci ¢i deglykosylaci. Negativni
naboj na povrchu membrany spermie se zvySuje, ¢imZ se méni lektin-vazajici schopnosti
spermii (Dacheux et al. 2003, Tulsiani 2003). Proteiny, které se vazi v nadvarleti, jsou naptiklad
laktoferrin, clusterin, cholesterol pienasejici protein a mnoho dalsich, pro kance jsou typické
protein velmi blizké lidskym proteinim (Gatti et al. 2004, Sullivan & Saez 2013).

Béhem cesty od hlavy nadvarlete k ocasu dochazi k posunu protoplasmatické kapky, ktera
obsahuje pfebyteéné mitochondrie a vacky Golgiho komplexu, ke konci biciku az do uplné
ztraty. V bunky nadvarlete, které wvystylaji jeho wvnitini povrch, zaroven vylucuji
glycerofosfocholin, ktery inhibuje kapacitaci spermii (Yuan et al. 2013). Zralé spermie jsou

uchovavany v ocasu nadvarlete az do ejakulace (Sutovsky 2003).

3.1.5 Ejakulace

Béhem ejakulace jsou spermie vypuzeny z ocasu nadvarlete za pomoci hladké svaloviny
a prochazi skrze ptidatné pohlavni Zlazy (Barret et al. 2017). V koncové cCasti ampula
chamovodu vyustuji prvni ptidatné pohlavni zlazy semenné vacky, které produkuji nazloutly
sekret, ktery obsahuje latky, které spermie aktivuji. Mezi vylucované, spermie aktivujici latky
semennych vackd, patii fruktosa, citrat, inositol, prostaglandiny a vylucovany jsou i nékteré
proteiny. Sekretované sacharidy jsou dulezité pro tvorbu energie k pohybu spermii. Dalsi
pfidatnou pohlavni Zzlazou, ktera vytvafi sekret ptredevS§im pro zvétSeni objemu, jsou
Cowperovy Zlazy, které maji hlavni funkci tvorbu lubrika¢niho sekretu (Reece 2011, Barret et
al. 2017).

Semenna plasma, tedy kompletni sekret z ptidatnych pohlavnich zlaz samce, hraje
dilezitou roli ve findlnim procesu zrani spermie. Nékteré proteiny obsaZené v semenné plasmé
jsou specifické pro funkci spermii a jejich oplozeni schopnosti. Celkové v§echny molekuly v ni
obsazen¢ pokryvaji povrch hlavicky spermie a ochranuji ji pfed vnéjSim prostfedim a brani

predcasné kapacitaci a akrosomalni reakci (Muino-Blanco et al. 2008).



Vazba povrchovych proteinii na spermii

Béhem ejakulace se ze semenné plasmy véazou komponenty, které spermii celkové
podporuji, ale také zabranuji spontanni akrosomové reakci, coz je dulezité neopomenout
predevsim pii fertilizaci in vivo. Proteiny pochazejici ze semenné plasmy se vazi na fosfolipidy
obsazené v plasmatické membrané (Petrunkina et al. 2001). U kancu se ve velkém mnozstvi
vyskytuji proteiny zvané spermadhesiny. Jsou to proteiny o malé velikosti (12-16 kDa) a jejich
funkci je stabilizovat akrosom. Spermadhesiny na sebe véazou dalSi komponenty jako
fosfolipidy, proteinasové inhibitory, cukry a dalsi, ¢imz ovliviiuji cely proces oplodnéni na
nékolika ruznych urovnich. Béhem kapacitace se vétsina spermadhesinti uvoliuje z povrchu
spermie. Spermadhesiny vazané pres fosfolipidy ziistavaji na akrosomu a ucastni se primarni

vazby spermie na zona pellucida (Topfer-Petersen et al. 1998, Haase et al. 2005).

Ejakulované spermie pfi prichodu sami¢im reprodukénim traktem postupuji dalsi
fyziologickou pfipravu pro konecné oplozeni, bezprostiedn¢ po ejakulaci nejsou oplozeni
schopné. V oviduktu ziskaji schopnost vazat se na zona pellucida a podstoupit akrosomalni
reakci. VSechny zmény zahrnujici funkéni biochemické zmény se souhrnné nazyvaji kapacitace

(Franca et al 2005, Gadella & Luna 2014).

Proteiny na spermii kance

Proteinti na hlavi¢ce spermie bylo doposud detekovano velké mnozstvi, Kwon et al.
(2014), detekovali 224 proteinovych mist, z nichz ovSem pouze deset proteini vykazovalo
rozdil v expresi pfed a po kapacitaci spermii. Zajimavé je, ze tfi proteiny prodélali béhem

kapacitace sniZzeni exprese, zatimco zbylych sedm proteind prodé€lalo zvyseni exprese.

Protein, ktery po kapacitaci snizil svou expresi, byl RAB2 (z angl. Ras associated
binding protein), PHGPx (z angl. Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase) a PDHB
(z angl. Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit) (Ursini et al. 1999, Stenmark Olkkonen 2001,
Kwon et al .2014). Rodina proteini RAB hraje klicovou roli v membranové fuzi a jsou
lokalizovany na akrosomalni membrané (Pereira-Leal Seabra 2001). Zda se tedy, ze tento
protein je zapojen do modifikace akrosomu vedouci k indukci exocytosy akrosomu po
kapacitaci spermie (Mountjoy et al. 2008). Protein PHGPX (22 kDa) podporuje strukturalni
stabilitu mitochondriim, nachazi se tedy pfedevsim v bic¢iku spermie (Kwon et al. 2014). Tretim

proteinem, ktery snizuje svou expresi je protein PDHB, jedna se 0 fosforylovany protein, ktery
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pravdépodobné reguluje produkci energie a celkové metabolismus spermie béhem

hyperaktivace. Nachazi se také v bi¢iku spermie (Flesch et al. 1999, Kwon et al. 2014).

Co se ty¢e malych proteinovych molekul spermadhesint (8-16 kDa) agregovanych na
povrchu spermii ze semenné plasmy, je potvrzeno, ze vSechny spermadhesiny a kanci
povrchovy protein DQH, tedy BSP1 (z angl. Binding protein of Synaptojanin
Polyphosphoinositide phosphatase domain), jsou polyubiquitinovany a degradovany béhem
kapacitace proteasomem (Sanz et al. 1992, Jonakova et al. 1998, Zigo et al. 2019). AQN protein
(angl. Zona pellucida-binding protein) se vyskytuje na akrosomu spermii. Pfedpoklada se, Z¢ je
dualezity pro vazbu spermie v oviduktalnim rezervoaru a jedna se o vazebny protein na zona
pellucida (Mann et al. 1992, Gohr et al. 2005, Yi et al 2010). Spermadhesin AWN (angl. Sperm
associated AWN protein) je hlavni protein kan¢i semenné plasmy asociovany s povrchem
spermii. AWN se vaZze na beta-galaktosidy a na glykoproteiny prasec¢i zona pellucida, coz
naznacuje ulohu tohoto proteinu v primarni interakci s oocytem (Rodriguez-Martinez et al
1998). PSP | (z angl. Phosphoserine phosphatase I) a PSP 11 (z angl. Phosphoserine phosphatase
I1) jsou proteiny zabrafiujici pifed¢asné kapacity a pred¢asnému vyliti akrosomu (Topfer-

Petersen 1998).

Miles et al. (2013) ve své praci uvadi nékolik dalsich proteint, které jsou asociované
s proteasomem. Patii k nim protein ACRBP (z angl. Acrosin-binding protein), ktery funguje
jako vazebny protein pro proakrosin. Dale pak protein pBl, inhibitor motility spermii ze
semenné plasmy (Seminal Plasma Sperm Motility Inhibitor) a inhibitor akrosinu ze semenné
plasmy (Seminal Plasma Acrosin Inhibitor Al), u néhoz se predpoklada, Ze chrani spermie pied
proteolytickym uc¢inkem degradace (Fritz et al. 1976, Miles et al. 2013). Lactadherine je dalsim
zZ proteint, ktery byl detekovan v semenné plasmé kanct. Predpoklada se, Ze slouzi pro spermie
jako ochrana pfi styku s bakteriemi a zvySuje schopnost oplodnéni (Miles et al. 2013, Gonzalez-
Cadavid et al.2014).

3.1.6 Spermie v oviduktu

Jakmile spermie vstoupi do reprodukéniho traktu samice, zaéne na ni pusobit spousta
negativnich vlivi, které je vytazuji z Sance na oplozeni oocytu (Yanagimachi 1994). Mezi prvni
patii nepfiznivé kyselé pH v pochvé, hlen v dé€loznim krcku a bunky imunitniho Systému.
Spermie, které zvladnou kyselé prosttedi pochvy se velmi rychle dostavaji do délozniho krcku,

ktery obsahuje hlen. Ten je velmi husty a spermie musi ,,plavat proti proudu®. Déloznim kré¢kem
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neprojdou spermie nezralé a je tedy selek¢nim prvkem. Prostupnost délozniho krcku také zavisi
na estralnim cyklu, kdy v dob¢ estru je kréek pro spermie prostupnéjsim. Kréek obsahuje ve
svém povrchu krypty, kde je prichod pro spermie snazsi (Barros et al. 1988). Po prichodu
d€loznim krckem prochézi spermie délohou k vejcovodu. Priichod délohou je velmi rychly diky
kontrakcim dé€lohy, které pohyb usnadnuji. V usti vejcovodu vznika diky spermiim oviduktalni
rezervoar, ktery slouzi k uchovani spermii do doby, nez nastane ovulace vajicka (Talevi 2010).
Spermie jsou zde navazany na epitelialni buitku za pomoci sacharidovych zbytkl pfitomnych
na epitelidlnich bunkach oviduktu a k nim vazajicim se proteinim, podobnym lektintim,
pfitomnych na hlavickach spermii (Suarez 2002). Pravé molekuly zahrnuté v tomto procesu
jsou siln¢ druhové specifické. Pro prasata jsou typické galaktosylové a mannosylové zbytky
(Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005). Spermie zde tedy ¢ekaji na spravny okamzik, aby se setkaly
s oocytem/y. Navic je zde zpomalena jejich aktivita a blokovana kapacitace, ¢imz se prodluzuje
jejich zivotnost. Kapacitace je blokovéana snizenou schopnosti absorbovat Ca?* a téméf nulovou

tyrosinovou fosforylaci (Talevi 2010).

Uvolnéni spermii z oviduktalniho rezervoaru zptsobuje pravdépodobné hormonalni
impulz béhem ovulace, ovSem pfesné mechanismy nejsou doposud znamy. Okolo uvolnéni
spermii z oviduktalniho rezervoaru je mnoho teorii. Uvolnéni spermii mtize byt zptisobeno diky
hyperaktivaci motility spermii, diky ¢emuz uniknou z vazby za vyuziti vyssi sily. OvSem je
moznost, Ze uvolnéni je zpisobeno ztratou proteinit z povrchu hlavicky spermie, které jsou
nezbytné pro vazbu na oocyt. Ve vysledku s nejvétsi pravdépodobnosti probihaji oba
mechanismy zaroven a jsou koordinovany z epitelu oviduktu, ovSem teorii stale piibyva.
Napiiklad u skotu byl velmi podrobné popsan mechanismus pasobeni enzymti na specifické
sacharidové zbytky, které jsou potiebné pro vazbu spermie na oviduktalni epitel, ty tak
pfispivaji K uvolnéni spermii z rezervoaru (Coy et al. 2012). S jistotou lze fict, ze zalezi na
kapacita¢nim stavu spermie, ktery je ovlivnén impulzem, pti kterém dojde ke zméné slozeni
oviduktalni tekutiny, diky C¢emuz nastava kapacitace spermii. Kazda spermie dosahuje
kapacitace za jinak dlouho dobu, spermie jsou tedy uvolilovany z rezervoaru postupné (Hunter
1996).



3.1.7 Kapacitace spermii

Kapacitaci spermii poprvé nezavisle popsali Austin (1951) a Chang (1951) pted vice
jako 50 lety. Oba zjistili funk¢ni zmény na spermiich, které odebrali ze sami¢iho pohlavniho
ustroji po kopulaci se samcem. Podobnych zmén si vSimli 1 u spermii odebranych z ocasu
nadvarlete, které inkubovali se sekrety ziskanymi z vejcovodu samice-jako nejucinnéjsi se
potvrdil prichod spermie celym pohlavnim ustrojim samice a poté inkubace se sekrety od fijné

samice.

Kapacitace je druhove specifickd, predevsim co se tyCe mista a doby k ni potiebné.
Vysledkem jsou vSak vzdy hyperaktivni spermie schopné vazat se na oocyt a podstoupit
akrosomalni reakci, ktera jim umozni proniknout zona pellucida a spojit se s oocytem. Zmény
béhem kapacitace zahrnuji modifikace jak uvnitf, tak vné spermie. Dochazi k odstranéni
protein semenné plasmy, glykoproteini vézanych na povrch spermie, reorganizace
plasmatické membrany. Co se tyc¢e hlavicky spermie, jsou na jeji piedni Casti lokalizované
receptorové molekuly odpovédné za spusténi signalni kaskady vedouci k akrosomalni reakci,
zatimco molekularni zmény na biciku spermie zplsobuji jeji hyperaktivaci (Tulsiani et al.

2007).

Je mnoho vyzkumt prokazujicich, Ze kapacitaci spousti eflux cholesterolu
z plasmatické membrany spermie. Cholesterolovy eflux zvySuje permeabilitu membrany
a zaroven vyvolava influx vépenatych iontil, ty dale spousti signalni kaskaddu vedouci ke
kapacitaci. Pokud dojde k vazbé kapacitované spermie na zona pellucida oocytu, zvysuje se
vnitini koncentrace vapenatych kationtl a spousti se dalsi signalni kaskada, kterd vede ke
zvySeni koncentrace vapenatych kationti ve vngj$i akrosomalni membran€. Poté spermie
podstoupi akrosomalni exocytosu. Hydrolyticka aktivita enzymid zakrosomu, vcetné
hyperaktivniho pohybu spermie, je vyznamnym faktorem pii penetraci zona pellucida oocytu
(Abou & Tulsiani 2009). Hyperaktivace je termin pouzivany pro rychlé a silné rotace biciku
spermie, a piestoze je tento projev spojen s kapacitaci, je prokazano, ze lze zabranit kapacitaci
bez soucasné¢ho vyblokovani hyperaktivace ¢i jeho souc¢asnym vyblokovanim. Toto poznani

vede Kk predpokladu vétsiho poctu signalnich drah pfi kapacitaci (Zeng 2003).
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3.1.8 Biologie kapacitace in vivo vs in vitro

Pii kopulaci dochazi k deponaci milionti spermii do sami¢iho pohlavniho traktu, avSak
vétSina z deponovanych spermii je eliminovdna. Malé procento z nich pronikd do hlenem
vyplnéného kr¢ku — ten brani vniknuti semenné plasmy do délohy, eliminuje abnormalni

spermie, eliminuje mikroby a uchovava spermie pro pozdéjsi transport (Yanagimachi 1994).

Hlen v krc¢ku je bohaty na rizné glykoproteiny a spermie se skrz néj pohybuji velmi
rychle na zaklad¢ aktivniho a pasivniho procesu, smérem k déloze a vejcovodu. V distalni
oblasti vejcovodu je ampula vejcovodu, kde se kapacitovana spermie setkava s ovulovanym

oocytem obklopenym kumularnimi buiikami (Meyers & Rosenberger 1999).

Kumularni matrix je rozvoliiovan hyaluronidasou ptitomnou na povrchu spermie, ktera
zabezpe€uje pranik skrz kumularni komplex (Meyers & Rosenberger 1999). Albumin je
pravdépodobné spoustéc celé kapacitace — vyvolava eflux steroli (zejména cholesterolu)
z plasmatické membrany spermie. Eflux vede k alteracim membranovych potencialii, zvysuje
propustnost a fluiditu membrany, umoznujici influx vapenatych kationtd a hydrogen
uhli¢itanovych ionti s naslednou aktivaci sekundarnich posli (Abou-Haila 2009 Gadella
& Luna 2014).

Nejvice povrchovych zmén podstupuje predni c¢ast hlavicky spermie. Praveé
kapacitované spermie podstupuji také zmény ve schopnosti vazat lektiny. Lektiny se vaZou na
koncové cukerné zbytky s vysokou afinitou i specifitou. Zmény ve schopnosti vazat se k lektinu
jsou ovlivnény zménami v glykanovych jednotkach v apikalni Casti spermie (Abou-Haila
2009).

Spermie odebrané z ocasu nadvarlete nebo spermie ejakulované lze kapacitovat
Vv laboratornich podminkach. Spermie se inkubuji v chemicky definovaném médiu, které
obsahuje bovinni sérovy albumin (BSA), nebo cyklodextrin, s energetickou substanci jako je
glukosa a pyruvat. Dale médium vyzaduje hydrogenuhlicitan a vapnik. (Abou-Haila 2009, Coy
et al 2012).
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3.2 Vazba na oocyt a oplozeni

Oplozeni je souhrnny proces mnoha dé&ju, pii kterém se zucastnéné gamety podrobi
nevratnym zménam, aby vznikla zygota. Poté co spermie projde skrz kumulus, ktery je okolo
oocytu, dojde k navazani spermie na zona pellucida a akrosomové reakci. Béhem akrosomové
reakce se uvolni akrosomové enzymy a dojde Kk vystaveni sady antigenti na povrchu hlavicky
spermie (vystaveny jsou bilkoviny pokryvajici vnitini akrosomalni membranu, jako jsou
IAM38 a ZPBP2), kter¢ zprostiedkovavaji interakce mezi hlavickou spermie a glykoproteiny
na zona pellucida béhem penetrace. Akrosomovou reakci spousti protein na zona pellucida
oznaceny ZP3 — ten udava druhovou specifitu, ke kterému jsou piifazena dvé vazebna mista na
membrané spermie, a to ZBR (primary zona binding region) a ARPR (acrosome reaction
promotin region). Po spojeni vazebnych mist je zahajena fuze membran. Poté nasleduje vyliti
akrosomovych enzymu a jejich pisobeni. Kdyz spermie projde skrz zona pellucida, dojde ke
splynuti plasmatické membrany spermie s oolemou vajicka. Pfi tomto procesu jsou nezbytné
minimalné dva plasmatické proteiny — IZUMO (spermie) a CD9 (oocyt). Procesu se tcastni
I dalsi proteiny. A to v oolem¢ zakotvené integriny a tetraspanin CD81 (Gizce ptibuzny s CD9).
Disintegriny spermie a proteiny epididymalniho ptivodu — CRISP 1 a CRISP2 (z angl. Cystein
rich protein) (Sutovsky 2009).

3.3 Systém ubiquitin-proteasom

3.3.1 Ubiquitinace

Ubiquitinace proteind je jednim z kli¢ovych faktorti pro stabilitu a aktivitu proteint.
Tato posttranslacni modifikace ma rozhodujici roli v Siroké fad€ bunéénych funkci, mezi néz
patii: buné¢na diferenciace, proliferace bunky, signélni transdukce, pfenos proteintll, apoptosa
¢i imunitni odpovéd’. Konjugace ubiquitinu s cilovym proteinem je zprostiedkovana tiemi
ubiquitina¢nimi enzymy: aktivujici enzym (E1), konjugujici enzym (E2) a ubiquitin ligaza (E3)
—enzym E3 urcuji substratovou specifitu, proto je naptiklad v lidském genomu kdédovana vice
nez v 600 variacich. Proteiny mohou byt oznaceny za pomoci jediné¢ho ubiquitinu, ¢i za pomoci
polymeru, tedy polyubiquitinace. Sdm ubiquitin obsahuje sedm riznych lysinovych zbytkl
(Ko, K11, K27, K29, K33, K48, K63), kde vSechny mohou konjugovat s jinym ubiquitinem,

tudiz polyubiquitinace je tvofena ze sedmi riiznych vazeb. Retézec polyubiquitinu spojeny
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pomoci K48 slouzi jako signal pro degradaci proteinu proteasomem. Ubiquitinace je
potlatovana deubiquitinaénimi enzymy, které dokézi odstranit ubiquitin z proteind. Velky

vyznam ma ubiquitinace pii saméi gametogenezi a oplozeni (Leestemaker & Ovaa 2017,
Nakamura 2013).

3.3.2 Proteasom

Proteasomy jsou proteinové komplexy vyskytujici se u eukaryot i prokaryot. Proteasom
je zodpovédny za vétSinu degradaci proteinti, likviduje chybné syntetizované proteiny

a celkové fidi koncentrace jednotlivych proteinti (Leestemaker & Ovaa 2017, Nakamura 2013)

Struktura proteasomu:

Proteasom je velky (26S) proteolyticky komplex, ktery obsahuje jadro ze ¢tyf kruhii
(20S), tvofticich centralni por. Kazdy kruh je pak slozen se sedmi jednotlivych proteinii. Dva
vnitini kruhy jsou tvofeny sedmi p-podjednotkami, které uvniti sebe obsahuji tfi az sedm
aktivnich proteasomovych mist-polyubiquitinovany protein musi vstoupit dovnitf, aby mohl
byt degradovan. Vnéjsi dva krouzky (19S) o sedmi a podjednotkéach udrzuji “branu” pies kterou
vstupuji degradované proteiny do proteasomu, o podjednotky pak rozpoznavaji
polyubiquitinové znacky piipojené k proteinim uréenych k degradaci-regulacni podjednotky
(Nakamura 2013, Collins & Goldberg 2017, Leestemaker & Ovaa 2017).

Ubiquitinace mnoha proteind pusobi jako signal, ktery zpusobuje jejich degradaci za
pomoci ubiquitin-proteasomového systému. Ukazalo se, Ze proteasomy jsou pritomny ve vSech
savcich spermiich a hraji vyznamnou roli béhem fertilizace. Fosforylace nékterych podjednotek
je pak dulezitym mechanismem regulace proteasomu (Smith et al. 2007, Collins & Goldberg
2017).

3.3.3 Sytém ubiquitin-proteasom

Systém ubiquitin-proteasom (UPS) degraduje vétSinu dlouhych a kratkych
intracelularnich proteint (viz Obr. 2, str. 14). V UPS je vétSina substratu nejdiive onacena pro
degradaci vétsim poctem molekul ubiquitinu—polyubiquitinace. Ubiquitinace je katalyzovana

enzymy ubiquitin ligasami. Pti oznaceni prvni molekulou ubiquitinu dojde k signalu pro dalsi
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ligasy. Ubiquitin je kovalentné spojen s proteiny v n¢kolikastupiiovém procesu zahrnujicim
ubiquitin-aktiva¢ni enzym E1, ubiquitin-konjugujici enzym E2 a ubiquitin ligasu E3. Diky
lysinovym zbytkam v molekule ubiquitinu se vytvafi rizné dlouhé polyubiquitinové fetézce.
Retézce zvice jak 4 ubiqutinovych molekul jsou znamé jako signal pro proteasomem
zprostiedkovanou proteolyzu (Nandi 2006). Jako signal po proteolyzu jsou specialné i Fetézce
obsahujici vazbu z lysinovych zbytki K48 (Nakamura 2013). Degrada¢ni proces poskytuje
Z degradovanych proteinii peptidy o sedmi az osmi aminokyselinach, které mohou byt dale
Stépeny a jednotlivé aminokyseliny mohou byt recyklovany pro tvorbu novych proteinti. Proces
ubiquitinace je vyvazen procesem deubiquitinace, ktery je zprostfedkovan dalsi fadou enzymu

(Nandi 2006).

Po ubiquitinaci proteinu dojde k jeho rozpoznani proteasomem a protein vstupuje do
vnitiku proteasomu, kde se dostane do kontaktu a proteolyticky aktivnimi misty. Pfed vstupem
do jadra je potieba protein alespon ¢aste¢né rozvinout. Cely priichod rozvinutého proteinu do

jadra proteasomu nazyvame translokace (Nandi 2006).

oligopeptidy
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Obr. 2: Ubiquitin-proteasomovy systém (Bharat 2016).
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3.4 Savdi spermie a proteasom

Poprvé byly proteasomy u spermii identifikovany v 90. letech, a to konkrétné u sumek
(Saitoh et al. 1993). Od té doby se prokazala pfitomnost v télech savci, a i v savéich spermiich,
kde reguluji oplozeni a jsou zapotiebi pfedevSim pii pruniku spermie skrz zona pellucida
(Sutovsky 2011).

Ubiquitinace i deubiquitinace je diilezitou soucasti béhem spermatogenese. Béhem
spermatogenese je zapotiebi u savct asi 30 ubiquitinacnich enzymi a 90 deubiquitinacnich,
jejichz mozné mutace jsou spojovany se zavaznymi abnormalitami ve vyvoji spermii. Ulohou
ubiquitinu ve spermii je ubiquitinace histonu pro tcely jaderné kondenzace. Piedpoklada se, ze
kondenzace jadra je dosazena procesy specifickymi pro spermatogenesi: kondenzace
chromatinu, tvorba akrosomu a remodelace cytoskeletalnich struktur. Kondenzace chromatinu
je zpusobena odstranénim histonli z nukleasomu, kde ve vysledku jsou histony nahrazeny
protaminy (malé proteiny bohaté na arginin), které 1épe vazi a neutralizuji DNA, coz vede
k vyraznéj§imu sbaleni chromatinu. A zde hraje velkou roli pravé ubiquitinace histond. Histon
je ubiquitinovan ve spermatocytech béhem prvni meiosy a ve spermatidach tésné pred
pfechodem z histonil na protaminy. Odstranéni ubiquitovanych proteind zajist'uje proteasom

(Nakamura 2013).

Ubiquitin-proteasom systém se podili na vétSiné udalosti béhem kapacitace spermii. Ve
vztahu k oplodnéni akrosom nese proteasomy extracelularné navazané, a proto jsou schopny
reagovat se zona pellucida pfimo. Proteasomy se vazi na akrosom b&hem spermatogenese.
Proteiny receptori pro spermii na zona pellucida (u prasete receptor ZPA/B/C) je pted
oplodnénim ubiquitinovan a nasledné jsou proteasomy pfitomnymi na akrosomu rozstépeny,

a tim vznika §térbina pro vstup spermie do oocytu (Sutovsky 2011).

Také se zd4, Ze ubiquitinace je dilezita pti odstranéni otcovské mitochondridlni DNA
(mtDNA) z embrya. Otcovskd mtDNA je selektivné eliminovéna ubiquitinaci S naslednou
degradaci proteasomem ¢i lysozomem (Sutovsky 2000). Mitochondrie z otcovy spermie jsou

tak degradovany béhem ranych stadii embrya (4-8 bunééné) (Nakamura 2013).

Ptestoze je stale role ubiquitinace proteinil u spermii stale malo zndma, je prokazano, ze
enzymy de/ubiquitinace reguluji biogenezi, udrzovani, stabilitu a funkci v§ech membranovych
organel, a to vcetn¢ tvorby akrosomu, jaderné kondenzace a vylucovani otcovskych
mitochondrii (Nakamura 2013).
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Systém ubiquitin-proteasom je také dulezity pii regulacnich procesech vedoucich
k oplodnéni, pfedevsim pro interakci spermie se zonou pelucidou na oocyt (Sutovsky et al.
2009).

Piestoze o funkci a fungovani proteasomalniho komplexu béhem fertilizace je znamo
méné nez naptiklad v ostatnich télnich bunkdch, vime, Ze inhibice proteolytickych aktivit
spojenych s proteasomem piitomnym na akroSomu spermii, zabranuje oplodnéni jak u savcei,
tak i u dalSich zivocichu (Yi et al. 2010). Proteasomy se¢ podileji na procesu akrosomalni
exocytosy az po fizi gamet. Proteasom usnadiiuje vazby spermie a pronikani do vitelinniho

prostoru oocytu (Sakai et al., 2004, Baska a Sutovsky 2005).

3.5 Inhibitory proteasomu

Inhibitory proteasomu nalezly $iroké uplatnéni pii laboratornim vyzkumu, ale také pii
1é¢bé nekterych vaznych onemocnéni, mezi néz patii predevsim rakovina (Johnsova 2012).
Proteasom je primarni ¢asti v draze bunééné degradace, a proto eliminace poteasomu je kli¢em
k aktivaci nebo potlaceni bunéénych procest, v¢etné progrese bunééného cyklu a apoptosy.
Uplna blokada proteasomové aktivity inhibitorem ma za nasledek smrt bunék aZz celého
organismu. OvSem kazda burika je jinak citliva na stejny zptsob inhibice proteasomu. Doslo
K zjisténi, ze transformované buiky jsou citlivéj$i na blokaci proteasomu, nez bunky
netransformované, jelikoz u bunck netransformovanych existuji silné kontrolni mechanismy,
které pfi poruseni proteasomové aktivity prerusuji déleni a dokud se aktivita neobnovi, zatimco
maligni buniky (geneticky pozménéné) ztraci tyto ochranné mechanismy (Adams 2002). Pii
1é¢bé pravé myelomu a lymfomu je schvalen inhibitor PS-341, Velcade a MG — 341 a mnoho
dalSich inhibitorti prochazi klinickymi testy pro jejich vyuziti k 1é€bé rakoviny (Johnsova
2012). Hovoii se ovSem i 0 moznosti 1é¢by Chagasovy choroby, leishmanidzy a spavé nemoci

(Khare et al. 2016).

Vsechny inhibitory jsou pti vysokych koncentracich siln€ toxické pro buriky a zplsobi
bunéénou smrt. Buné¢nou smrt zptsobi i pii nepiimétené dlouhé dobé inkubace. Proto je nejen

pii 1é¢be, ale i ve v&dé potieba dodrzovat stanovené koncentrace (Johnsova 2012).
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3.5.1 MG-132

Jedna se o inhibitor, ktery je nejvice citovany a nejvice vyuzivany pro laboratorni testy
(Johnsova 2012). MG-132 (carbobenzoxy-Leu-Leu-leucinal; viz Obr. 3, str. 17) je peptidovy
aldehyd, ktery blokuje proteolytickou aktivitu 26 S proteasomu. Silny, reversibilni inhibitor
proteasomu, ktery dobfe prostupuje bunikami. Snizuje degradaci ubiquitinovanych proteint
v sav¢ich bunkach (a kvasinkéch) proteasomem 26S bez ovlivnéni proteasomové ATPasy ¢i
isopeptidasy. Inhibitor MG-132 aktivuje c-Jun N-terminalni kinazu (JNKI1), ktera iniciuje
apoptosu (Bunuccelli et al. 2003).

Obr. 3: Inhibitor proteasomu MG-132 (Datasheet MG-132 Merk Millipore).

Inhibitor MG-132 inhibuje oplodnéni u $irokého spektra zivocichu, véetné savci, a tedy
I prasat. Pokusy s odstranénim zona pellucida ukazaly, ze tento inhibitor specificky inhibuje
dulezity krok pii oplodnéni, vazbu mezi spermii a zona pellucida. Inhibitor nijak neovliviiuje

vazebna mista na spermii nebo na zona pellucida (Sutovsky 2011).

3.5.2 Dalsi inhibitory proteasomu

Lactacystin

Jedna se o antibiotikum, kter¢ je izolovano ze Streptomyces a neni komeréné chemicky

syntetizovano. Jednd se o silny selektivni a reverzibilni inhibitor proteasomu. Diky vysoké
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specifité kovalentni vazby, nedochazi k ovlivnéni protedz u jinych aminokyselin, a proto je

Lactacystin specifi¢téjsi nez peptidové aldehydy jako MG-132 (Johnsova 2012).

PS-341

Jedna se o jeden z prvnich objevenych inhibitorti proteasomu, je pro n¢j zavedeno vice
nazvi: Bortezomib, Velcade a PS-341. V ptipad¢ tohoto inhibitoru se jedna o prilomovy objev
v 1é¢bé mnohocetnych myelomt a jeho 1écebné funkce se zkoumaji od roku 1994, v roce 2003
dokonce doslo ke schvaleni uziti PS-341v 1é¢bé (Teicher & Tomaszewski 2015). PS-341 je
mald molekula, ktera je velmi silnym selektivnim inhibitorem proteasomu. Vyhodou tohoto
inhibitoru je jeho rychly vystup z bunék i celého organismu a obnoveni proteasomové aktivity
béhem 48-72 hodin (Adams 2002).

Dalsi inhibitory jsou Carfilzomib a Oprozomib, ty vSak jsou nevratnymi inhibitory
proteasomu. Mezi dalsi reversibilni inhibitory patii Ixazomib a Delanzomib (Teicher &
Tomaszewski 2015).
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4 Material a metodika

4.1 Material

K experimentim pro tuto diplomovou praci bylo pouzito kanéi sperma. Byl pouzivan
nativni ejakuldt nebo komeréné vyrabéna insemina¢ni davka. Insemina¢ni davky byly
dodavany firmou ProAgro Nymburk a.s. (CR) a ejakulat byl odebran z kancti plemene

Landrase.

Inseminacéni davky byly po odbéru vyrabény z ejakulatu za pomoci fedidla Solusem. Do

laboratote byly davky transportovany pti bézné piepravni teploté pro kanci sperma, tedy 17°C.

Béhem nasich experimentd byla pouzita bézné laboratot s béznou pokojovou teplotou

a osvétlenim. Pfi praci s luminiscencnimi piipravky se pracovalo za Sera.

Sperma bylo hodnoceno za pomoci systému CASA (Computer-Assited Sperm
Analysis). Hodnocenim motility spermii béhem kapacitace se vénuji podrobné diplomové prace

Bc. Lenky Hackerové a Be. Lenky Malinové.
4.2 Metodika

4.2.1 Promyti spermii pred kapacitaci

Prvnim krokem po zhodnoceni motility bylo promyti spermii a tim jejich ptiprava pro
kapacitaci. Nejprve byla spocitaina koncentrace spermii v Biirkerové komurce.
V insemina¢nich davkach se pohybovala koncentrace spermii mezi 5-8x10" na ml. Bylo
odebrano 2x5 ml vzorkil z ejakulatu. Tyto vzorky byly centrifugovany po dobu 10 minut pfi
300 x g (Hettich Zentrifugen Mikro 22 R) a pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci byl odsan
supernatant, vzorky byly doplnény zpét do 5 ml za pomoci PBS (Phosphate buffered saline:
0,01 M Phosphate buffer, 0,0027 M KClI a 0,137 M NacCl, pH 7,3-7,4; Sigma-Aldrich, USA).
Cely proces byl zopakovan ttikrat po sobé.

4.2.2 Kapacitace spermii

Po promyti byly spermie kapacitovany. Pro samotnou kapacitaci byly spermie rozdéleny
na 3 vzorky po 10 ml. Prvni vzorek obsahoval suspenzi spermii v nemodifikovaném

19



kapacitanim médiu. Druhy vzorek suspenze spermii obsahoval modifikované kapacitaéni
médium s pfidavkem 100 uM inhibitoru proteasomu MG-132 (Calbiochem/USA), ktery byl
rozpu$tén v 70 ul DMSO (dimethylsulfoxid; Sigma/USA). Posledni tieti vzorek piedstavoval

kontrolni suspenzi spermii v kapacitatnim médiu s pfidavkem 70 ul DMSO.

Kapacita¢ni médium bylo vyrobeno z latek od Sigma-Aldrich/USA, neni-li uvedeno
jinak. Kapacita¢ni medium bylo pfipraveno z 50 ml média Basic TL-Hepes (6,6634 g NaCl; +
0,2386 g KCI + 0,0408 g NaH2POa, + 1,4 ml laktat sodny, + 0,10018 g MgCl>*6H20 + 2,383 g
Hepes + 0,0220 g pyruvat sodny + 2,186 g sorbitol + 0,025 ml gentamicin, sodna sul, + 0,065
g penicilin, draselna stl, + 0,1 g PVA Poly (vinyl alcohol) + 1000 ml H>O + filtrace), do kterého
bylo ptidano 0,099 g glukézy (Penta/CR), 0,0275 g pyruvat sodny, 1,00 g 2 % BSA (Bovine
Serum Albumin;), 0,0084 g NaHCOs, 0,0147 g CaCl>*2H20. Kapacitacnim médiem byly
spermie nafedény do vysledné koncentrace 2,5 — 5 x 107 spermii/ml. Vzorky byly rozdéleny po
0,5 ml do mikrozkumavek Eppendorf pro lepsi prostupnost CO2, kapacitovany byly po dobu
1,5 hodiny v termostatu MCO-19AIC pii 38 °C a v atmosféie 5% COx.

Bé&hem kapacitace byly odebirany vzorky spermii po ¢asovych intervalech 30, 60 a 90

minut.

Po dokonceni kapacitace byla suspenze spermii opét slou¢ena do zkumavky po 10 ml
a centrifugovany (centrifuga Hettich zentrifugen Mikro 22 R). Centrifugovany byly v tfikrat po
sobé jdoucich cyklech pifi 300 x g, po dobu 10 minut, vzdy byl odsan supernatant a bylo
doplnéno PBS do 5 ml. Zkapacitované spermie byly dale zpracovavany jako suspenze pro
preparaty na fluorescen¢ni mikroskopii nebo byly vytvotfeny peletky, a ty byly skladovany ve
zkumavkach pfti -20 °C.

4.2.3 Priprava vzorku spermii pro elektroforesu v polyakrylamidovém gelu

s pridavkem SDS (dodecylsulfat sodny)

Ejakulované a in vitro kapacitované spermie v nemodifikovaném médiu, v médiu
s inhibitorem proteasomu MG-132 a v médiu s DMSO byly lyzovany. Ke spermiim (5x10’
bun¢k) bylo pfidano 95 ul vzorkového pufru pro SDS-PAGE (4,2 ml vody + 1 ml 0,5 M Tris.
HCl o pH 6,8; Bio-Rad/USA + 0,8 ml glycerolu; Sigma-Aldrich/USA + 1,6 ml 10% SDS; GE
Healthcare/Sweden + 1,4 ml 0,05% bromfenolové modie; Sigma-Aldrich/USA) spolu s 5 ul
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merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich/USA), ktery zajistil redukujici podminky. Po fadném
rozsuspendovani vzorku byly spermie lyzovany po dobu 1 hodiny v ledové tiisti a kazdych
5 minut diikladné protfepany. Poté byly vzorky povateny pii 100 °C po dobu 5 minut
V termolazni a centrifugovany pii 10 000 xg 5 minut v chlazené centrifuze (Hettich zentrifugen
Mikro 22 R).

4.2.4 SDS elektroforesa

Pro SDS (dodecylsulfat sodny) elektroforézu v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)
byly pfipraveny gely. Prvni separacni gel byl vyroben o 12% hustoté polyakrylamidu. K jeho
vyrob¢ bylo pouzito 2,5 ml destilované vody, 4 ml roztoku 30% akrylamidu/bis akrylamidu
(30% Acrylamide/Bis Acrylamide Solution 37.5:1 (2.7% crosslinker); Bio-Rad/USA), 2,5 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (Resolving Gel Buffer; Bio-Rad/USA) a 100 pl 10 % SDS. Tésné pied
aplikaci gelu bylo ptidano 4,5 ul Temed (GE Healtcare/Sweden) a 70 ul 10 % persiranu
amonného (APS; GE Healthcare/Sweden). Roztok byl okamzité aplikovan mezi skla uréena
pro SDS-PAGE, sestavenych do bézné aparatury a roztok byl prevrstven destilovanou vodou.
Nasledovala ptiprava 4 % zaostfovaciho gelu: 1,52 ml destilované vody+0,625 ml 0,5 M Tris-
HCI, pH 6,8 (Stacking Gel Buffer; Bio- Rad/USA) + 0,325 ml 30% akrylamidu/bis akrylamidu
+ 0,025 ml 10 % SDS. Tésné pted aplikaci bylo pfidano 3,8 ul Temed a 50 ul 10 % APS.
Zaostrovaci gel byl po 30 minutach polymerace separa¢niho gelu nanesen na gel a byly do ngj
vnofeny hiebinky na tvorbu 15 jamek pro aplikaci vzorkl.. Polymerace zaostfovaciho gelu

probihala asi 10 minut.

Po 10 minutach byla skla s gely prenesena do elektroforesové aparatury a zalita
elektrodovym pufrem o pH 8,3 (15 g Tris, 72 g glycinu, 5 g SDS, fedéno destilovanou vodou
1:4). Do vytvofenych jamek byly aplikovany vzorky po 15 pl a proteinové molekuldrni
standardy (Precision Plus Protein standard Dual Color; Bio-Rad/USA) po 4 ul. Po dokon¢eni
aplikace vzorki probihala elektroforesa pti konstantnim napéti 80 V po dobu cca 20 minut, poté

pii 120 V, dokud neprob¢hla kompletni separace proteint (cca 1,5 hodiny).
4.2.5 Elektroprenos proteinii z gelu na nitrocelulosovou membranu (Western blot)

Po dokonceni elektroforesy byl pfipraven elektropfenos proteini z gelu na
nitrocelulosovou membranu. Gel se separovanymi proteiny byl promyt Vv destilované vodé
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a inkubovan asi 15 minut v transferovém pufru (3,03 g Tris, 14,4 g glycinu, 200 ml metanolu
a doplnéno na 1 1 destilovanou vodou). Pro elektropienos byla pouzita plastova kazeta
obsahujici po obou vnitinich stranach houbicku a 2 vystiizky chromatografického papiru
Whatman (Whatman chromatography paper-GE Healthcare/China), nitrocelulosova membrana
(Hybond C Extra membrane-Amersham Bioscineces /UK), ke které byl pfilozen gel. VSechny
komponenty byly pied tim namoceny 15 minut v transferovém pufru. Takto sestavena kazeta
byla vlozena do vanic¢ky naplnéné transferovym pufrem a celd vanicka byla chlazena v nadobé
s vodou a ledem. Po zapojeni do zdroje byl nastaven konstantni elektricky proud na 500 mA.
Elektroptenos probihal 1,5 h. Po dokonceni elektropienosu proteinii byla kazeta vyjmuta
a membrana byla kratce oplachnuta v destilované vodé a nasledné€ obarvena na proteiny pomoci

Ponceau (Ponceau S Solution; Sigma-Aldrich/USA) po dobu 60 s.

4.2.6 Imunodetekce ubiqgitinovanych proteini

Nitrocelulosova membrana s pfenesenymi proteiny byla vyuzita k imunodetekci. Barva
Ponceau byla odmyta destilovanou vodou a poté PBS. Poté byla deaktivovéna volna mista na
membrané za pomoci 5% blokovaciho mléka (Grade Blocker Blotting; Bio-Rad/USA) v PBS.
Membrana v blokovacim mléku byla ponechéana pies noc v lednici. Po inkubaci v mléce byla
membrana promyta 2x po 5 minutach PBS s 0,05 % Tweenem 20 (Sigma-Aldrich/USA) (PBS-
T). Po promyti byly pfipraveny primarni protilatky.

Inkubace s primarni protilatkou probihala pfes noc (2 ml roztoku s protilatkou/
membranu). Byla pouzita mysi monoklonalni protilatka FK2 (mono-and polyubiquitinylated
conjugates, mAb FK2; Enzo/USA). Protilatka FK2 byla nanesena v koncentraci 1:250,
roziedéna v PBS. Druha membréna byla pouZita jako kontrolni, na tu byla aplikovana mysi
monoklonalni protilatka proti a-tubulinu (DM1A,; Sigma-Aldrich/USA) v koncentraci 1:5000

v PBS. Pro negativni kontrolu byla membrana s proteiny inkubovana pouze v PBS.

Po inkubaci primarni protilatky byla membrana promyta 3x v PBS-T po 10 minutach
a inkubovéna se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou proti mySim
imunoglobulinim (anti-mouse HRP; Bio-Rad/USA) v koncentraci 1:3 000 v PBS. Inkubace
byla provedena po dobu 1 h pti pokojové teploté.
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Po inkubaci byla provedena vizualizace. Prvné byla membrana 4 x promyta po dobu
5 minut v PBS-T a 2 x po 5 minutach v PBS. Pro samotnou vizualizaci byla vyuzita metoda
chemiluminiscence, ktera je velmi citlivou metodou. Byl pouzit chemiluminiscencni substrat
Super Signal West Pico (Thermo Scientific/lUSA) a pfistroj Azure c600 (Azure
Biosystems/USA; Biocev, Vestec). Pro odhad molekulovych hmotnosti ubiquitinovanych
proteinti byly vytvofeny piislusné kalibracni kiivky a podle nich ur¢ena ptiblizna molekulova
hmotnost jednotlivych proteinti. Denzitometrickd analyza ubiquitinovanych proteinii po
imunodetekci byla provedena v programu Image Studio Lite Ver 5.2 (LI-COR
Biosciences/USA).

4.2.7 Neprima imunofluorescen¢ni mikroskopie

Pro preparaty byly pouzity spermie nekapacitované, kapacitované, kapacitované

s inhibitorem MG-132, které byly promyty centrifugaci 3x po dobu 5 minut pfi 300 X g.

Pro fixaci byla zkontrolovana hustota spermii. Hustota spermii byla odhadovana
subjektivné odhadem za pomoci mikroskopu (zvétSeni 40x), kdy nebyly piekryvany hlavicky

jednotlivych spermii.

Na podlozni sklicka byla nakreslena dvé kolecka za pomoci hydrofobni fixy PAP Pen
(Sigma-Aldrich/USA), ktery brani tekutinam opustit vymezeny prostor. Do kolecek bylo
kapnuto 10 pl nafedénych spermii a 50 pl vymrazeného acetonu a metanolu v poméru 1:1.
Vzorky byly ponechany 5 minut a poté byly dikladné oplachnuty PBS. Do kazdého kolecka na
natér spermii bylo naneseno 150 pl blokovaciho roztoku (SuperBlock Blocking Buffer in PBS;
Thermo Scientific/USA), inkubace trvala 30 minut. Po inkubaci byla skla oplachnuta v PBS
a byly aplikovany primarni protilatky proti ubiquitinu: mySi monoklonalni protilatka FK2
(mono-and polyubiquitinylated conjugates, mAb FK2; Enzo/USA), krali¢i polyklonalni
protilatka Abcam (Anti-Ubiquitin antibody ab7780; Abcam/UK) a krali¢i polyklonalni
protilatka NBP2 (Ubiquitin antibody NBP2-30132SS; Novus biologicals/UK), fedéné v PBS
v koncentraci 1:20. Primarni protilatky byly inkubovana pies noc v lednici ve vlhké komurce.
Druhy den byla skla opét omyta PBS a bylo naneseno 100 pl sekundarni protilatky konjugované
s fluorochromem. Byly pouzity protilatky proti kralicim i mysim imunoglobulinim (Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit/anti-mouse 1gG H+L, Invitrogen/USA) fedéné 1:300 v PBS.
Sekundarni protilatka byla inkubovana ve vlhké komiirce po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byla
skla omyta PBS, bylo pfidano 100 ul lektinu PNA konjugovaného s rhodaminem (Rhodamine
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peanut agglutinin-Vector Laboratories/lUSA) v koncentraci 1:500 v PBS. Opé¢t vse omyto PBS,
ponechéno oschnout a zavérem bylo pfidano 5 pl montovaciho média s DAPI (Antifade
Mounting Medium with DAPI; Vectashield Laboratories/lUSA). Skla s vytvoifenymi natéry byla
thned prekryta vrchnim krycim sklickem a byla zalakovana. Skla byla vyhodnocena pod
fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E600 a programu NIS-Elements za pomoci
analyzy obrazu, na které bylo hodnoceno min. 100 spermii pro kazdou skupinu vzorkl. Dalsi

vyhodnoceni skel probéhlo na konfokalnim mikroskopu Zeiss.
4.2.8 Imunofluorescence v suspenzi spermii

Detekce ubiquitinovanych proteint byla provedena také v suspenzi nekapacitovanych
a kapacitovanych spermii. Ke 100 pl promytych spermii byly pfidany 2 pl protilatky mysi
monoklonalni FK2 (mono-and polyubiquitinylated conjugates, mAb FK2; Enzo/USA).
Suspenze spermii s protilatkou byla inkubovana po dobu 2 hodin pii 37 °C a za stalého téepani.
Po inkubaci byla suspenze spermii 2x promyta za pomoci PBS a nasledné byla provedena fixace

vzorku.

Pti fixaci byl vzorek 40 pl rozdélen po 20 pl na dvé kolecka na sklicku a byl ptidan
vymrazeny aceton-metanol (1:1) o objemu 50 pl/sklicko a do druhého dne ponechano v lednici.
Druhy den byla sklicka oplachnuta PBS a byla aplikovana sekundarni protilatka proti mys$im
imunoglobulinim konjugovana s fluorechromem (Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG (H+L)
Invitrogen/USA) v poméru 1:300. Do kazdého kolecka bylo aplikovano 100 pl roztoku
protilatky. Sekundarni protilatka byla inkubovana ve vlhké komirce po dobu 1 h. Po inkubaci
bylo na preparaty aplikovano 5 pl montovaciho média s DAPI (Antifade Mounting Medium
with DAPI; Vectashield Laboratories/lUSA). Zhodnoceni bylo provedeno na fluorescenénim

mikroskopu Nikon Eclipse E 600.
4.2.9 Statistické Setieni

Statistické vypocty byly vytvareny za pomoci programu GraphPad Prism 8. Veskeré
ziskané hodnoty byly pfevadény na procenta a vztazeny k hodnotam ejakulovanych spermii.
Nasledné byla podle potieby pouzita jednofaktorova analysa rozptylu ANOVA nebo nezédvisly
dvouvybérovy t-test. Vysledky byly sestaveny do grafu a zhodnoceny podle statistické

vyznamnosti.
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5 Vysledky

5.1 Detekce ubiquitinovanych proteinii v extraktech spermii

Byla provedena in vitro kapacitace kan¢ich spermii v nemodifikovaném kapacita¢nim
médiu, v modifikovaném kapacitacnim médiu s ptidavkem 100 uM inhibitoru proteasomu MG-

132 a v modifikovaném kapacitaénim médiu s DMSO (viz kap. 4.2.2 Kapacitace spermii).

Byly pfipraveny proteinové extrakty ze spermii: ejakulovanych, kapacitovanych,
kapacitovanych s inhibitorem MG-132 a kapacitovanych s DMSO (viz kap. 4.2.3 Piiprava

vzorku spermii pro elektroforesu v polyakrylamidovém gelu s ptidavkem SDS).

Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE (viz kap. 4.2.4 SDS elektroforesa)
a probéhl elektropienos proteinti z gelu na nitrocelulosovou membranu (viz kap. 4.2.5

Elektropienos proteinti z gelu na nitrocelulosovou membranu).

Nasledné byly proteiny na membrané inkubovany s primarni my$i monoklondlni
protilatkou FK2 pro detekci mono-/poly-ubiquitinovanych fetézct vazanych na proteinech (viz
kap. 4.2.6 Imunodetekce ubiqitinovanych proteini). Byla provedena vizualizace pomoci
chemiluminiscen¢niho substratu. Pro kontrolu proteinové nandsky bylo pouzito barveni
proteini pomoci Ponceau nebo detekce referenéniho proteinu a-tubulinu pomoci specifické

protilatky (viz kap. 4.2.6 Imunodetekce ubiqitinovanych proteinti).

Ze ziskanych dat ze 4 membran byla uréena pfiblizna molekulova hmotnost
7 detekovanych ubiquitinovanych proteint spermii (viz tab. 1, str. 26), a to z kalibra¢nich
kiivek vytvorenych podle proteinovych molekulovych standardi a také byla provedena
denzitometricka analyza na zaklad¢ detekce 7 ubiquitinovanych proteinti v kazdé skupiné
vzorkll (vzorek ejakulovanych spermii, vzorek kapacitovanych spermii v nemodifikovaném
médiu, vzorek kapacitovanych spermii v médiu s inhibitorem MG-132 a vzorek
kapacitovanych spermii s DMSO v médiu). Na Obr. 4 (viz str. 26) je reprezentativni vzorek
membrany se separovanymi proteiny detekovanymi protilatkou proti ubiquitinu a jako kontrola

proteinové nanasky je detekce a-tubulinu.
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Tabulka 1: Pribliznd molekulova hmotnost detekovanych proteinii.

Protein 1  >250 kDa

kDa St Ej Kap MG-132 DMSO
Y — 1
Protein 2 120 kDa 250 — L
150 = B — 2
- 100 w—
Protein 3 67 kDa
o ﬁ . — 3
Protein4 58 kDa 50 — — 4
=5
Protein 5 46 kDa 37— ‘ .
Protein 6 33 kDa ¥ —_—
25 —
Protein 7 27 kDa
20 ™
15—
50  a— - —

Obr. 4: Membrdna s detekovanymi proteiny (1-1.) PriloZend
tubulinova kontrola sily nandsky.

Vysledky denzitometrické analyzy detekovanych proteinti byly vztazeny k nanésce
proteinti pies detekci a-tubulinu a jsou znazornény v nasledujicim grafu (viz graf 1, str. 27)
shrnujicim primérné hodnoty ze 4 hodnocenych membran. Vysledna data jsou vyjadiena
v procentech a vztazena ke vzorku ejakulovanych spermii jako vychozi hodnoty (tedy 100 %).
Hodnoceno bylo: mono-/poly-ubiquitinace detekovanych proteinti na ejakulovanych spermiich,
na kapacitovanych spermiich Vv nemodifikovaném médiu, kapacitovanych spermiich
v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 a kapacitovanych spermii

v modifikovaném médiu s DMSO.
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Graf 1: Graf primérnych denzitometrickych hodnot mono-/poly-ubiquitinace proteinii ze vSech mérenti. 1-7
detekované proteiny v ejakulovanych spermiich (Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu (Kap),
v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 (MG-132) a v modifikovaném médiu s DMSO (DMSO).

Vysledky denzitometrie byly dale zpracovany za pomoci analyzy rozptylu, tedy
ANOVA jednovybérového testu. Ve statistickém vyhodnoceni byly hledany statisticky
vyznamné rozdily mezi vSemi hodnocenymi skupinami na zéklad¢ intenzity detekce
celkovych ubiquitinovanych proteinti ve vzorcich ve vztahu Kk ejakulovanym spermiim, které
nam piedstavuji vychozich 100 %. Hodnocenymi skupinami byla mono-/poly/ ubiquitinace na
gjakulovanych  spermiich, kapacitovanych  spermiich v nemodifikovaném  médiu,
kapacitovanych spermiich v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132

a kapacitované spermie v modifikovaném médiu s DMSO.

Z vysledk statistického Seteni jednovybérovym testem ANOVA byl sestaven graf (viz
graf 2, str. 28) a byl pozorovan statisticky vyznamny rozdil (p <0,05).

27



ANOVA jednovybérovy test
150+

100

%

50

Graf 6: Vyhodnoceni jednotlivych skupin vysledkii: celkové mono-/poly-ubiquitninované proteiny ejakulovanych
spermii (Ej), které slouzi jako vychozi (100 %) hodnota, mono-Ipoly-ubiquitninované proteiny kapacitované spermie
V nemodifikovaném médiu (Kap), mono-Ipoly-ubiquitninované proteiny kapacitovanych spermii v modifikovaném médiu
s inhibitorem proteasomu MG-132 (MG-132), mono-/poly-ubiquitninované proteiny na spermiich Vv modifikovaném médiu
S pridavkem rozpoustédla DMSO.

Dale byly porovnany vztahy mezi jednotlivymi skupinami a ty byly hodnoceny za
pomoci neparového t-testu. Prvnim vysledkem statistického vyhodnoceni je porovnani vzorku
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu se vzorkem kapacitovanych spermii
v modifikovaném médiu s DMSO, aby bylo zjisténo, zda plati ptedpoklad, ze DMSO nikterak
neovliviiuje pribéh kapacitace, jelikoZ v DMSO je rozpustén inhibitor MG-132, ktery je

pouzivan pro inhibici proteasomd.

Vysledek neparového t-testu uvadi, ze mezi t€émito dvéma skupinami neni statisticky
vyznamny rozdil (p>0,05). Vysledek nam tedy potvrzuje, ze DMSO neovliviiuje nijak priabeh

kapacitace spermii.
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Dale byl zpracovan vysledek porovnévajici vysledky od spermii kapacitovanych
v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 a od spermii kapacitovanych
v nemodifikovaném médiu. Hodnoty byly zpracovany neparovym t-testem. Piedpoklad je, ze

inhibitor inhibuje proteasomy, proto by m¢l byt mezi skupinami rozdil.

Vysledek neparového t-testu uvadi, Ze mezi témito dvéma skupinami je statisticky
vyznamny rozdil (p <0,05). Je tedy znatelny rozdil v mnozstvi degradovanych proteinti vlivem

inhibice proteasomu.

5.2 Detekce ubiquitinovanych proteinii v extraktech spermii v priibéhu

kapacitace

Byla provedena in vitro kapacitace kancich spermii v nemodifikovaném kapacita¢nim
médiu, v modifikovaném kapacitacnim médiu s pfidavkem 100 pM inhibitoru proteasomu MG-
132 a v modifikovaném kapacitacnim médiu s DMSO. Vzorky spermii byly odebirany béhem
kapacitace v ¢asovych intervalech 30 minut, 60 minut a 90 minut (viz kap. 4.2.2 Kapacitace

spermiti).

Byly extrahovany proteiny ze spermii ejakulovanych a kapacitovanych
v modifikovaném a nemodifikovaném médiu a proteiny byly separovany pomoci SDS
elektroforézy a pfeneseny na NC membranu. Ubiquitinované proteiny ve vzorcich byly

detekovany pomoci specifické monoklonalni protilatky proti ubiquitinu FK2.

Ze ziskanych dat z membrany (viz Obr. 5, str. 30) byla uréena pfiblizna molekulova
hmotnost sedmi detekovanych proteint, které se shoduji s proteiny z piedeslych membran, a to
z kalibra¢nich kiivek vytvorenych podle proteinovych molekulovych standarda (viz tab. 2 str.
30). Byla provedena denzitometrickd analyza 7 proteinii v kazdé skupiné vzorkl: vzorek
ejakulovanych spermii (Ej), vzorek kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu po 30-
60-90 minutach inkubace (K30, K60, K90), vzorek kapacitovanych spermii v médiu
s inhibitorem MG-132 po 30-60-90 minutach inkubace (M30, M60, M90) a vzorek
kapacitovanych spermii s DMSO v médiu po 30-60-90 minutach inkubace (D30, D60, D90).
Denzitometrické hodnoty detekce ubiquitinovanych proteint byly vztazeny Kk celkové nanasce

proteinti hodnocenou na zékladé detekce tubulinu.
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Obr. 5:2 Detekované proteiny (1-7) na membrané v extraktech ejakulovanych spermii (Ej), kapacitovanych spermit
v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, 60, 90), v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu
MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, 60, 90), v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90
minut (DMSO 30, 60, 90). Prilozena tubulinovd kontrola sily nandsky.

Protein1 >250 kDa

Protein 2 105 kDa

Protein 3 67 kDa

Protein 4 59 kDa

Protein 5 47 kDa

Protein 6 34 kDa

Tabulka 2 Odhadovand velikost detekovanych = Protein 7 28 kDa
proteinii 1-7.
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Vysledky denzitometrie jsou znazornény v grafu 2. Vysledna data jsou vyjadiena

Vv procentech a vztazena k vzorku ejakulovanych spermii jako vychozi hodnoty (tedy 100 %).

Detekované proteiny na membrané s ¢asovymi fadami vzorka

160%
140%

120%

100%
8
60%
4
h hl ‘ \” |
L R
1 2 3 4 5 6 7

Proteiny

(=}
xX

Procentualni zastoupeni ve vzorku
o
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Graf 2:3 Denzitometricka analyza ubiquitinovanych proteinu (1-7) detekovanych v extraktu ejakulovanych spermii
(Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

Dalsich 7 grafa (viz Obr. 3-9, str. 32-38) je vytvotfeno pro samostatné detekované
proteiny a detekce jejich ubiquitinace v ¢ase 30 minut, 60 minut a 90 minut v ejakulovanych
spermiich, jejichz hodnota je brana jako vychozi k ostatnim skupinam vysledkt tedy 100 %,
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu, kapacitovanych spermii v modifikovaném

médiu s inhibitorem MG-132 a v modifikovaném médiu s DMSO.

V grafu ¢islo 3 (viz str. 2) pozorujeme prubéh mono-/poly-ubiquitinace proteinu
detekovaného na membrané€ a oznaceného jako protein €. 1 (> 250 kDa). Hodnoty jsou vztazeny

k hodnotam z ejakulovanych spermii (pozitivni kontrola). Pozorujeme vyrazny pokles mono-
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/poly-ubiquitinace proteinu béhem kapacitace v nemodifikovaném médiu. Nepozorujeme
zavislost na Case, k degradaci proteinu ¢. 1 dochazi do 30 minut doby kapacitace
v nemodifikovaném médiu. Pti kapacitaci v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132
pozorujeme oproti kapacitovanym spermiim v nemodifikovaném médiu vyrazné zvySeni
detekované mono-/poly-ubiquitinace proteinu ¢. 1. Neni pozorovana zavislost na dob¢

kapacitace.

Protein 1 (= 250 kDa)
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Procentualni zastoupeni ve vzorku

Graf 3: Denzitometrické zhodnoceni ubiquitinovaného proteinu ¢. 1 detekovaného v extraktu ejakulovanych spermii
(Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

vvr

Na detekovaném proteinu ¢. 2 (105 kDa) pozorujeme o 50 % niz$i mono-/poly-
ubiquitinaci béhem prvnich 60 minut kapacitace spermii v nemodifikovaném médiu a az po 90
minutach kapacitace spermie v nemodifikovaném médiu je viditelny pokles na minimalni
hodnoty mono-/poly-ubiquitinace. B&hem kapacitace spermie v modifikovaném médiu
s inhibitorem MG-132 neni pozorovan vyrazny rozdil oproti kapacitaci v nemodifikovaném.
Detekce mono-/poly-ubiquitinace béhem kapacitace v modifikovaném médiu s DMSO
nevykazuje vyznamny rozdil oproti kapacitaci spermii v nemodifikovaném médiu (viz graf 4,

str. 33).
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Protein 2 (105 kDa)
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Graf 4: Denzitometrické zhodnoceni ubiquitinovaného proteinu ¢. 2. detekovaného v extraktu ejakulovanych spermit
(Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

U proteinu ¢. 3 (67 kDa) je detekce mono-/poly-ubiquitinace v prub&hu kapacitace
podobna jako u proteinu €. 2, coz znamena, Ze kapacitace spermii v nemodifikovaném médiu
ma vyznamny rozdil na mono-/poly-ubiquitinaci proteinu az po 60 minutach inkubace. Stejné
tak kapacitace v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 neméla zadny vyznamny vliv na
mono-/poly-ubiquitinace proteinu, protoZe je intenzita reakce s protilatkou je podobna jako

u vzorku kapacitace v médiu s pfidavkem DMSO (viz graf 5, str. 34).
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Protein 3 (67 kDa)
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Graf 5: : Denzitometrické zhodnoceni ubiquitinovaného proteinu ¢. 3. detekovaného v extraktu ejakulovanych
spermii (Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

U proteinu €. 4 (59 kDa), béhem kapacitace spermii v nemodifikovaném médiu,
pozorujeme snizujici se mono-/poly-ubiquitinaci v case a tim rostouci stupen degradace
proteinu. Béhem kapacitace v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 vidime rozdil
vV mife mono-/poly-ubiquitinace oproti kapacitaci v nemodifikovaném médiu. Mono-/poly-
ubiquitinace detekujeme ve vyS$si intenzité. Kontrola kapacitace v modifikovaném médiu

s DMSO znaci, tak jako u proteinu €. 1, Ze béhem prvnich 30 minut je kapacitace zpomalena,

34



pozd¢ji se hodnoty mono-/poly-ubiquitinace vyrovnavaji hodnotam kapacitovanych spermii

v nemodifikovaném médiu (viz graf 6).

Protein 4 (59 kDa)
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Graf 6: Denzitometrické zhodnoceni ubiquitinovaného proteinu ¢. 4. detekovaného v extraktu ejakulovanych spermii
(Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

U detekovaného proteinu ¢. 5 (47 kDa) pozorujeme vyrazny ubytek mono-/poly-
ubiquitinace asni iproteinu béhem kapacitace v nemodifikovaném médiu s postupnym
snizovanim intenzity detekce mono-/poly-ubiquitinace v ¢ase. Kapacitace v modifikovaném
médiu s MG-132 vykazuje vyss$i hodnoty mono-/poly-ubiquitinace na proteinu, nez je tomu
u spermii kapacitovanych v nemodifikovaném médiu. Kontrola kapacitace s modifikovanym
médiem s DMSO opét ukazuje na vy$$i mono-/poly-ubiquitinaci béhem prvnich 30 minut
inkubace a az po dalsich 30 minutdich pokles na turoven mono-/poly-ubiquitinace

kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu (viz graf 7, str. 36).
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Protein 5 (47 kDa)
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Graf 7: Denzitometrické zhodnoceni ubiquitinovaného proteinu ¢. 5. detekovaného v extraktu ejakulovanych spermii
(Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

Protein ¢. 6 (34 kDa) béhem kapacitace spermii v nemodifikovaném médiu vykazuje
nizkou hladinu mono-/poly-ubiquitinace, ktera se neméni v ¢ase. Oproti tomu detekujeme
vysoké hodnoty mono-/poly-ubiquitinace na proteinu b&hem kapacitace spermii
v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132, zde je vidét postupné snizovani intenzity
detekce mono-/poly-ubiquitinace v ¢ase, ktera vSak nedosahuje hodnot mono-/poly-
ubiquitinace spermii kapacitovanych v nemodifikovaném médiu. Kontrola mono-/poly-
ubiquitinace proteinu beéhem kapacitace v modifikovaném médiu s DMSO se blizi hodnotam

mono-/poly-ubiquitinace detekované na spermiich kapacitovanych v mediu nemodifikovaném.

(Viz graf 8, str 37).
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Protein 6 (34 kDa)
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Graf 8: Denzitometrické zhodnoceni ubiquitinovaného proteinu ¢. 6. detekovaného v extraktu ejakulovanych spermit
(Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

Detekovany protein ¢. 7 (28 kDa) vykazuje vys$i hodnoty mono-/poly-ubiquitinace
béhem kapacitace spermii v nemodifikovaném médiu do 60 minut, nez je tomu u proteinl
¢.1-6. Po 60 minutach kapacitace vykazuje hodnoty mono-/poly-ubiquitinace proteinu
podobné jako proteiny ptredchozi. U tohoto proteinu ve vzorku kapacitovanych spermii
v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 je vidét detekce vysokych hodnot mono-/poly-
ubiquitinace, dosahujici hodnot detekovanych na spermiich ejakulovanych. Kontrola mono-
/poly-ubiquitinace bé&hem kapacitace v modifikovaném médiu s DMSO se shoduje
s hodnotami, které vykazuje tento protein béhem kapacitace v médiu nemodifikovaném,
prvnich 30 minut je pozorované zpozdéni, tak jako u vétSiny detekovanych proteint (viz graf 9,

str. 38).
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Protein 7 (28 kDa)
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Graf 9: Denzitometrické zhodnoceni ubiquitinovaného proteinu ¢. 7. detekovaného v extraktu ejakulovanych spermit
(Ej), kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 90 minut (Kap 30, Kap 60, Kap 90),
kapacitovanych spermii v nemodifikovaném médiu inkubovanych 30, 60 a 9 Ominut (Kap 30, Kap 60, Kap 90), v modifikovaném
médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 inkubovanych 30, 60 a 90 minut (MG-132 30, MG-132 60, MG-132 90),
v modifikovaném médiu s DMSO inkubovanych 30, 60 a 90 minut (DMSO 30, DMSO 60, DMSO 90).

5.3 Lokalizace ubiquitinovanych proteinii ve spermiich

NeprFima imunofluorescencni mikroskopie

Pro lokalizaci ubiquitinovanych proteinti na ejakulovanych a in vitro kapacitovanych
spermiich byla provedena kapacitace in vitro. Pro pokusy byla kapacitace provedena
v: nemodifikovaném kapacitaénim mediu, v modifikovaném kapacitaénim mediu obohaceného
0 90 pl inhibitoru proteasomu MG-132 a v modifikovaném kapacitanim mediu s pfidanymi
70 ul DMSO (viz kapitola 4.2.2 Kapacitace).

Po vytvofeni fixovanych preparatl ze vSech variant vzorkidi byla pouZita primarni
polyklonalni protilatka NBP2 (1:50) pro lokalizaci na mono-i poly-ubiquitinovych fetézct
v proteinech pfitomnych ve spermiich. Fixované natéry byly pozorovany fluorescen¢nim

a konfokalnim mikroskopem (viz kapitola 4.2.7 Nepiima imunofluorescen¢ni mikroskopie).

Snimky spermii vzdy zndzorfiuji: jadra spermii obarvend pomoci Dapi (modré

zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci lektinu PNA (Cervené zbarveni), reakci s protilatkou
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(zelené zbarveni) a nakonec prolnuti vSech sledovanych casti pro celkovy nahled. Ke kazdé

fotce je prilozeno méfitko o délce 10 pm.

Vzorek ejakulovanych spermii (viz Obr. 8) ukazuje vyraznou mono-/poly-ubiquitinaci

na proteinech pfitomnych v oblasti subequatorialniho segmentu.

Jadra spermii Akrosomy spermii

Protilatka NBP2 Kombinace snimku

Obr. 8:Vzorek ejakulovanych spermii pozorovanych pod fluorescenénim mikroskopem. Jdadra spermii obarvend
pomoci Dapi (modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA lektinu (Cervené zbarveni). Protilatka NBP2 oznacuje
mono-/poly-ubiquitinované proteiny v subequatoridlnim segmentu hlavicky spermie (zelené zbarveni) a prekryti viech
sledovanych casti spermie pro celkovy ndahled. Méritko 10 um.

Dalsi snimky ejakulovanych spermii (viz Obr. 9, str. 40) byly potfizeny za pomoci
konfokalniho mikroskopu. Snimky potvrzuji, Ze na ejakulovanych spermiich je oznaena
mono-/poly-ubiquitinace proteinti nachazejicich se v subekvatorialnim segmentu. Akrosomy

a jadra spermii jsou nenaruSené.
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Jadra spermii Akrosomy spermii

Protilatka NBP2 Kombinace snimku

Obr. 9: Ejakulované spermie pozorované konfokalnim mikroskopem. Jdadra spermii obarvend pomoci Dapi (modré
zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA (Cervené zbarveni). Protilatka NBP2 oznacuje mono-/poly-ubiquitinované
proteiny v subequatoridlnim segmentu hlavicky spermie (zelené zbarveni) a prekryti viech sledovanych casti spermie pro
clkovy nahled. Meritko 10 um.

Lokalizace mono-/poly-ubiquitinované proteini ve spermiich kapacitovanych
v nemodifikovaném médiu je zobrazena na Obr. 10 (viz str. 41). Kapacitované spermie maji
jadra aakrosomy nenarusené, protilatka NBP2 znaci mono-/poly-ubiquitinované proteiny
Vv subekvatorialnim segmentu viditelné slab&ji, nez je tomu u spermii ejakulovanych. Snimky

jsou potizené na fluorescen¢nim mikroskopu.
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Jadra spermii Akrosomy spermii

Protilatka NBP2 Kombinace snimku

Obr. 10: Kapacitované spermie v nemodifikovaném médiu pozorované pod fluorescencnim mikroskopem. Jddra
spermii obarvend pomoci Dapi (modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA (Cervené zbarveni). Protilatka NBP2
oznacuje mono-/poly-ubiquitinované proteiny v subekvatoridlnim segmentu hlavicky spermie (zelené zbarveni) a prekryti vsech
sledovanych casti spermie pro celkovy ndahled. Méritko 10 um.

Nasledujici snimky znazoriuji také lokalizaci mono-/poly-ubiquitinovanych proteind
Vv kapacitovanych spermiich v nemodifikovaném médiu, snimky jsou potfizeny na konfokalnim
mikroskopu (viz Obr. 11, str. 42). Mizeme vidét nenarusena jadra i akrosomy a protilatku, ktera
zna¢i mono-/poly-ubiquitinace v proteinech subekvatorialniho segmentu hlaviéky spermie

viditelné slabéji, nez tomu bylo u spermii ejakulovanych.
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Jadra spermii Akrosomy spermii

Protilatka NBP2 na spermiich Kombinace snimki

Obr. 11: Kapacitované spermie v nemodifikovaném médiu pozorované pod konfokdlnim mikroskopem. Jadra spermii
obarvend pomoci Dapi (modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA (Cervené zbarveni). Protilatka NBP2 oznacuje
mono-/poly-ubiquitinované proteiny v subekvatorialnim segmentu hlavicky spermie (zelené zbarveni) a prekryti vSech
sledovanych casti spermie pro celkovy nahled. Méritko 10 um.

Spermie kapacitované v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 (viz Obr. 12, str.
43) maji jadra spermii kompaktni, akrosomy nenarusené a subekvatorialni segment vykazuje
vyraznou piitomnost mono-/poly-ubigitinovych fetézci vazanych na proteiny hlavicky
spermie, které nebyly diky inhibitoru MG-132 degradovany proteasomem. Detekce
ubiquitinovych fetézcl je viditelné silngj$i, nez je tomu u spermii kapacitovanych

v nemodifikovaném médiu, podoba se detekci na spermiich ejakulovanych.
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Jadra spermii Akrosomy spermii

Protilatka NBP2 Kombinace snimku

Obr. 12: 4 Kapacitované spermie v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 pozorované fluorescencnim
mikroskopem. Jddra spermii obarvend pomoci Dapi (modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA (Cervené zbarveni).
Protilatka NBP2 oznacuje mono-/poly-ubiquitinované proteiny v subekvatorialnim segmentu hlavicky spermie (zelené
zbarveni) a prekryti vsech sledovanych casti spermie pro celkovy nahled. Méritko 10 um.

Snimky kapacitovanych spermii v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 byly
pofizeny i na konfokalnim mikroskopu (viz Obr. 13, str 44). Zde jsou vidét dvé spermie.
Spermie ¢. 1 ma nenaruseny akrosom i jadro a je vidét detekce mono-/poly-ubiquitinovych
fetézcll na proteinech v subekvatorialnim segmentu. Detekce je viditelné vyraznéj$i nez u
spermii kapacitovanych v nemodifikovaném médiu. Spermie ¢. 2 ma chybé&jici akrosom, je tedy
poskozena Zde neni viditelna vyrazna detekce ubiquitinovych fetézct v subekvatorialnim
segmentu, nybrz je ubiquitin detekovan rovnomérné na vnitini akrosomalni membrané hlavicky

spermie.

43



Jadra spermii Akrosomy spermii

Protilatka NBP2 Kombinace snimku

Obr. 13: Kapacitované spermie v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 pozorované konfokalnim
mikroskopem. Jddra spermii obarvend pomoci Dapi (modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA (Cervené zbarveni).
Protilatka NBP2 oznacuje mono-/poly-ubiquitinové proteiny v hlavicce spermie (zelené zbarveni) a prekryti vsech sledovanych
casti spermie pro celkovy ndhled. Méritko 10 pm.

Kontrolou pro vzorky spermii, zda nedochazi k autofluorescenci nebo nespecifické
vazbé¢ sekundarni protilatky konjugované s fluorochromem, byla varianta fixovanych spermii,
které byly misto primérnich protilatek inkubovany pouze s PBS, ve kterém se primarni
protilatky tedily. Jadra spermii obarvend pomoci Dapi (modrd) jsou kompaktni, akrosomy
obarven¢ pomoci PNA (Cervena) jsou neporusen€, ubiquitinace na spermiich neni detekovana.

Posledni snimek je slozenim pfedchozich tii pro celkovy nahled na spermie (viz Obr. 14, str.
45).
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Jadra spermii Akrosomy spermii

Sekundarni protilatka Alexa 488 Kombinace snimku

Obr. 14: Negativni kontrola pro vzorky detekce mono-/poly-ubiquitinace. Jadra spermii obarvend pomoci Dapi
(modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA (Cervené zbarveni). Detekce fluorescence (zelené zbarveni) a prekryti
vSech sledovanych casti spermie pro celkovy nahled. Meritko 10 um.

Intenzita mono-/poly-ubiquitinace detekované na spermiich byla vyhodnocena za
pomoci denzitometrického méfeni analyzy obrazu a zpracovana do grafu (viz graf 10, str. 46),
kde ejakulované spermie piedstavuji vychozi hodnotu (tedy 100 %). Od nich se odviji
procentualni zastoupeni detekované mono-/poly-ubiquitinace na proteinech spermii
kapacitovanych v nemodifikovaném médiu, na proteinech spermii kapacitovanych
v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132 a na proteinech spermii

kapacitovanych v modifikovaném médiu s pfidavkem DMSO.

Vysledky denzitometrie byly déle zpracovany za pomoci analyzy rozptylu, tedy
ANOVA jednovybérového testu. Ve statistickém vyhodnoceni byly hledany statisticky
vyznamné rozdily mezi vSemi hodnocenymi skupinami na zadklad¢ intenzity detekce

celkovych ubiquitinovanych proteinti ve vzorcich ve vztahu k ejakulovanym spermiim, které
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nam piedstavuji vychozich 100 %. Hodnocenymi skupinami byla mono-/poly/ ubiquitinace na
ejakulovanych  spermiich, kapacitovanych spermiich v nemodifikovaném  médiu,
kapacitovanych spermiich v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132
a kapacitované spermie v modifikovaném médiu s DMSO. Ze statistického vyhodnoceni

vyplyva, Ze mezi jednotlivymi skupinami je statisticky vyznamny rozdil (p <0,05).

Dale byly porovnany hodnoty mezi spermiemi kapacitovanymi v nemodifikovaném
médiu a spermiemi kapacitovanymi v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132. Byl pouzit
neparovy t-test, ktery vypovidd o statisticky vyznamném rozdilu mezi témito dvéma

hodnocenymi skupinami (p <0,05).

Zvysledkii tedy vyplyva, ze inhibitor proteasomu skute¢n¢ inhibuje degradaci

povrchovych proteint na hlavicce spermie.

Denzitometrie na fixovanych spermiich
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Graf 10: Denzitometricka analyza mono-/poly-ubiquitinace na fixovanych spermiich: vzorek mono-/poly-
ubiquitinace proteinit ejakulovanych spermii (Ej) slouzici jako vystupni 100% hodnota pro vzorky dalsi. Mono-Ipoly-
ubiquitnované proteiny na spermiich kapacitovanych v nemodifikované médiu (Kap), mono-/poly/ubiquitinace proteinii na
spermiich kapacitovanych v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 a posledni vzorek mono-Ipoly-ubiquitinace pritomné
na proteinech spermii kapacitovanych v modifikovaném médiu s DMSO. Je vyznacena smérodatnd odchylka.
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DalSim provedenym pokusem bylo pouziti priméarni polyklondlni protilatky proti
ubiquitinu od firmy Abcam (ab7780) na natéry tvofené stejnym postupem jako vyse zminénym.
Ta byla nanaSena v koncentraci 1:500 (fedéno v PBS), a to na vzorky: ejakulovanych spermii,
kapacitovanych spermii, kapacitovanych spermii s inhibitorem MG-135 a kapacitovanych
spermii s DMSO. Na zadném ze vzorkid nebyla pozorovana detekce mono-/poly-ubiquitinu,
pokus byl tedy vyhodnocen s negativnim vysledkem. Na Obr. 15 je vzorek ejakulovanych

spermii, na kterych by mély byt polyubiquitinované fetézce detekovany s nejvyssi

pravdépodobnosti.
Jadra spermii Akrosomy spermii
Protilatka Abcam Kombinace snimkii

Obr. 55: Ejakulované spermie inkubované s protilatkou proti ubiquitinu od firmy Abcam pozorované pod
fluorescencnim mikroskopem. Jadra spermii obarvena pomoci Dapi (modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA
(Cervené zbarveni). Protilatka Abcam by méla znacit mono-/poly-ubiquitinaci, ovSem bez vysledku (zelené zbarveni) a prekryti
vSech sledovanych casti spermie pro celkovy nahled.
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Dalsi pokus se stejnou piipravou vzorkil jako je popsano vyse byl proveden s primarni
monoklonalni protilatkou FK2 v koncentraci 1:20 (viz Obr. 16). Opét nebyl pozorovan zadny
pozitivni vysledek Stejné¢ jako u protilatky Abcam je ptiloZzen snimek s ejakulovanymi

spermiemi.

Jadra spermii Akrosomy spermii

Protilatka FK2 Kombinace snimku

Obr. 16: Ejakulované spermie inkubované s protilatkou proti ubiquitinu FK2 pozorované pod fluorescencnim
mikroskopem. Jddra spermii obarvend pomoci Dapi (modré zbarveni), akrosomy obarvené za pomoci PNA (Cervené zbarveni).
Protilatka FK2 by méla znacit mono-/poly-ubiquitinaci, ovsem bez vysledku (zelené zbarveni) a prekryti vSech sledovanych
casti spermie, pro celistvy nahled. Méritko 10 um.

Protilatka FK2 byla pouzita také pro detekci ubiquitinovanych proteinii na povrchu
spermii inkubaci v suspenzi (viz kapitola 4.2.8 Imunofluorescence v suspenzi spermii), kdy

nebyla pozorovana zadna pozitivni reakce.

Pro vSechny variace fixovanych natéri byla vzdy vytvofena negativni kontrola

inkubovana s PBS misto primarni protilatky, ta vzdy byla bez pozitivnich reakce.
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5.3.1 Vazba protilatky v suspenzi spermii

Detekce ubiquitinovanych proteinti na povrchu spermii byla provedena v suspenzi
nekapacitovanych a kapacitovanych spermii. Pro pokusy byla provedena kapacitace in vitro

v: nemodifikovaném kapacita¢nim mediu (viz kap. 4.2.2 Kapacitace).

Ke 100 pl promytych spermii byly pfidany 2 ul protilatky mySi monoklonalni FK2
(mono-and polyubiquitinylated conjugates, mAb FK2; Enzo/USA) (viz kap. 5.3.2

Imunofluorescence v suspenzi spermit).

Suspenze ze spermii nekapacitovanych i kapacitovanych s primarni monoklonalni

protilatkou FK2 a nebyla pozorovana zadna pozitivni reakce.
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6 Diskuze

Kapacitace spermii je slozitym procesem, jehoz v§echny zékonitosti zatim nejsou zcela
znamé. Béhem kapacitace spermii dochézi k degradaci povrchovych proteind, které se na

spermie navazi béhem epididymalni maturace a ejakulace.

Bunky v téle bézné potiebuji degradovat fadu proteini, aby nedochazelo K jejich
hromadéni, Casto se jednd o proteiny nepotiebné ¢i poskozené. Proces degradace proteind
zprostiedkovava ubiquitin-proteasomovy systém, ktery rozpozndva polyubiquitinovym
fetézcem oznacCené proteiny, které nasledné deubiquitinuje a degraduje. Proteasom rozbaleni
nejvyssi strukturu proteinu na fetézec, ktery jim prochdzi a je St€pen na mensi proteiny, které
V buiice slouzi jako stavebni material pro nové proteiny. Mnoho potiebnych informaci
k pochopeni mechanismu ubiquitin proteasomového systému stale chybi, je vSak jasné, Ze je
zcela nezbytny pro cely proces oplozeni. Otazkou tedy je, zda tento systém degraduje béhem

kapacitace i proteiny navazané na hlaviéce spermii.

Z vysledku, které jsme ziskali, 1ze vyhodnotit, Ze hypotéza o tom, jestli proteiny
navazané na spermie jsou degradovany ubiquitin-proteasomovym systémem, je spravna.
Pozorovali jsme statisticky vyznamny rozdil v mife mono-/poly-ubiquitinace proteini pfi
kapacitaci spermii s inhibitorem proteasomu MG-132 a bez inhibitoru proteasomu, kde

intenzita detekce ubiquitinace na proteinech jsou vyssi u spermii inkubovanych s inhibitorem.

Ve spermiich jsme detekovali celkem 7 proteinii (> 250 kDa, 120 kDa, 67 kDa, 58 kDa,
46 kDa, 33 kDa a 27 kDa), které byly zna¢eny mono-/poly-ubiquitinaci a byly odhadnuty jejich
molekularni vahy. U odhadovanych molekularnich vah je tfeba pocitat se zvySenim hmotnosti
proteinu vlivem rizného stupné ubiquitinace, kde jeden ubiquitin je o velikosti 8.5 kDa.
Vzhledem k vyzkumim, které provedl Miles et al. (2013) a Zigo (2019) lze pfedpokladat, ze
by se mohlo jednat o spermadhesiny AQN (12 kDa), AWN (16,9 kDa), PSP | (z angl.
Phosphoserine phosphatase 1) a PSP 11 (z angl. Phosphoserine phosphatase I1) (14,5 kDa), které
jsou degradovany ubiquitin-proteasomovym systém, ovSem zvétSené o polyubiquitinové
fetézce. Piipadné by se mohlo jednat o nekteré z dalSich povrchovych proteinti, které jsou také
asociovany s proteasomem jako BSP1 (kan¢i DQH/pB1 precursor; 13 kDa), inhibitor akrosinu
ze semenné plasmy (z angl. Seminal plasma acrosin inhibitor Al; 7,6 kDa), Lactadherin (47,8

kDa), inhibitor motility spermii ze semenné plasmy (z angl. Seminal plasma sperm motility
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inhibitor; 15 kDa) nebo akrosin vazajici protein (z angl. Acrosin binding protein; 60 kDa)
(Miles et al 2013). Bylo by dobré se zaméfit na konkrétni povrchové proteiny pouzitim
specifickych protilatek a podle molekulovych vah urcit kolik je na nich vdzano ubiquitinovych

podjednotek.

Proteiny, které detekoval jako degradujici v pribéhu kapacitace Kwon et al (2014)
PHGPx (z angl. Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase), RAB2 (z angl. Ras
associated binding protein) a PDHB (z angl. Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit) by bylo

vhodné prozkoumat, zda pravé u nich nedochazi k jejich degradaci proteasomem.

Pro detekci pritomnosti ubiquitinu v proteinech byla pouzita primarni protilatka FK2,
ktera ovSem znacila mono- i poly-ubiquitinaci. Pro pfesnost ziskanych dat by bylo vhodné
provést detekci ubiquitinu na zakladé rozdé€leni protilatek detekujici pouze monoubiquitinace
a pouze polyubiquitinace a nasledné zopakovat pokusy, aby se zjistilo, zda jsou tyto proteiny
urceny pro degradaci proteasomem, jelikoz z prace Hicke (2001) vyplyva, Ze monoubiquitinace
nebo ubiquitinace fetézcem krat$im, nez jsou ¢tyii podjednotky, neznaci degradaci proteind,

ale pouze upravuji jejich procesy a to od membranového transportu k regulaci transkripce.

Hodnotila se také ¢asova zavislost na degradaci proteint v prub&hu kapacitace. Zde je
patrny rozdil mezi nékterymi proteiny, kdy u nékterych proteint (protein ¢. 1) dochazi k témér
100% degradaci béhem prvnich 30 minut kapacitace, zatimco u jinych (protein ¢. 7) dochazi
k degradaci velmi pozvolna a rozdily jsou patrné okolo 60 minut inkubace v kapacitaénim
médiu. Proto se zda, ze v ptipadé tohoto proteinu trva déle, nez dojde k jeho degradaci béhem
kapacitace. Bylo by vhodné provést dalsi experimenty zamétené na detekci jednotlivych
ubiquitinovanych proteinti, kdy by byla inkubace v kapacitaénim médiu po delsi casovou dobu
a vzorky by byly odebirany v kratSich ¢asovych intervalech pro ziskani pfesné kiivka degradace
u jednotlivych proteinti. Doba, po kterou degradace proteint trva, ma vliv na celkovou dobu
potiebnou pro kapacitaci spermie. Otazkou zlstava, zda je degradace vSech téchto
detekovanych proteinii potiebna ke kapacitaci spermie a tim ziskani schopnosti oplodnit
vajicko.

Stejné tak proteiny vykazuji rozdily v u€innosti inhibitoru proteasomu, u nékterych
proteind nedoslo k vyraznym zmeénédm oproti kapacitaci bez inhibitoru. Je mozné, Ze na téchto
proteinech degradaci zajist'uje jiny systém, napiiklad lysozomy, které se v semenné plasmé
vyskytuji a u lidi je potvrzeno spojeni zhorSené plodnosti snizs$i aktivitou enzymu

Vv lysozomech obsazenych (Dandekar & Harikumar 1997). | zde by bylo vhodné provést dalsi
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experimenty. U dalSich proteind (protein ¢. 6) byla mira inhibice velmi vysoka. Je tedy

vyznamn¢ inhibovan proteasom, ktery se podili na jejich degradaci (Sutovsky 2015).

Bohuzel nebylo provedeno dostateéné opakovani U experimenti zaméfenych na detekci
ubiquitinovanych proteint v prab¢hu kapacitace. Proto pravdépodobné doslo v nékterych
jednotlivych hodnot k chybam, které mohou zkreslit celkovy vysledek. Piikladem je pfilis
vysoka hodnota miry reakce s protilatkou u proteinu ¢. 1 a ¢. 7 u vzorku s MG-132, ktery byl
vys$i nez U ejakulovanych spermii. Pravdépodobna chyba je i U proteina €. 4 a ¢. 5 V ramci
kapacitace s DMSQO po dobu 60 minut. VSechny tyto odchylky mohly byt zpiisobeny nepiesnou
nanaskou jednotlivych vzorkl. Piestoze byla celkova proteinova nanaska kontrolovana pomoci
detekce alfa-tubulinu, mohlo dojit k chybé nanasky, protoze z divodu piekryti proteind
detekovanych obéma protilatkami (proti ubiquitinu a tubulinu) byly pro detekci pouzity 2

odlisné membrény.

Inhibitor MG-132 byl rozpoustén v DMSO, proto byla provedena kontrola, zda DMSO
neovlivituje pribéh kapacitace a sni spojenou degradaci proteind. Nebyl nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil (p>0,05), avSak z grafl vyplyva, Ze prvnich 30 minut inkubace
s kapacita¢nim médiem s DMSO, dochazi k pozastaveni degradace proteind, tedy degradace
proteinti je mirn¢ opozdéna. Bylo by vhodné provést dalSi vyzkum se zaméfenim na tento
poznatek, zda se nejednalo pouze o ndhodnou chybu. Pro dalsi vyzkum by bylo mozné vychazet
Z prace Yoshimoto et al. (2017), kde je uvedeno DMSO jako vhodna latka pro prodlouzeni doby
skladovani oplozeni schopného spermatu, jelikoZ zvySuje hladinu fosforylace tyrosinu. OvSem
jejich pokus byl zaloZzen na podminkach inkubace za nizkych teplot. DMSO tedy mohlo
zpisobit kratkodobé odlozeni procesit vedoucich ke kapacitaci a S tim opozdit i degradaci

proteint.

Vytvofené fixované natéry spermii pro mikroskopii byly inkubovéany s nékolika
primarnimi  protilaitkami.  Primarni  monoklondlni  protilatka FK2  (mono-and
polyubiquitinylated conjugates, mAb FK2), ktera detekuje mono-/poly-ubiquitinaci proteini,
aneni druhové specificka, detekovala ubiquitin na nitrocelulosovych membranach
S pfenesenymi proteiny po elektroforetické separaci, ovSem na natérech nebyla detekovana
zadna imunofluorescence. Proto byly testovany i jiné primarni protilatky. Po vyzkouseni
polyklonalni protilatky od firmy Abcam (Anti-Ubiquitin antibody ab7780), ktera detekuje
mono-/poly-ubiquitin na mysich, krysach, lidech, také nevedla k pozitivnim vysledkim, byla
testovana polyklonalni protilatka NBP2 (Ubiquitin antibody NBP2-30132SS; Novus
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biologicals), ktera znacila ubiquitinované proteiny na kanc¢ich spermiich. Protilatka NBP2 byla
doposud potvrzena jako funkcni pro ¢loveéka, mys, kocku, krysy a primaty. Detekce mono-
/poly-ubiquitinace na proteinech byla pozitivni u spermii ejakulovanych a U spermii
kapacitovanych s inhibitorem MG-132. Detekce imunofluorescence ukazuje na vyraznou
ubiquitinaci v oblasti subequatorialniho segmentu. Bohuzel k zjisténi, Ze tato protilatka
detekuje ubiquitin na fixovanych spermiich jsme dosli az v z&véru nasich experimenti, proto

zZ casovych divodi neprobéhl patfiény pocet opakovani.

Statistické¢ vysledky detekce sily signalu primarni protilatky NBP2 na fixovanych
spermii fikaji, ze je statisticky vyznamny rozdil jak mezi v§emi hodnocenymi skupinami, tedy
ejakulované spermie, spermie kapacitované v nemodifikovaném médiu, spermie kapacitované
s inhibitorem MG-132 a s DMSO, tak i mezi skupinou kapacitovanych v nemodifikovaném
médiu a kapacitovanych v modifikovaném médiu s inhibitorem MG-132 (p>0,05). Proto tedy
mizeme fiCt, Ze proteiny na spermii byly degradovany béhem kapacitace, a inhibitor
proteasomu MG-132 této degradaci zabranil. Z ¢ehoz vyplyva, Ze alespon vétSina proteinti

spermii béhem kapacitace, je degradovana za pomoci ubiquitin-proteasomového systému.

Je potiebné zduraznit, Ze jak pfi imunodetekci ubiquitinovanych proteinu, tak pfi jejich
lokalizaci pomoci imunofluorescence, byly provadény detekce v celkovych proteinovych
extraktech spermii, respektive na fixovanych bunikach. Vzhledem k tomu, Ze diky ubiquitin-
proteasomovému systému pusobicimu na povrchové proteiny spermie dochazi k remodelaci
akrosomu (Kerns et al. 2016), bylo by vhodné se zaméfit na cilenou izolaci pouze povrchovych
spermii a inkubaci spermii s protilatkou v suspenzi a naslednou detekci ubiqutinovanych

proteintl.
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[ Zavér

Pro tuto praci se vychazelo z teoretického predpokladu, ze spermie béhem kapacitace
navazanych na hlavicce spermie, ktera mize byt zprostfedkovana ubiquitin-proteasomovym
syst¢tmem. Tato hypotéza byla testovana za pomoci inhibitoru proteasomu MG-132
Vv kapacitacnim médiu béhem in vitro kapacitace kancich spermii a naslednou detekci

ubiquitinovych proteind.

Ziskané vysledky podpofily zminénou hypotézu. Bylo detekovdno 7 proteinii pii
extrakci spermii 0 odhadovanych molekulovych hmotnostech > 250 kDa, 120 kDa, 67 kDa,
58 kDa, 46 kDa, 33 kDa a 27 kDa. Byl pozorovan rozdil mezi mono-/poly-ubiquitinaci proteinti
na spermiich, které byly kapacitovany v nemodifikovaném médiu a mono-/poly-ubiquitinaci
proteini na spermiich, které byly kapacitovany v modifikovaném médiu s inhibitorem
proteasomu MG-132. Celkova mono-/poly-ubiquitinace na proteinech spermii kapacitovanych
s inhibitorem MG-132 vykazovala vys$si hodnoty a s nimi statisticky vyznamny rozdil oproti

mono-/poly-ubiquitinaci na proteinech spermii kapacitovanych bez inhibitoru.

Dale byly tytéZz proteiny hodnoceny v rdmci Casovych intervall odbéri béhem
kapacitace po 30, 60 a 90 minutach. Byl pozorovan rozdil mezi mono-/poly-ubiquitinaci
proteinti na spermiich, které byly kapacitovany v nemodifikovaném médiu a mono-/poly-
ubiquitinaci proteini na spermiich, které byly kapacitovany v modifikovaném médiu
s inhibitorem proteasomu MG-132. U proteinti 2-7 byla pozorovana Casova zavislost na
postupné degradaci téchto proteinii béhem kapacitace. U proteinu ¢islo 2 nebyla detekovana
vyznamna inhibice proteasomu za pomoci inhibitoru MG-132. U ostatnich proteini byl
pozorovan rozdil v mife polyubiquitinace, kde hodnoty kapacitovanych spermii
v modifikovaném médiu s MG-132 byly vys§$i nez Uuspermii kapacitovanych

V nemodifikovaném médiu.

Hypotézu potvrdily i lokalizace ubiquitinovanych proteinti ve spermiich za pomoci
nepiimé imunofluorescencni mikroskopie. Protilatka NBP2 lokalizovala ubiquitinované
proteiny prevazné v subekvatoridlnim segmentu kancich spermii. Opét byla hodnocena mira
mono-/poly-ubiquitinaci proteini na spermiich, které byly ejakulované, kapacitovany

v nemodifikovaném médiu a mono-/poly-ubiquitinaci proteini na spermiich, které byly
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kapacitovany v modifikovaném médiu s inhibitorem proteasomu MG-132, ktera byla znacena
primarni polyklonalni protilatkou NBP2. Byl pozorovan rozdil v mife intenzity
imunofluorescence  mono-/poly-ubiquitinace, kdy na spermiich kapacitovanych
v nemodifikovaném médiu byla intenzita fluorescen¢niho signalu nizsi nez u ejakulovanych
spermii. ~ V porovnani ~ mono-/poly-ubiquitinace  na  spermiich  kapacitovanych
v nemodifikovaném médiu a modifikovaném s inhibitorem MG-132, byla detekovana vyssi
intenzita pfi inhibitoru MG-132. Byla vyzkouSena monoklonalni protilatka FK2 (mono-and
polyubiquitinylated conjugates, mAb FK2), kde nebyl detekovan pozitivni vysledek a stejné
tak byla bez vysledku imunofluorescence s polyklonalni primarni protildtkou od firmy Abcam

(Anti-Ubiquitin antibody ab7780; Abcam).

Vzhledem k vysledkim z imunofluorescen¢ni mikroskopie by bylo dobré vyuzit
polyklonalni protilatku NBP2 pro detekci mono-/poly-ubiquitinace i na detekci proteint
z extraktd spermii. Stejné tak by bylo vhodné navrhnout pokus, kde by doslo k odliseni mono-
ubiquitinace a poly-ubiquitinace, aby nedochazelo ke zkresleni vysledkt. Jelikoz detekce
proteinl z extrakce spermii zahrnuje proteiny jako povrchové tak uvnitf buiiky, je potieba
prozkoumat moZznosti detekce pouze proteinli povrchovych a porovnat molekularni vahy bez
polyubiquitinace a s polyubiquitinaci, jelikoz navéazani riznych ubiquitinovych jednotek

ovliviiuje molekuldrni vahy detekovanych proteint.
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